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Principais Topicos
1. A importancia dos sistemas de reparo.

2. Definicao e Tipos de Sistemas de Reparo de DNA

3. Etapas gerais dos mecanismos de reparo

4. Reparo Direto (MGMT)

5. Reparo de malpareamento ou pareamento erroneo (MMR)
6. Reparo por excisao de bases (BER) ou nucleotideos (NER)

7. Reparo de quebra de fita-dupla de DNA

8. Exercicios
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Angelina Jolie’s double mastectomy puts genetic
testing in the spotlight. What her choice reveals
about calculating risk, cost and peace of mind
BY JEFFREY KLUGER & ALICE PARK

© Time Magazine

Variante patogénica com elevada penetrancia e remocao cirurgica
profilatica.




. 1. A importancia dos sistemas de reparo

O exemplo
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GENOME STABILITY

A proteina BRCA1 tem um papel central no reparo por recombinacao homéloga
em resposta a um dano no DNA. Também interage com muitas outras proteinas
exercendo influéncias em varios outros eventos celulares

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5



1. A importancia dos sistemas de reparo

G1/S checkpoint

C|Clo ce|U|ar Cell monitors size and
DNA integrity
versus
G1 S
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cell cycle

G2/M checkpoint
Cell monitors DNA
synthesis and damage

Decision to exit
G1
cell cycle

M

M checkpoint
Cell monitors
spindle formation
and attachment to
kinetochores

No ciclo celular ha 2 checkpoints G1/S e G2/M em que a célula monitora a
integridade do DNA. Se o DNA estiver lesionado, o ciclo celular é
interrompido, o sistema de reparo ativado antes que o ciclo celular prossiga.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 24




. 1. A importancia dos sistemas de reparo

Mutacéao versus
Reparo de DNA

DNA
replication

iotator]

DNA base
equence
error
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Mutacao no DNA ¢ estabelecida somente se os sistemas de
reparo de DNA nao corrigirem a lesao do DNA antes do
proximo ciclo de replicagao do DNA.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7




1. A importancia dos sistemas de reparo
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2. Definigdo e Tipos de Sistemas de Reparo

Processos celulares essenciais para a manutengao
da integridade genética do organismo.

Ha seis principais mecanismos de reparo do DNA.

Variantes patogénicas em genes envolvidos nesses sistemas de
reparo aumentam o risco do desenvolvimento de cancer ao longo
da vida.

Entretanto, um individuo que herdou uma variante potencialmente
patogénica de um dos pais, via de regra, herda uma variante normal
e funcional do outro parental.

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5



2. Definigao e Tipos de Sistemas de Reparo

1. Reparo Direto: MGMT

2. Reparo de malpareamento ou pareamento
erroneo (MMR)

3. Reparo de Excisdo de Base (BER)
4. Reparo de Excisdo de Nucleotideo (NER)

5. Reparo de quebra da fita-dupla de DNA

5.1. Reparo por juncao das extremidades nao
homélogas (NHEJ)

5.2. Reparo por recombinagdo homoéloga
(HRR)




2. Definigao e Tipos de Sistemas de Reparo
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3. Etapas gerais de uma via de reparo

1. RECONHECIMENTO
2. EXCISAO

3. SINTESE DE DNA

4. LIGACAO



4. Reparo Direto: MGMT

Reacao realizada por uma Unica enzima que
reconhece a base modificada e transfere a lesé@o
para o seu sitio ativo.
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3. Reparo Direto: MGMT

Mc c
graw -Direct- Repair grw-Direct-Repair

http://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0072835125/126997/animatio
n32.html



4. Reparo Direto: MGMT

Silenciamento de MGMT em tumores cerebrais

Glioma with methylated MGMT Chemosensitive tumor
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> Metilacao da regiao promotora do gene MGMT em gliomas confere
uma boa resposta a agentes alquilantes




5. Reparo de malpareamento (MMR)

% E aclonado quando 1. RECONHECIMENTO

d t li 3
durants a replicagio  MytS, MutL e MutH

1) uma base é incorporada 2. EXCISEO
erroneamente . MuiS e Muil

2) é criada uma distorgio 3. SiNTESE DE DNA

da dupla-hélice devido a - ;
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5. Reparo de malpareamento (MMR)

Mismatch repair

When DNA is copied during cell division,
mismatching nucleotides are sometimes
incorporated into the new strand. Out of
a thousand such mistakes, mismatch
repair fixes all but one.

Original strand
Faulty base-pairing with methyl groups

MutL

MutL \\

Two enzymes, mutS and mut
detect the mismatch in DNA.

MutS

Muts The enzyme mutH recognises methyl The faulty copy is cut.

groups on DNA. Only the original strand,
which acted as a template during the
copying process, will have methyl groups
attached toit.

5

-

MutS

The mismatch is removed.

DNA polymerase fills in the gap and
DNA ligase seals the DNA strand.

[llustration: © Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences



REPARO DE
MALPAREAMENTO

Sindrome de Lynch ou Cancer
Colorretal Hereditario Nao
Poliposo (HNPCC)




5. Reparo de malpareamento (MMR)

Sindrome de Lynch

NORMAL COLON SESSILE SERRATED ADENOMA CARCINOMA
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(MLHT, MSH2, Of promoter
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MEME, PMS2) methylation

Se o individuo herdar uma variante genética patogénica {MLH7JMLH1") nenhum
efeito sera observado, uma vez que a outra copia parental € funcional.

<+ Se o segundo alelo é danificado ou inativado
IMLHT) é formado um adenoma, devido a incapacidade

de reparar danos no DNA. A perda do sequndo alelo
funcional é conhecido como|perda da heterozigosidade

Como consequéncia, novas mutacdes podem surgir e a célula perde a
capacidade de regular o ciclo celular resultando em carcinoma.

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5




5. Reparo de malpareamento (MMR)

Sindrome de Lynch

Padrao de heranca: autossomica dominante.

Fenétipo clinico: aumento nas taxas de mutagcdbes com acumulo
progressivo de mutagdes em APC, P53 e outros genes que contribuem
para a condicao maligna das ceélulas epiteliais do colo e reto.

Diagnostico molecular: variantes patogénicas em diferentes genes do
sistema de reparo MMR [MLH1 (50%), MSH2 (40%) e MSHG (10%)].

< Deficiéncia na replicagcdo de regidoes de microsatélite
resultando em instabilidade de microsatélite com a
presenca de 4 a 40 repeticoes de mono ou di-
nucleotideos TTTT ou CACACA ao longo do genoma.

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5



6. Reparos: BER e NER

Reparo por excisao de bases (BER)

1. RECONHECIMENTO
DNA Glicosilase

2. EXCISAO
DNA Glicosilase e AP endonuclease

¢ - b e i
3. SINTESE DE DNA  .2cfcr
DNA polimerase “—j“—L -
4i LIGAQAO 5’-?.% ?-(T;-} nicks DNA strand
NA Iigase 3'TGG‘TCA

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



6. Reparos: BER e NER

Reparo por excisdao de bases (BER)

Base excision repair
Base excision repairs DNA o ‘ ® o

when a base of a nucleotide is

damaged, for example cytosine. 1 @7 - ‘ @7

Cytosine can easily lose an
amino group, forming a base
called uracil.
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Another couple of enzymes
remove the rest of the
nucleotide from the DNA strand.

An enzyme, glycosylase,
discovers the defect and
excises the base of uracil.
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Uracil cannot form a
base pair with guanine.

DNA polymerase fills in the
gap and the DNA strand is
sealed by DNA ligase.

[llustration: © Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences



‘ Reparo por excisao de nucleotideos (NER) \

1. RECONHECIMENTO

XPCS XPE e XPA DNA is l
2. EXCISAO Mﬂﬁ
XPF e XPG B S—

3- SiNTESE E NA e::i;?f‘ii"" 4 products
DNA polimerase ———""" T

4. LIGACAO
DNA ligase

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



‘ Reparo por excisao de nucleotideos (NER) \

Nucleotide excision repair

Nucleotide excision repairs DNA-injuries caused
by UV radiation or carcinogenic substances like
those found in cigarette smoke.

g &
) oS0 0 0 ¢
UV radiation can make two

thymines bind to each other
incorrectly.

The enzyme exinuclease finds the damage and
cuts the DNA strand. Twelve nucleotides are
removed.

3 DNA polymerase fills in the 4 DNA ligase seals the DNA strand.
resulting gap. Now the injury has been dealt with.

[llustration: © Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences



REPARO POR EXCISAO
DE NUCLEOTIDEOS

Xeroderma Pigmentoso e
Sindrome de Cockayne



Reparo por excisao de nucleotideos

Xeroderma pigmentoso

Padrao de heranca: autossomica
recessiva.

Fendtipo clinico: extrema sensibilidade
Y |aos raios UV da luz solar, risco
N |aumentado de cancer de pele e
8 | problemas cognitivos.

Diagnostico molecular.  variantes
patogénicas em diferentes genes do
sistema de reparo NER [XPA, ERCC3
(XPB), XPC, ERCC2 (XPD), ERCCA4

Protecdo da luz solar
previne o acumulo de
mutacoes causados

pela UV e a evolugao
da doenga. (XPF), DDB2, ERCC5 e POLH].

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 24



Reparo por excisao de nucleotideos

Xeroderma pigmentoso

< Aumento da incidéncia de
ciancer em pacientes com
xeroderma pigmentoso (XP).

Incidéncia de cancer de pele em
pessoas com XP comparado com a
populacao nao afetada com XP.

Cumulative cancer incidence (%)
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In Tannock et al, 2013 — The Basic Science of Oncology — Chapter 5




Reparo por excisao de nucleotideos

Sindrome de Cockayne

Padrao de heranca: autossOmica
recessiva.

Fenétipo clinico: neuropatia periférica,
atraso no desenvolvimento, degeneragao
neuroldgica progressiva, baixa estatura,
sensibilidade a luz solar sem aumento em
rSCO para cancer.

Diagndéstico  molecular:  variantes
patogénicas em genes do sistema de
reparo NER: ERCC-8 (OMIM: 216400) ou
ERCC-6 (OMIM 133540).

Chebly et al, 2018 — BMC Med. Genetics — 10.1186/s12881-018-0677-7




NHEJ

7.1. Juncao dos
Terminais Nao
Homologos

Double-strand break

PKCS \ [

KUS0 and KU70 —— Overhanging ends
\ protected

End-joining by DNA
ligase

In Hartwell et al, 2018 —

Genetics: from Genes to Genome — Chapter
w4

7. Reparo de quebra de fita-dupla

HRR

7.2, Reparo por
Recombinacao
Homaologa

Double-stranded break

3/ N Sl
5° 3

Break detected and
5’ ends digested

3l 51
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region of sister chromatid
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In Klug et al, 2019 -
Concepts of Genetics — Chapter 15




7. Reparo de quebra de fita-dupla

7.1. Juncédo dos terminais ndo homdlogos

X ray

< Exposicao do DNA a raio-X e quebra

da fita-dupla; _
> A enzima heterodimérica AY/ANY/AN
(KU70/80) reconhece a quebra da
fita dupla; | |
] .‘// | @ :A EEA //
< Recrutamento das enzimas DNA- / \ A, ) P
PKcs; e ATH
< Com o auxilio de um complexo 2:;‘;:::;;::?;’12;

Fill<in: Polywa.

proteico a DNA ligase une os
terminais do DNA onde ocorreu

a quebra;

< Pode ocorrer a perda de alguns

nucleotideos.
In Tannock et al, 2013 — The Basic Science of Oncology — Chapter 5



7. Reparo de quebra de fita-dupla

7.2. Reparo por Recombinacao

H O m O I og a D’ouble-slranded break |
< A enzima reconhece a quebra ; 3,

da fita dupla;

3’ end invades homologous
region of sister chromatid

< Os terminais 5 da fita , ’_
quebrada sdo digeridos|.:z, |l

deixando terminais coesivos; ittt
% Ocorre a sintese do DNA por s e
complementariedade da N S
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erodu
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< DNA ligase;

< Nao ocorre a perda de nucleotideos.
In Klug et al, 2019 — Concept
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f Genetics — Chapter 15



7. Reparo de quebra de fita-dupla

7.2. Reparo por Recombinacao
Homologa \

Sensors:

MRE11/RAD50/NBS
I 1 ] @ ATM-CHK2

RPA

ATR-CHK1

and others

Mediators:
Il BRCA1/BARD1
1 2 3 »

BRCA2+/BRCA2- PALB2(FANCN)
Fanconi core complex
FANCD2/FANCI

and others

BrCa

I N Repair:

1 $ x| RAD51
byt = W) RAD51B, RAD51C,

RAD51D, XRCC2, XRCC3

RAD52

RA[)HA

lV B A - AN : NCM

RECQ1, RECQ5,

BLM/TOPOlllo

‘ and others
In Henrich et al, 2020 - /
Managing health in the genomic era — Chapter 5 S




7. Reparo de quebra de fita-dupla

7.2. Reparo por Recombinacao Homologa

, @ . Paciente de 43 anos surpresa de desenvolver cancer
(? de mama agressivo, sendo que seus pais nao
5 i desenvolveram esse tipo de cancer.

I , \ O

o Médico geneticista encoragou-a a buscar informacgoes
[ % de outros parentes.
I11
e A avo paterna tinha tido cancer de mama e faleceu

] aos 50 anos.

v

A variante patogénica BRCAZ foi encontrada em seu

pai.

A investigacdo sobre a presen¢ca ou ndo da variante patogénica em
seus filhos deve ser realizada.

Exemplo tipico de que considerando o tamanho das familias e a
penetriancia incompleta das sindromes hereditarias é aconselhavel

buscar informagcdes por 3 geragoes.
In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5




REPARO DE QUEBRA DE
DUPLA-FITA DE DNA

Predisposicao para cancer de
mama e outros tipos cancer



. Variantes patogénicas dos sistemas de reparo

Breast Cancer Risk
@ olorectal Cancer Risk
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Arelacao entre variantes patogénicas: variantes de genes de reparo, associadas com o
risco de desenvolvimento de cancer de mama e outros tipos de canceres

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5



REVISANDO
CONCEITOS




1. Como classificar os mecanismos de reparo pelos quais
as células podem reparar o DNA com nucleotideos
alterados ou lesionados?

2. Quais as principais diferencas entre o reparo por
recombinacao homoéloga e o reparo dos terminais nao
homodlogos no reparo de quebra da dupla-fita?

3. Como o reparo de mal-pareamento distingue a fita que
deve ser reparada quando o erro ocorre ao longo da
duplicacao do DNA?

4. Quais as potenciais consequéncias para a saude de
mutacoes em genes responsaveis pelos sistemas de
reparo?



