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Mutacao ¢ Reparo do DNA



Mutacao do DNA

Toda modificacao no DNA que se fixa no genoma
do organismo que nao € explicavel pela

variabilidade genética (polimorfismos) preé-

existente na populacao



Polimorfismo frequentes nos genomas das especies
(> 1%)

Variacdes em uma unica base:
Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs

Variacoes que afetam multiplas bases no genoma:
Ex. Diferengcas no numero de trechos repetitivos no DNA (STRs)

SNP  short tandem repeat (STR)

Voo |

Individuo1 GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...

5 repeats

Individuo2 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

6 repeats

Individuo 3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

7 repeats



Tipos de mutacao no DNA

Quanto ao padrao de heranca:

» Mutacao hereditaria:
» Ocorre na linhagem germinativa (6vulos/ espermatozoides).

*Transmitida entre geracoes.

» Mutacao nao-hereditaria (mutacao adquirida ou somatica):
*Transmitida para células-filhas durante a divisdo celular.

*Nao € transmissivel entre geracoes.



MutacOes hereditarias

o6vulo @ + ( =">—— espermatozdide

? Ocorréncia de mutacao

Mutacao

Células germinativas Ossos Pancreas Cérebro

*Todas as células do organismo possuem a mutacao.
*Transmitidas entre geragcoes



Mutacoes adquiridas (= mutacOes somaticas)

Sub-populacao de células Células normais
com gene alterado



Tipos de mutacao do DNA

Quanto a extensao:

» AberracOes cromossOmicas:

ganhos, perdas, rearranjos de grandes trechos do DNA
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Normal Deletion Duplication Inversion Trisomy

» Mudancas em genes individuais: Normalona seauence: AGTCGA
I I
Codon1l  Codon 2
mutacoes de ponto que afetam uma unica base
Base Substitution: AGT{AG AJ
no DNA lCadonl Codon 2

Insertion: I ATGI'Il'CG A

Codonl Codon2 Codon3

Deletion: I ATCG A

Codon1 Codon2




Tipos de mutacoes de ponto

v Delecodes
v Insercoes

v’ Substituicdes

* Transicoes: troca de
purinas ou pirimidinas por
outra base da mesma
categoria

 TransversoOes:trocade
purinas por pirimidinas, ou
vice-versa)

Transversoes tem
geralmente um impacto
funcional maior. Por que?
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Como o DNA adquire mutacoes ?

Erros da polimerase as vezes escapam revisao

Substancias quimicas causam dano ao DNA

Radicais livres causam dano ao DNA

Radiacdes (luz UV, raios X) causam dano ao DNA



Tipos de mutacao do DNA

Quanto a origem:
» Mutacoes Espontaneas

*Frequéncia Baixa

Frequéncia de mutacao por par de bases, por geracao:

Eucariotos: 104 to 10°°
Procariotos: 1078

Virus de DNA: 10 to 1076
Virus de RNA: 103 to 10™°

» Mutacoes Induzidas:

«Causadas por agentes mutagénicos.

Podem acontecer com uma frequéncia mais alta do que
as mutacOes espontaneas.



Causas de mutacoes de ponto no DNA

> Alteracoes quimicas nas bases do DNA
 modificagoes quimicas das bases:

desaminacao de citosinas

alquilacao de guaninas

* incorporacao de analogos mutagénicos: 5-bromouracil

« formacao de dimeros de pirimidinas induzidos por U.V.

» Incorporacao incorreta de bases durante a replicacao



Como um erro vira uma mutacao ?
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~ - © 7 =4 replication (mis- c
! g incorporation)

E necessario haver uma rodada de replicacdo usando a
fita com erro como molde para que a mutacdo se “fixe”'!

Erros ou dano ao DNA so causardo mutacées
em células que se replicam ativamente!



Como alteracdes quimicas das bases causam mutacao ?
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Mutacoes
induzidas por
modificacao
quimica de uma
base do DNA

Acido nitroso
provoca
desaminagdo da
citosina e sua
conhversdo em
uracila

No proximo ciclo
de replicagdo a
uracila pareia com
adenina
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Desaminacao
expontanea da
Citosinaem
Uracila

Citosina € a base
com mais alta taxa
de deaminagdo
espontanea

~ 200 eventos de

deaminagdo/célula
/dia

O que isso pode
ter a ver como
fato que DNA tem
TeRNA temU ?

- r > sugar/ 0O
SN RN y |

‘l|

!

SN PR

Replication |
Y

l

U
SN

and

SN A\

. ‘

< wild type I




Metilagdo de guanina por metil-nitrosoguanidina
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Mutacao
induzida pela
Incorporacao
de analogos
das bases

5-bromouracil é
um analogo da
timina, que
normalmente
pareia com a
adenina, mas o
tautomero enol do
5-BrU pareia com
a guanina,
causando a
transi¢ao
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Mutacoes induzidas por luz U.V.

Dimeros de pirimidinas: lesOes que causam alteragdes na
conformacao do DNA e impedem sua replicacao
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“Hot spots”: Pontos do genoma que concentram
mutacoes

Mutacoes espontaneas
no gene laclde E. coli

Number of mutations
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Sitios contendo
metil-citosina
comportam-se
como “hot spots”
para mutacoes
espontaneas

Os sistemas de reparo
de erro da célula
identificam a
desaminacaoda
Citosina em Uracila e
corrigem o DNA.

Porém o mesmo nao
acontece com a
desaminacao da metil-
citosina em Timina
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Sitios contendo
metil-citosina

comportam-se com
“hot spots” para
mutacoes
espontaneas

A metil-citosina, sofre
desaminacao
espontanea que
converte a metil-
citosina em timina,

causando a transicao
CG «<TA




Consequéncias das mutacoes no DNA

» Mutacdes neutras — mutacoes silenciosas. Sem efeito na célula/organismo

* MutacOes deletérias — causam perda de potencial de adaptacao ou morte

da célula/organismo. Tendem a ser eliminadas da populacao.

» Mutagbes benéficas — conferem vantagem adaptativa a célula/organismo.

Tendem a se fixar na populacao

Mutacbes nao sio todas deletérias !

Sao também essenciais para o surgimento de novas
caracteristicas e a evolugcao das especies !




Mutacao no genoma do HIV e resisténcia a drogas

- alta taxa de replicacao viral: 10 bilhdes de copias/dia

» auséncia de atividade revisora na enzima transcriptase reversa

* introducao de erros (mutacdes) no genoma viral com alta frequéncia.
 essas alteracdes podem gerar mutantes resistentes as drogas
 Estratégia terapéutica: utilizar uma combinacao de drogas que atuem em diferentes
proteinas virais:
» inibidores da transcriptase reversa (analogos de nucleosideos, ex. AZT)
» inibidores da protease

» inibidores da integrase



O acumulo de mutacdes esta associado
ao surgimento de cancer em mamiferos

mutacoes que inativam genes supressores de tumor ou que ativam oncogenes
Sao0 necessarios para o desenvolvimento dos tumores malignos

Tumor
GENE APC | cuppressor K“mmlw’”wm

Hyperproliferative Early benign
epithelium epithelium polyp

Linha de tempo do surgimento e evolugao do cancer de célon



Mutacao nos genes BRCA1 e BRCAZ2 e predisposicao ao cancer

» Genes de susceptibilidade ao cancer de Mama e
Ovario
BRCA Genes

Tumor Suppressor Genes

* Proteinas codificadas pelos genes estao
envolvidas no reparo de DNA (genes supressores
de tumor)

» mais de 600 mutacodes ja foram identificadas

nestes genes. — BRCA

» MutacOes hereditarias com prevaléncia elevada
em certos grupos humanos (ex. Judeus
asquenazes)

» Identificaveis a partir de PCR e sequenciamento SSNOmOsnmG B ANRASAmMa 1S
do DNA.




Teste de Ames para avaliar potencial

carcinogénico de drogas baseando-se em seu
potencial mutagénico

Cepa de Salmonella typhimurium
com mutacao pontual que atorna
incapaz de crescer na auséncia de
histidina

(a) meio sem histidina: pouco
crescimento, mutacoes
espontaneas

(b, ¢, d) disco no centro da placa
contendo agente mutagénico em

diferentes concentracoes.

Diluicao até doses sub-letais

aumentam a frequéncia de
Importante: algumas substancias tornam-se

mutagénicas apenas apos metabolizadas no
organismo. Ex.: Benzopireno

mutacao




A integridade do DNA ¢ essencial para sobrevivencia
das células e preservagdo da espécie (transmissdo
entre geragoes)

Como garantir ?

1. replicagdo de alta fidelidade
2. sistemas de reparo

o DNA ¢ a dnica molécula que ao ser danificada pode
ser reparada dentro da célula




Quem contribui para a fidelidade da replicacao ?

taxa de erro

discriminacao dos nucleotideos 2x10°-2x10°
pela polimerase

atividade revisora da polimerase ~ 102
reparo ~ 102
Total 102 3 10710

um erro em um bilhdo/dez bilhdes de nucleotideos copiados!



Sistemas de Reparo do DNA

1) Reparo direto — reverte um tipo especifico de lesao —
dimeros de pirimidina

2) Reparo de pareamento erréneo (mismatch) — corrige os
erros da polimerase que escaparam revisao

3) Reparo de excisao de base — corrige bases danificadas

4) Reparo de excisao de nucleotideo - corrige bases
danificadas nao corrigidas por 3)

5) Reparo de quebras duplas no DNA — restaura a
integridade das fitas

Garantem a integridade da informagdo genética e/ou
sobrevivéncia da célula



Mecanismo de reparo direto

Reparo por foto-reativacao enzimatica de dimeros de pirimidina

* Encontrada em procariotos e eucariotos. Nao é funcional em mamiferos

* Nao envolve a substituicdo de bases ou nucleotideos

Fotoliases: enzimas que

catalizam a fotoreativacio de
dimeros de pirimidina utilizando
energia derivada de luz
absorvida.

As fotoliases possuem co-fatores
(FADH, folato) que absorvem luz

visivel e convertem a energia do

féton em potencial redutor que
regenera os monémeros de
pirimidina

h\\\\). 200 ~ 300 nm I<>T dimer
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T
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A=300 <S00 nm

clectron goes to the dimer,
dimer splits, and electron
returns to FADH-



Mecanismo de reparo direto

Reparo por foto-reativacao enzimatica de dimeros de pirimidina
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Current Opinion in Structural Biology

CPD = “cyclobutane pyrimidine dimers”



Reparo de bases pareadas incorretamente

Correcao de erros que escapam da atividade revisora da DNA polimerase durante a

replicacao — resultam no aumento na fidelidade de replicacao em 100 a 1.000 vézes
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DNA antes da a . v 5 . 9
replicagéo v v 9 ROl Vi

DHEAREARRAY  HHGANLBRNAG
\
Molécula de DNA contendo
bases pareadas incorretamente



Reparo de bases pareadas incorretamente

Como determinar qual a fita de DNA que contem a base pareada incorretamente?

Metilacdo da adenina no sitio GATC da origem de replicacao identifica qual é a fita
a parental e qual é a fita filha
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4 | Lo [N | | | 5’ CTAG
CTAG Hemimethylated DNA
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Metilacao da fita parental garante que a fita CTAG
a ser reparada seja a fita “filha” CHy



Reparo de bases pareadas incorretamente em procariotos

E

-
-

Passo 1: Identificacao da lesao e
clivagem do DNA

Ll ol K

-
-

- Sistema de reparo composto

por ~ 12 proteinas (E.coli).

Complexo protéico mutS/mutL
reconhece o DNA com pareamento

incorreto, e se desloca até o sitio
GATC hemi-metilado.

MutH possui atividade endonuclease

que cliva a fita ndo-metilada.

MutH cleaves the
unmodified strand

l

<



Reparo de bases pareadas incorretamente

Passo 2: remocao da base incorreta e reparo da fita de DNA
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Pareamento incorreto
no lado 3’ da quebra
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Exonucleases de reparo degradam e reconstituem o trecho da fita “filna” que contem o pareamento

incorreto.

DNA helicases (desenovelamento da dupla fita de DNA) e DNA Polimerases (sintese das fitas corretas)

participam no processo.



Reparo de bases pareadas incorretamente em eucariotos

Proteinas de reparo homélogas as de procariotos (homologia = mesma origem evolutiva)

Eucariotos Procariotos
Identificacao da base pareada incorretamente, complexo MutSa (Msh2/Msh6) MutS
ativacao da EXO1
Atividade endonuclease complexo MutLa (MLH1/PMS2) MutL
Atividade exonuclease Exonuclease 1 (EXO1) MutH
Sintese de novo trecho de DNA DNA polimerase delta DNA Pol lll
Proteinas auxiliadoras da DNA Polimerase PCNA, RFC, RPA
3"-nick directed mismatch repair 5'-nick directed mismatch repair
MutLa MutLo
MLHL MutSa MutSa MLH1
, CPMS2 } - PMS2
PCNA || 3 5 { /| pcna
Incision l Incision
5' R 3 5 -" 3
5'to 3' excision 5'to 3' excision
MutSa, EXOI, RPA MutSa, EXOI, RPA
\ 4 A 4
DNA synthesis DNA synthesis
DNA polymerase §, RFC, DNA polymerase 8, RFC,
PCNA, and RPA v PCNA, and RPA




Reparo por excisao de Bases

Reparo de lesdes envolvendo alteracao quimica das bases

Exs.: deaminacao de citosinas
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Reparo por excisao de Bases

Passo 1: DNA glicosilases especificas para cada base (ex. uracil DNA

glicosidase) removem a base alterada e geram um sitio abasico.
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glycosylase |*> I damaged base
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A uracil DNA glicosidase repara mais de
10.000 bases danificadas por dia em uma célula
humana




DNA glicosilases humanas e suas especificidades

Glycosylase Specificity

MBD4 U and T opposite G

MPG 3-MeA, 7-MeG, 3-MeG ethenoA, hypoxanthine

MYH A opposite 83-OxoG

NEIL1 Formamidopyrimidines oxidised pyrimidines (e.g.
thymine glycol)

NEIL2 5-Hydroxyuracil; 5-hydroxycytosine

NEIL3 Fragmented and oxidised pyrimidines

NTHI Ring-saturated, oxidised and fragmented pyrimidines

0GG1 8-Ox0G paired with C, T and G

SMUG] Uracil

TDG U, T or ethenoC, opposite G T opposite G, C and T

UNG Uracil

Tipos diferentes de bases lesionadas requerem
enzimas diferentes.
Notem quantas reconhecem uracila



Reparo por excisao de Bases

Passo 2: uma enzima AP endonuclease
(“Apurinica/Apirimidica”) quebra a ligacao
fosfodiéster que flanqueia o nucleotideo

danificado na extremidade 5’

3 1000000 CE0C®®®E 5

AP endonuclease

®
@ ®

3 @ﬁ@@@@@@@@@@ 5




Reparo por excisao de Bases

DNA NTPs
poly H}CI‘HSC deoxyribose phosphate + dNMPs

Passo 3: a DNA polimerase | (Pol I) g ew ONa g%i‘:k
sintetiza uma nova cadeia a partir @|@|@|O|E|EE|EEE|E] |®|@] 3
do 3°-OH livre no ponto de quebra : : : : : : : : : : : : : :
reparando a fita de DNA. 3@|@|@ @ @@ @@ @@ @@ @@ 5

DNA

ligase
Passo 4: Uma DNA ligase fechao f

ponto de quebra deixado pela DNA 5

Poll. 3 0100100000 0eeeee




Reparo por excisao de Bases
e

AP endonuclease ’

(2| (|| (P (PJ| (P) GGGGGG

GGGGGGGGGGGGGG

DNA NTPs
(c) polyrrierase ) deoxyribose phosphate + dNMPs
New DNA Nick

I \
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Reparo por excisao de nucleotideos

Reparo de lesdes que causam grandes alteragcdées na conformacao do DNA
ex: dimeros de pirimidinas
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Reparo por excisao de nucleotideos

Passo1: Clivagem da fita danificada a 5’ e 3’ da les&o por endonucleases
Passo 2: Remocgéao da fita danificada por acdo de DNA helicases

Presente em
procariotos e

Passo 3: Sintese de nova fita por DNA polimerases de reparo eucariotos
Passo 4: Fechamento do ponto de quebra por uma DNA ligase
. DNA lesion .
procariotos eucariotos
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Se as 2 fitas do DNA contiverem lesoes nao ha um molde
intacto para guiar o mecanismo de reparo

rrTTTTTTTTTT TTTTTTTTTT
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Quebra de dupla-fita de DNA
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Ligacao covalente entre fitas do DNA
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Lesoes de fita simples



Mecanismos de reparo quando ocorre lesao ou
gquebra de uma ou nas duas fitas do DNA

> Reparo fiél (Plano A”)

Reparo por recombinacao homéloga — (*préoxima aula)
Informacao faltante € recuperada de outra copia do cromossomo

» Reparo sujeito a erro (“Plano B”)
Mecanismos de reparo potencialmente mutagénicos

Reparo nao-homologo por ligacao de extremidades

Resposta SOS
Ativada na auséncia dos mecanismos de reparo por recombinagcao homologa ou

reparo sujeito a erro.




Reparo de quebras duplas em geral obtém a
informacao da cromatide irma

Double-strand

break
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Mas pode usar também o cromossomo homadlogo, principalmente
na meiose




Quebras duplas sao reparadas por recombinacao homologa
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RecA é uma proteina
fundamental no processo de
recombinagao homaologa

Reconhece DNA fita-simples, se
associa a ele e promove a invas@o
do outro duplex

Rad51 em eucariotos
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Reparo nao-homologo sujeito a erro

Reparo potencialmente mutagénico

DNA break;
“Synapsis”

Ku binds to ends

& &

Ku recruits DNA-PKcs

Juxtaposition of ends

U
l %f Nuclease, polymerase,
polynucleotide kinase;

; g\= A XRCC4, Ligase 1V binding

Ligation by DNA ligase IV
and XRCC4




Deficiéncias genéticas nos sistemas de reparo estao
associadas ao surgimento de cancer

Xeroderma pigmentosum

Doenca genética que afeta o sistema de reparo por excisao.
Causa predisposicao ao cancer de pele induzido por luz
solar e a anormalidades neurologicas

Cancer Colo-retal hereditario sem polipose (HNPCC)

Sindrome genética associada a defeitos no sistema de
reparo de bases pareadas incorretamente. Mutagdes nos
genes humanos homologos a MutL e MutS (hMLH1 e
hMSH?2, respectivamente) sao as mais frequentemente
encontradas em individuos com HNPCC



