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LESAO E REPARO DE DNA




Mutacoes e Reparo de DNA

A muion

v w DA molecule

Mutacoes:
\ modificacdes na sequéncia de
bases no DNA
CEACAGTACGA,

ETGTCATGECT ..

Small-scale change
in the nucleotide sequence

DMNA, repair
LGACATTACGA. ..

ETGTAATGECT .. I . Mutated

" DMA molecule
/ DNA repair

s Mutred DNA
maleculs

Unmucated
" DMA molecule



Danos no DNA podem gerar mutacoes ou
bloqueio da replicacao e morte celular
Portanto, os danos precisam ser removidos
- Reparo

E necessario haver pelo menos
uma rodada de replicacao para
que a mutacao ‘se fixe’,
portanto o reparo deve ocorrer
antes que o DNA seja replicado.



Fontes de mutacoes no DNA

Mutacdes espontaneas:

-Erros durante a replicacao pela DNA polimerase (ex: causadas pelas
formas tautomericas das bases do DNA).

-Lesdes hidroliticas: desaminacao e depurinacao.
-Lesbes oxidativas: causadas por espécies reativas de oxigénio.
MutacOes induzidas (causadas por agentes do meio ambiente):

-Produtos quimicos: agentes mutagénicos, analogos de bases,
substancias intercalantes, etc.

-Radiacoes: Raio X, Raio gama, luz UV.



MutacOes espontaneas: pareamento erroneo na replicacao

causado por modificacdes tautomericas das bases
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Mutacoes espontaneas: depurinacdo e desaminacao

GUANINE

sugar phosphate after
depurination

DEPURINATION

5000 bases/dia/
célula humana

GUANINE

- - URACIL

H,0

L
5

NH,

DEAMINATION

100 bases/dia/
célula humana

DNA - E DNA
- strand - - strand -

Figure 5-45 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



A depurinacao pode levar a perda de um par de nucleotideos

mutated
old strand
B B B
LA T 1§
depurinated A M
l t new strand
I :
E T an A-T nucleotide
8 L} pair has been deleted
BN DNA
REPLICATION new strand

old strand
unchanged



A deaminacao da citosina pode levar a substituicdo de uma base

N H,0 o
H H H
H N /ko 4] H N /ko
| |
cytosine uracil
Deamination Replication

Wild-type DNA

m”'ww
&

Repair mutacao
CG—->TA



Mutacoes espontaneas: lesao oxidativa

0 + OH
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Espécies reativas de oxigénio produzem diferentes tipos de
modificacdes as bases nitrogenadas, que podem causar
mal pareamentos durante a replicacao

syn 8-oxo-dG: anti dA pair

mutacao
CG—>TA



Mutacgoes induzidas
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Mutacdes induzidas: por carcin0genos

DIRECT-ACTING CARCINOGENS INDIRECT-ACTING CARCINOGENS
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Alquilacao por ethylmethane sulfonate (EMS)
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Moléculas que intercalam no DNA também sao agentes mutagénicos:
Insercao ou delecéo de bases

uoL noticias Ciéncia e Saude

ULTIMAS~ CIENCIAE SAUDE ECONOMIA~ INTERNACIONAL JORNAIS POLITICA~ TECNOLO!

Aflatoxina € produzida por

fungo (Aspergillus flavus) . p
que contamina sementes e Anvisa pr0|be venda de pacoca por

cereais alto teor de substancia cancerigena

3
AﬂatOXin B] ESTADAO conteddo

20/03/2017 20h27

Cytochrome P450
nunnﬂ 4))) Quvir texto H Imprimir ﬂ( Comunicar erro

Metabolizacdo no figado

gera um composto e =

altamente reativo que alquila e = P -iiinacim

bases do DNA ou intercala- - ’

se no DNA
CYP450 é uma superfaml'lia ampla e diversificada A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) interditou nesta segunda-feira
de proteinas responsaveis por oxidar um grande nimero de (20) um lote de pagoca rolha da marca Dicel, produzida em Goiania (GO). Os
substancias para torna-las mais p0|ares e hidrossollveis. produtos interditados excediam o limite permitido de aflatoxinas, substancias toxicas

produzidas por fungos que podem causar cancer.



Como testar se um composto é mutagénico?

Teste de Ames

n an otherwise ordinary day in 1964, Bruce
0 Ames picked up a box of potato chips and
read the list of ingredients. A biochemist at the
Mational Institutes of Health (MIH) in Bethesda,
Maryland, Ames spent his days studying
mutations in strains of Salmonella, so it wasn't
unusual that he began to wonder if any of the
preservatives or chemicals on that long list of
ingredients might mutate DMNA. Ames decided to
use his Salmonelfa to try to detect genetic
damage caused by chemicals. "I figured the .
world needed some quick, easy test to detect SA &
mutagens,” says Ames. Junho 2014

http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/40054/title/Mutagens-and-Multivitamins/



Teste de AMES

Um teste para identificar a potencialidade mutagénica de um composto quimico

Placa controle Placa experimental

Composto quimico
em papel de filtro

Mutantes
revertentes
induzidos

Bactérias Salmonella his-

Mutantes Meio sem histidina
revertentes

espontaneos

Homogeinato de figado
pode ser adicionado ao ensaio



Radiacoes ionizantes (Raio X, Raio gama)

lonizing radiation

Quebras duplas no DNA
double strand break (DSB)

Quebra no esqueleto fosfodiéster das duas cadeias
da hélice na mesma posicéao.
Podem ser causadas por agentes externos, mas

podem ocorrer também em consequéncia da replicacao
de um DNA lesionado.



Cada tipo de dano requer um mecanismo de reparo do DNA

Tipos de reparo de DNA:

1-Reparo de mal pareamento (mismatch repair) - corrige os
erros da polimerase que escaparam revisao

2-Reparo direto — (fotoliase) (reverte um tipo especifico de lesao:
dimeros de pirimidina)

3-Reparo por excisao de base (BER) (corrige bases danificadas)

4- Reparo por excisao de nucleotideo (NER) (corrige lesoes que
causam mudancas estruturais no DNA)

5- Reparo de quebra das duas fitas (restaura a integridade das fitas

6-Reparo por sintese translesao (sujeito a erro)



Etapas basicas dos processos de reparo:
1) Reconhecimento

2) Excisao

3) Sintese

4) Ligacao

Comuns a quase todos os sistemas! E a logica geral
destes processos! Excecéo é o reparo direto



1-Reparo de
mal pareamento

(mismatch repair)

(repara erros
de replicacao )

Sistema MutHLS

Parental strand Mismatched

base pair CH:
B\ o base T

Daughter strand Mismatch recognition

Muts

k' CH;
. ................ C-‘) -
Muts MWutH

11111111111111111111111111111111
||||||||||||||||||||||||||||||||

Removal of daughter strand
past mispaired base by halicase
and single-strand exonuclease

o

Gap repair by DNA polymerase
and DMA ligase

Transfer of mathy| group to A
an repaired daughter strand

o f—

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
||||||

Segs. GATC

sao metiladas
em E.coli pela
Dam metilase

CH3
I

GATC


https://www.youtube.com/watch?v=p3MXIKWAi2w

2- Reparo direto

Thymine dimer

PN

Light luz visivel (300-500nm)

Photoreactivating ., FOtO”ase em E_C()li

ENZYITHe

Curiosidade: humanos nao possuem essa via de reparo...



3-Reparo por excisao de base (BER)

(A) BASE EXCISION REPAIR

deaminated C

/
s GCTUATCC
] hydrogen-bonded

. base pairs
CGAGTAGG

URACIL DNA
v GLYCOSYLASE

GCT ATCC
: DNA helix

with missing
CGAGTAGG Dase

AP ENDONUCLEASE
< REMOVE SUGAR PHOSPHATE

S h Bty DNA el

with single-

nucleotide gap
CGAGTAGG

DNA POLYMERASE ADDS NEW
l NUCLEOTIDES, DNA LIGASE

SEALS NICK
GCTCATCC

CGAGTAGG
Figure 5-48 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

DNA glicosilases-Retiram a base modificada
especificas para cada modificacao

AP endonuclease/exonuclease -Quebra ligacao
fosfodiéster e remocé&o do acgucar e fosfato

DNA polimerase |-Adiciona novos nucleotideos
DNA ligase-Sela a fita



DNA glicosilase reconhece nucleotideos néao usuais (atravées de base-flipping)

DNA glicosilases
Retiram a base modificada
Sao especificas para cada modificagao

(A)

Figure 5-49 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



4-Reparo por excisao de nucleotideos (NER)

(B) NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR

pyrimidine dimer

A\
st L C L AL DAL C S

base pairs

] hydrogen-bonded

Remocéao de dimeros de timidina e outras
lesGes que distorcem bastante a dupla hélice.
Em humanos, € a principal via que combate o
efeito do UV no DNA.

3'"GATGCCAGATGATACC . )
EXCISION 3
NUCLEASE | Ex. UvrABC endonuclease PO

/\
ctAcGceTcTAlTAT NG

GATGCCAGATGATACC

A
CGGTCTACTATG
DNA -G G L AL LA
UvrD HELICASE
CTA G
DNA helix
~ with 12-

GATGCCAGATGATACC nucleotidegap

DNA POLYMERASE
PLUS DNA LIGASE

CTACGGTCTACTATGG

T

GATGCCAGATGATACC



https://www.youtube.com/watch?v=HABw8T_qYjQ

5-Reparo de quebra das duas fitas (double-strand break repair)

Quebras duplas oferecem um desafio para o reparo:

lonizing radiation

Nao ha como copiar a informacéao da outra fita porque
a lesao ocorreu em ambas as fitas !



Ha dois mecanismos de reparo de quebras duplas:

(NHEJ)
(A) NONHOMOLOGOUS END JOINING

accidental double-strand break

i

loss of nucleotides
due to degradation
from ends

— f—

end joining

A

deletion of DNA sequence

Figure 5-51 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

propenso a erros

Usa informagéao de
outra copia da
molécula de DNA. Por
isso mais frequente
em S/G2

sister
chromatids

loss of nucleotides
due to degradation
from ends

(B) HOMOLOGOUS RECOMBINATION

¥

e —

BRCA1 (breast
cancer 1) e BRCA2
estdo envolvidos
em reparo de DSB

end processing and
homologous
recombination

—

||]

damage repaired accurately using
information from sister chromatid

livre de erros
S/G2



6-Reparo por sintese transleséo

Sintese transleséao pelas
DNA polimerases de desvio
(by-pass DNA polymerases:
DNA polimerases IV e V):

permite a retomada da replicacao.

Passivel de erro
Incorpora nucleotideos aleatorios

DNA-polimerase ||
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Doencas humanas que resultam de defeito no reparo de DNA

Table 5-2 Some Inherited Syndromes with Defects in DNA Repair

__MSH2.3.6. MLH1.PMS2 colon cancer mismatch repair
Xeroderma pigmentosum (XP) skin cancer, UV sensitivity, neurological nucleotide excision-repair
groups A-G abnormalities
— XPvariant UV sensitivity, skin cancer translesion synthesis by DNA polymerase 1
Ataxia telangiectasia (AT) leukemia, lymphoma, y-ray sensitivity, ATM protein, a protein kinase activated by
genome instability double-strand breaks
BRCA2 breast, ovarian, and prostate cancer repair by homologous recombination
Werner syndrome premature aging, cancer at several sites,  accessory 3'-exonuclease and DNA helicase
genome instability
Bloom syndrome cancer at several sites, stunted growth, accessory DNA helicase for replication
genome instability
Fanconi anemia groups A-G congenital abnormalities, leukemia, DNA interstrand cross-link repair
genome instability
46 BR patient hypersensitivity to DNA-damaging DNA ligase |

agents, genome instability
Table 5-2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Xeroderma pigmentoso

Doenca rara, autossdmica recessiva,
onde os individuos afetados apresentam

alta sensibilidade da pele a luz UV.

—

Individuos afetados apresentam a via NER de reparo de DNA defeituosa,
e portanto sdo incapazes de reparar os dimeros de pirimidinas causados

pela luz UV.

Hipersensibilidade a luz solar (luz ultravioleta)
LesOes cutaneas, incluindo cancer de pele
Alteracdes oftalmoldgicas

Alteracdes neurolégicas
Aumento do risco de neoplasias malignas



Fibroblastos de individuos com Xeroderma pigmentoso
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Pelo menos 7 genes envolvidos: XPA-XPG
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