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Como mencionado abaixo o reparo por fotorreativagdo nao
ocorre em humanos. Mas em humanos ha um mecanismo
de reparo direto que envolve as enzimas alquiltransferases.
Essas enzimas também revertem as lesbes diretamente.
Elas removem determinados grupos alquila que foram
adicionados a posigao O-6 da guanina por mutagenos tais
como nitrosoguanidina e etilmetanossulfonato. Essa enzima
transfere o grupo metil da O-6-metilguanina para um residuo
de cisteina no sitio ativo da enzima. Entretanto, a
transferéncia inativa a enzima e, assim, esse sistema de
reparo pode ser saturado se o nivel de algquilagao for
suficiente alto (retirado de Giriffiths et al 2016)

2.3 Sistemas de reparo

Qualquer dano que introduza uma alteragiio na dupla-
-hélice do DNA representa uma ameaga a constitui¢ao
genética da célula. Em geral, esse dano é reconhecido e
corrigido por sistemas de reparo tdo complexos e impor-
tantes para a célula quanto o mecanismo de replicagio do
DNA. No entanto, esses sistemas podem falhar, e, nesse
caso, 0 dano em questio se converte em uma mutagéo,
com possiveis consequéncias prejudiciais a célula.

A importancia do reparo do DNA em eucariotos é
comprovada pela identificacio de mais de uma centena
de genes de reparo no genoma humano. Os sistemas de
reparo podem ser classificados em viérios tipos, apresen-
tados na Figura 2.16.

2.3.1 Reparo direto

O reparo direto € raro e envolve a reversdo ou a simples
remogao do dano. Um exemplo é o reparo por fotorrea-
tivagdo, em que o dano causado pela luz UV (formacio
de dimeros de timina) é parcialmente revertido se as cé-
lulas lesadas forem expostas a luz azul do espectro visi-
vel, dependendo também da clivagem das ligagoes entre
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© genomna humano possui muitos genes de reparo
Reversdo direta do dano: mais de 1 gene

m m
Reparo por excisdo de base: 15 genes
m m

Reparo por excisdo de nucleotideo: 28 genes

IMMT  — Ml

Reparo por excisdo de pareamentos incorretos: 11 genes
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Reparo por recombinagdo: 14 genes

Jungéo de extremidades n@o homélogas: 5 genes
Subunidades cataliticas da DNA-polimerase: 16 genes
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Os genes de reparo podem ser classificados em vias
que utilizam diferentes mecanismos para reverter
ou desviar do DNA danificado.

| Figura 2.16

os dimeros de timina por uma enzima de fotorreativagao
denominada PRE (do inglés, photoreactivation enzyme).
Esse sistema de reparo é encontrado na natureza, espe-
cialmente em plantas, mas nio é observado em humanos
e outros organismos.

2.3.2 Reparo por excisao

Os sistemas de reparo por excisao podem ser subdividi~
dos em reparo por excisdo de base, reparo por exciso
de nucleotideo e reparo de pareamento incorreto. Os re-
paros por excisio de base e de nucleotideo consistem nos
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seguintes passos: (a) o dano presente em uma das fitas

dimero, enquanto uma exonuclease remove os nucleo-
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de DNA é reconhecido e eliminado enzimaticamente por  tideos alterados. Na segunda etapa desse reparo, ha a =
uma endonuclease; (b) uma DNA-polimerase preenche reconstrucao do trecho removido, com o auxilio de uma =
esse espaco com a insercdo de nucleotideos complemen- ~ DNA-polimerase, e sua unido a cadeia nucleotidica, =4
tares aos da fita intacta usada como molde replicativo; (c) pela acdo de uma DNA-ligase (I"ig. 2.17). &
a DNA-ligase sela o “corte”, fechando o espaco. O primei- . ; . >
; : _ . . Os pacientes com xeroderma pigmentosa sao incapa- 03

ro subtipo corrige o dano causado ds bases nitrogenadas : : - e
it s N - il ; zes de produzir as endonucleases especificas para o dime- =

pela hidrélise espontéiinea ou por acao de substincias qui- e : ” 0 | =
ro de pirimidina, por isso as lesdes nio sdo reparadas, e o

micas; o segundo corrige lesdes do DNA que alteram ou
distorcem a dupla-hélice, como no caso dos dimeros de
pirimidinas (ver se¢io 2.2.1.2 deste capitulo).

No caso do dano causado pela radiacao ultravioleta
em humanos, o reparo por excisao de nucleotideo ¢ mais
complexo, envolvendo vérios genes e proteinas. Grande
parte do conhecimento desse subtipo de reparo foi obtida
por meio de estudos minuciosos de pacientes com xero-
derma pigmentosa, uma doenca autossomica recessi-
va caracterizada por sardas, nodulos corneos e dreas de
atrofia na pele, bem como profunda sensibilidade a luz
solar, que predispoe os afetados a anormalidades na pele
e cincer (ver sindromes de deficiéncia do reparo do DNA,
no Cap. 12). Ha pelo menos sete genes envolvidos no re-
paro por excisio de nucleotideo (XPA a XPG, genes de
xeroderma pigmentosa de A a ). Um complexo protei-
co que inclui produtos de vérios genes XP é responsével
pela excisao dos dimeros de timina. De modo simplifica-
do, esse reparo se inicia pelo desenrolamento das fitas de
DNA junto a lesdio por um fator de transcricio (TF,H) e
produtos de alguns genes XP com atividade de helica-
ses; em seguida, endonucleases codificadas por outros
genes XP quebram a sequéncia de DNA que contém o

—
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o0s raios solares ultravioleta provocam queimaduras que
frequentemente evoluem para tumores letais.

O reparo de pareamento incorrelo ¢ realizado pela
varredura do DNA em busca de bases que nao estao pa-
readas adequadamente. Nos pareamentos incorretos que
surgem durante a replicagiio, em geral a sequéncia de
fitas recém-sintetizadas (“fitas novas”) é corrigida, me-
diante reparo por excisio semelhante aos ja descritos.

2.3.3 Reparo por recombinacgiao homologa

Esse tipo de reparo lida com quebras da dupla-hélice do
DNA em eucariotos, em consequéncia de exposic¢do a
radiacdes ionizantes, por exemplo. Esses danos podem
levar a rearranjos cromossdmicos, doencas sindromicas
(como a anemia de Fanconi e a ataxia-telangiectasia; ver
Cap. 12) e morte celular.

O primeiro passo desse processo envolve uma enzi-
ma que reconhece a quebra da fita dupla e digere as extre-
midades 5' da hélice de DNA rompida, deixando penden-
tes as extremidades 3'. Uma dessas extremidades procura
uma regido de complementaridade na crométide-irma e,

Fioura 2.17
IgUlra .14

Luz B _ A = =
ultravioleta (G 7oA UJe T © ) Reparo do DNA por exciso de nucleoti-
(C AT A C A G) deos. A — Sob a aciio da luz ultravioleta,

podem-se formar dimeros de pirimidinas
(timina ou citosina), por meio de ligacdes
covalentes entre bases pirimidicas adjacen-

(_ATAACAG)

tes, os quais deformam o DNA, impedindo
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o pareamento normal de bases. B — O
dimero e as bases adjacentes sdo cortados
pelas endonucleases, removidos pela exo-
nuclease e substituidos por nova sequéncia
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idéntica, com o auxilio da DNA-polimerase

e da DNA-ligase e usando-se como molde o
filamento complementar de DNA.
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entdo, invade a regido homologa da cromatide-irma, ali-
nhando as sequéncias complementares. Assim, a sintese
de DNA continua a partir da extremidade 3’ pendente,
na regido danificada, usando a fita integra de DNA como
molde. Essa interagio entre as crométides-irmas é neces-
siria porque, como ambas as fitas de uma hélice de DNA
estdo rompidas, ndo existe uma fita parental integra que
possa servir de sequéncia-molde para o reparo. A seguir,
a molécula heterodtiplice é resolvida, e as cromatides-
-irmas se separam. Esse processo de reparo ocorre geral-
mente apés a replicagio do DNA, no fim da fase S ou na
fase G2 do ciclo celular, momento em que as crométides-
-irmas estdo disponiveis para serem utilizadas como mol-
des para o reparo; por isso se diz que o reparo por recom-
binacao homologa é acurado (Fig. 2.18).

2.3.4 Reparo por jungao de extremidades
nao homélogas

E também um tipo de reparo de quebra da dupla-hélice
do DNA, em que o sistema pode unir extremidades de
DNA ndo homélogas. Esse sistema ¢ ativado na fase G1
do ciclo celular, portanto antes da replicagio do DNA;
como algumas sequéncias nucleotidicas sdo perdidas no
momento da jungdo, diz-se que esse sistema de reparo é
sujeito a erros.

2.3.5 Reparo por subunidades cataliticas
da DNA-polimerase

Muitas DNA-polimerases podem ressintetizar segmen-
tos de DNA, para reposi¢do. Em geral, essas enzimas
utilizam-se do mecanismo de revisdo para verificar as se-
quéncias das fitas-filhas e remover erros.
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Figura 2.18

Etapas do reparo de quebras de fita dupla por
recombinacao homéloga.

Fonte: Klug ¢ colaboradores,”




Griffiths et al 2016
Introducao a Genética

11a Edigcao

Editora Guanabara - Koogan

Reparo pos-replicacao | Reparo
de malpareamento

Vocé aprendeu na primeira metade deste capitulo que ocor-
rem muitos erros na replicagio do DNA. De fato, a taxa de
erro é de aproximadamente 10, A corregdo por meio da
funcio de revisio 3’ para 5' da polimerase replicativa reduz
ataxa de erro para menos de 107, A principal via que corrige
os erros replicativos remanescentes € denominada reparo
de malpareamento. Essa via de reparo reduz a taxa de erro
para menos de 10 ao reconhecer ¢ reparar as bases mal-
pareadas e as pequenas al¢as causadas pela insergdo e pela
delecdo de nucleotidios (indels) no periodo da replicacdo. A
partir desses valores, vocé pode verificar que as mutagoes
que levam 2 perda da via de reparo de malpareamento po-
deriam aumentar a frequéncia de mutacdes em 100 vezes.
De fato, a perda do reparo de malpareamento também estd
associada a formas hereditarias de cancer de célon.

Os sistemas de reparo de malpareamento devem realizar
no minimo trés coisas:

1. Reconhecer pares de bases malpareados.
2. Determinar qual base é a incorreta no malpareamento.

3. Excisar a base incorreta e realizar a sintese de reparo.
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A maior parte do que se sabe a respeito do reparo de mal-
pareamento tem origem em décadas de analises genéticas €
bioquimicas com a utilizacao da bactéria-modelo E. coli (ver
Organismo-modelo, E. coli, no Capitulo 5). Especialmente
digna de nota foi a reconstituicdo do sistema de reparo de
malpareamento em tubo de ensaio no laboratério de Paul
Modrich. A conservagio de muitas das proteinas de reparo
de malpareamento, de bactérias e leveduras até seres hu-
manos, indica que essa via é antiga € importante em todos
os organismos vivos. Recentemente, 0 sistema de reparo de
malpareamento humano também foi reconstituido em tubo
de ensaio no laboratério de Modrich. A capacidade de estu-
dar os detalhes da reagao estimulara futuros estudos sobre a
via humana. Entretanto, por enquanto enfocaremos o siste-
ma muito bem-caracterizado de E. coli (Figura 16.23).

A primeira etapa no reparo de malpareamento € 0 reco-
nhecimento do dano no DNA recém-replicado pela protei-
na MutS. A ligagao dessa proteina as distorcdes na dupla-
hélice de DNA causadas por bases incompativeis inicia a via
de reparo de malpareamento a0 atrair trés outras proteinas
para o sitio da lesdo (MutL, MutH e UvrD [nao demonstra-
da]). A proteina-chave € MutH, que realiza a fungao cru-
cial de cortar o filamento que contém a base incorreta. Sem
essa capacidade de discriminagdo entre as bases corretas €
incorretas, o sistema de reparo de malpareamento nao po-
deria determinar qual base deve ser excisada para evitar 0
surgimento de uma mutacao. Se, por exemplo, ocorre mal-
pareamento entre G-T como um erro de replicagao, como
o sistema consegue determinar se G ou T esta incorreta?
Ambas sio bases normais no DNA. Mas os erros de repli-
cagio produzem pareamentos errados no filamento recém-
sintetizado e, assim, o sistema de reparo de malpareamento
substitui a base naquele filamento.

Como o reparo de malpareamento distingue o filamento
recém-sintetizado do antigo? Relembre do Capitulo 12 que
as bases citosina com frequéncia sao metiladas em eucario-
tos € que essa marca epigenética € propagada do filamen-
to parental para o filho logo apos a replicacio. O DNA de
E. coli também é metilado, mas 0s grupos metil relevantes
para o reparo de malpareamento sdo adicionados as ba-
ses adenina. Para distinguir o filamento-molde antigo do
filamento recém-sintetizado, o sistema de reparo bacteria-
no se aproveita de um atraso na metilacio da sequéncia a
seguir:

5'-G-A-T-C-3'
3'-C-T-A-G-5'

A enzima responséavel pela metilagao € a adenina metilase,
que cria a 6-metiladenina em cada filamento. Entretanto, a
adenina metilase necessita de diversos minutos para reco-
nhecer e modificar os trechos de GATC recém-sintetizados.
Nesse intervalo, a proteina MutH corta o sitio de metilagao
no filamento que contém A ainda nao metilada. Esse sitio
pode estar a diversas centenas de pares de bases de distan-
cia da base erroneamente pareada. Ap6s o corte no sitio, a
proteina UrvD se liga ao corte € utiliza a sua atividade de
helicase para desenrolar o DNA. Uma proteina de ligagao

O reparo de malpareamento corrige os erros replicativos
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FIGURA 16.23 Modelo em relagao ao reparo de malpareamento
em E. coli. O DNA é metilado (Me) no residuo A na sequéncia GATC.
A replicagao do DNA produz um duplex hemimetilado que existe ate
que a metilase consiga modificar o filamento recém-sintetizado. O
sistema de reparo de malpareamento realiza quaisquer corregoes
necessarias com base na sequéncia observada no filamento metila-
do (modelo original). MutS, MutH e MutL s&o proteinas.

a filamento tnico protetora reveste o filamento parental
desenrolado, enquanto a parte do novo filamento entre
o pareamento errado € o corte ¢ excisada.

Muitas das proteinas no reparo de malpareamento de E.
coli siio conservadas no reparo de malpareamento humano.
No entanto, COmo 0S eucariotos reconhecem e reparam ape-
nas o filamento recém-sintetizado ainda € desconhecido. O
problema causa perplexidade nos organismos sem a maior
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parte da metilagdo do DNA, ou completamente desprovidos
dela, tais como leveduras, Drosophila e C. elegans. Um mo-
delo popular propde que a discriminacdo tenha por base o
reconhecimento de extremidades livres 3’ que caracterizam
os filamentos de replicagdo continua e descontinua recém-
sintetizados.

Um alvo importante do sistema de malpareamento hu-
mano sd0 as curtas sequéncias repetidas, que podem ser
expandidas ou deletadas na replicacdo pelo mecanismo de
malpareamento descrito anteriormente (ver Figura 16.8).
Mutagoes em alguns dos componentes dessa via demons-
traram ser responsdveis por diversas doengas humanas,

~ especialmente cinceres. Existem milhares de repetigdes

curtas (microssatélites) localizadas por todo o genoma hu-
mano (ver Capitulo 4). Embora a maior parte delas esteja
localizada em regides ndo codificadoras (tendo em vista que
a maior parte do genoma é ndo codificador), algumas estido
localizadas em genes criticos para o crescimento e o desen-
volvimento normais.

Portanto, pode-se prever que defeitos na via de reparo de
malpareamento humana tenham como consequéncia doen-
¢as muito graves. Essa previsdo comprovou ser verdadeira, e
um caso pontual é a sindrome denominada cancer colorre-
tal ndo polipose hereditdrio (HNPCC), a qual, apesar de sua
denominagdo, ndo é propriamente um cancer, mas aumen-

.~ taorisco de cancer. Uma das predisposi¢des hereditarias ao

cdncer mais comuns, a doenga afeta uma em 200 pessoas
no mundo ocidental. Estudos demonstraram que o HNPCC
resulta da perda do sistema de reparo de malpareamento,
em grande parte em virtude de mutagdes herdadas em ge-
nes que codificam as contrapartes (¢ homélogas) humanas
das proteinas MutS e MutL bacterianas (ver Figura 16.23).
A heranca do HNPCC é autossdmica dominante. As células
com uma c6pia funcional dos genes de reparo de malparea-

- mento apresentam atividade de reparo de malpareamento

normal, mas as linhagens celulares tumorais tém origem em
células que perderam uma cdpia funcional e que, portanto,
sdo deficientes do malpareamento. Essas células demons-
tram altas taxas de mutagdo, em parte em virtude de uma
incapacidade de corrigir a formagdo de indel na replicagio.

; CONCEITO-CHAVE O sistema de reparo de malparea-

. mento corrige erros na replicagdo que nao s&o corrigidos pela

| fungé@io de revisdo da DNA polimerase replicativa. O reparo €

| restrito ao filamento recém-sintetizado, que & reconhecido pelo
maquinario de reparo em procariotos, porque nao tem um mar-
cador de metilagao.
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The Health Consequences of Defective DNA Damage Response/DNA Repair.

DNA damage accumulates in all of us throughout our
lives. Inevitably, as we grow older, the incidence of
somatic mutations increases, with consequences for
increased risk of developing cancer and of declining
efficiency in a variety of cellular processes, contribut-
ing to the aging process. More than 170 human genes
are known to be involved in DNA damage responses
and DNA repair (see Further Reading), and a wide vari-
ety of single-gene disorders have been described that
result from germ-line mutations in genes that work in
these pathways (Table 1 gives some examples).

As expected, increased susceptibility to cancer and
accelerated aging are often found in these disor-
ders, but a significant number have developmental
abnormalities, and neurological features are very
common. Although many cell types are regularly
replaced, nondividing neurons are especially vulner-
able. They have high oxygen and energy needs (with
a resulting high frequency of oxidative damage), and
they accumulate DNA damage over very long peri-
ods. In addition to various clinical features, cellular
abnormalities are frequently seen, with respect to
chromosome and genome instability as listed below.

e Cancer (C) susceptibility. Not surprisingly, this
is apparent in many inherited DNA repair defi-
ciencies. Genome instability in mismatch repair
deficiencies can induce cancer in highly prolif-
erating tissues, notably intestinal epithelium.
Individuals with xeroderma pigmentosum have
little protection against UV radiation, and expo-
sure to sunlight induces skin tumors (Figure 1A).

s Progeria (P). Some disorders have clinical features
that mimic accelerated aging, notably individuals
with Werner syndrome (Figure 1B), who prema-
turely develop gray hair, cataracts, osteoporosis,
type 1l diabetes, and atherosclerosis, and gener-
ally die before the age of 50 as a result of cancer
or atherosclerosis.

s Neurological (N) features. Neuronal death and neu-
rodegeneration are common features. Individuals
with ataxia telangiectasia experience cerebel-
lar degeneration leading to profound ataxia and
become confined to a wheelchair before the age

v

Mismatch repair hereditary nonpolyposis colorectal cancers (Lynch syndrome) + - - -

E Nucleotide excision repair (NER) xeroderma pigmentosum + - ¥ =

NER (transcription-coupled repair) Cockayne syndrome - + + -

trichothiodystrophy - + + -

Single-strand break (S5B) repair ataxia oculomotor apraxial - - - + -

spinocerebellar ataxia with axonal neuropathy | - - + -

Interstrand cross-link repair Fanconi anemia 75 1 + +
Double-strand break (DSB) repair (NHEJ) Lig4 syndrome + - +

severe combined immunodeficiency - - - +

DNA damage signaling/DSB repair ataxia telangiectasia + - + +

Seckel syndrome - - + +

primary microcephaly 1 - - + -

Homologous recombination (HR) Bloom syndrome + - + +

Telomere maintenance (TM} dyskeratosis congenita + + + +

Base excision repair (BER) in mtDNA spinocerebellar ataxia—epilepsy - - + -

progressive external opthalmoplegia - - - -

5 HR, BER, TM Werner syndrome + + = -

Table 1 Examples of inherited disorders of DNA repair/DNA
damage responses. °C, cancer susceptibility; P, progeria;

N, neurological features; |, immunodeficiency.
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.7 (continued)

of 10. Microcephaly is found in many disorders,
sometimes accompanied by evidence of neurode-
generation and learning difficulties.

Immunodeficiency (I). As described in Table 4.2
and Section 4.3, some proteins that work in
DNA repair also function in specialized genetic
mechanisms that occur exclusively in B and T
lymphocytes. For example, the production of
immunoglobulin and T-cell receptors requires
components of the NHE] repair pathway, and
deficiency of these components typically results
in hypogammaglobulinemia and lymphopenia or
severe combined immunodeficiency.

The DNA of individuals with disorders of mismatch
repair (described in Section 10.3) shows striking
evidence of genome instability when short tandem
repeat DNA polymorphisms known as microsatellite
DNA are assayed. Cells from individuals with a DNA

(A) (8)

Figure 1 Examples of abnormal phenotypes in DNA-
repair disorders. (A) Extensive skin cancer in xeroderma
pigmentosum. (B) Accelerated aging in Werner syndrome—
portraits of the same woman at age 13 (left) and age 56 (right).
(C) Characteristic quadriradial and triradial chromosome
formations in Fanconi anemia cells after treatment with
mitomycin C. (A, courtesy of Himynameislax (CC BY-SA 3.0),

DNA Repair 91

repair disorder quite often also show an increased
frequency of spontaneous chromosome aberrations
that can be characteristic of the disorder, as in the
case of ataxia telangiectasia, Fanconi anemia, and
Bloom syndrome (which shows very high levels of
sister chromatid exchange).

Chromosome analyses can also provide a simple |
route to laboratory-based diagnosis. Fanconi ane- |
mia (which is characterized by the variable presence
of assorted developmental abnormalities, plus pro- |
gressive bone marrow failure and an increased risk |
of malignancy) can be caused by mutations in any |
one of at least 13 different genes that work to repair |
interstand cross-links, making DNA-based diagno-
sis difficult. Chromosome-based diagnosis is more
straightforward: lymphocyte cultures are treated
with diepoxybutane or mitomycin C—chemicals
that induce DNA interstrand cross-links—and chro-
mosomes are analyzed for evidence of chromatid
breakage, which can produce characteristic abnor-
mal chromosome formations (Figure 1C).
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B, from Hisama FM, Bohr VA, and Oshima J [2006] Sci Aging
Knowl! Environ 10:pe18. With permission from the AAAS (left)
and the International Registry of Werner Syndrome (right).

C, courtesy of Niall Howlett from Harney JA, Shimamura A and
Howlett NG [2008] Pediatr Health 2:175~187. With permission .
from Future Medicine Ltd.)
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