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O prémio Nobel de Quimica de 2015 foi destinado a trés cientistas que ajudaram a desvendar alguns
dos mecanismos que garantem a estabilidade da molécula de DNA, ou seja, do material genético. A ma-
nutencao da estabilidade dessa molécula, ap6s agressdes do meio ambiente ou decorrentes de subprodutos
do metabolismo da célula, € essencial a vida. Esses mecanismos nos protegem da formacao de tumores e
conhecé-los nos da novas ferramentas para a terapia do cancer. Esses mecanismos também nos protegem

do processo de envelhecimento.

P> lesdes no DNA, ultravioleta, carcinogénese, estabilidade genética <

/\

Recebido em 16/11/2015, aceito em 16/11/2015

Reparo de DNA: uma ciéncia ampla iniciada ha mais de 50
anos

Este ano, o Prémio Nobel de Quimica foi outorgado aos
cientistas Tomas Lindahl (sueco, que trabalha na Inglaterra),
Paul Modrich (americano, que trabalha nos Estados Unidos)
e Aziz Sancar (nascido na Turquia — primeiro turco a rece-
ber o prémio Nobel —, que trabalha nos Estados Unidos).
O prémio valoriza o trabalho desses trés pesquisadores
nos estudos dos mecanismos de reparo de DNA. De fato, a
relevancia dos estudos de reparo de DNA nos seres vivos ja
merecia receber esse reconhecimento hd muito tempo. No
entanto, diferentemente de outras descobertas, em estudos de
reparo de DNA, houve muitas grandes contribuicdes cientifi-
cas de varios grupos de pesquisa. Foi de fato um trabalho de
grupo, mas o comité do Nobel desprezou completamente as
descobertas pioneiras. Além disso, o nimero de mecanismos
de reparo conhecidos excede em muito os trés atribuidos no
prémio. Ou seja, o nimero de pesquisadores que mereceriam
receber esse prémio certamente excede aquele que pode ser
premiado.
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A secdo "Atualidades em Quimica” procura apresentar assuntos que mostrem como
a Quimica ¢ uma ciéncia viva, seja com re\dgéo a novas descobertas, seja no que diz

respeito & sempre necessdria revisio de conceitos.
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As vias de reparo de DNA sdo muitas, formando uma
intricada rede de protecdo ao genoma celular. A importancia
desses mecanismos € comprovada pelo fato de existirem em
todos os seres vivos. Esses mecanismos apresentam também
um alto grau de conservacio, comprovando que as funcdes
de reparo de DNA nao puderam ser facilmente substituidas
durante o processo de evolugdo, mas apenas ampliadas. E
como se a evolucdo tivesse que manter as mesmas ferra-
mentas para reparo de DNA. Muito provavelmente, desde a
origem da vida na Terra, as primeiras células vivas, contendo
DNA como material genético, ja continham mecanismos de
reparo para proteger essa molécula.

Na auséncia de reparo de DNA, as células simplesmente
colapsariam. No ser humano, por exemplo, sabe-se que a
deficiéncia de alguns desses mecanismos estd diretamente
associado ao aparecimento de tumores. Curiosamente,
células tumorais usam os mecanismos de reparo de DNA
para se defenderem de algumas drogas antitumorais e, por
isso, o conhecimento destes pode nos auxiliar a desen-
volver terapias mais eficientes que ajudem a combater os
tumores.

Neste trabalho, apresentaremos inicialmente as desco-
bertas pioneiras, que datam de mais de 50 anos, os traba-
lhos relacionados aos vencedores dos prémios e, no final,
comentaremos quais as implicacdes desses mecanismos nos
organismos e principalmente no ser humano.
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A descobertas pioneiras de reparo de DNA

Os primeiros trabalhos identificando reparo do material
genético datam final da década de 1940. Albert Kelner (1949)
e Renato Dulbecco (1950) verificaram que bactérias e virus
bacterianos (bacteri6fagos) apresentavam uma recuperagao
de sua sobrevivéncia ap6s irradiacdo com luz ultravioleta
(UV) quando iluminados por luz visivel. Esse fenomeno,
descoberto quando poucos acreditavam que o DNA era o
material genético, foi interpretado como sendo um meca-
nismo de fotorreativag@o. Anos depois, Aziz Sancar (1978),
fazendo seu trabalho de doutoramento no laboratério de
Claud S. Rupert, clonou o gene que codifica a fotoliase, que
¢ capaz de reparar lesdes no DNA provocadas pela irradiagio
com luz UV, aproveitando a energia da luz visivel (Sancar;
Rupert, 1978).

Nos anos seguintes, no entanto, trabalhos com a bactéria
Escherichia coli revelaram a existéncia de mecanismos de
reparo também na auséncia de luz. Mutantes bacterianos
mais sensiveis a luz UV confirmavam essa ideia. Foi quan-
do Philip Hanawalt e seu aluno David Pettijohn realizaram
uma descoberta seminal em 1963, na qual demonstraram
que, ap6s irradiacido com luz UV, as bactérias realizavam
sintese de DNA, consertando seu DNA no escuro (Pettijohn;
Hanawalt, 1963). Curiosamente esse trabalho foi comple-
tamente desprezado pelo Comité do Prémio Nobel. No ano
seguinte, dois trabalhos independentes, também seminais,
revelaram que as bactérias excisam (removem) dimeros de
pirimidina (lesdes produzidas pela luz UV) de seu DNA
ap6s a irradiacdo (Setlow; Carrier, 1964; Boyce; Howard-
Flanders, 1964). Posteriormente, Hanawalt batizou esse
processo de reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do
inglés nucleotide excision repair). Esses trabalhos consti-
tuiram a base para a descoberta dos mecanismos de reparo
de DNA realizados nas décadas seguintes, com participagdo
fundamental dos trés cientistas que receberam o prémio
Nobel em 2015.

A instabilidade intrinseca do DNA

Logo ap6s a proposta da estrutura em dupla hélice do
DNA, a ideia comum era que a molécula de DNA fosse
estdvel, uma vez que esta precisaria ser transmitida entre as
diferentes geragdes em todos os organismos. Os dados ini-
ciais com raios X ou por luz UV, no entanto, indicavam que
agentes externos poderiam induzir lesdes no DNA. No inicio
da década de 1970, Tomas Lindahl foi além. Ele estudou a
estabilidade natural da molécula de DNA apenas baseado
no principio de que processos quimicos resultariam em uma
degradac@o da molécula. Assim, ele demonstrou que varias
reacdes quimicas podem acontecer em condicdes fisioldgi-
cas na molécula de DNA como hidrélises e desaminacgdo de
bases. A perda de bases, gerando sitios abdsicos (apurinicos
ou apirimidinicos) (Lindahl; Nyberg, 1972), e quebras na
cadeia do DNA (Lindahl; Andersson, 1972) podem ocorrer
por simples reacdes de hidrélise (Figura 1). Esses eventos
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sdo na verdade bastante raros, porém como a molécula do
DNA ¢ bastante grande (3 x 10° pares de base no genoma
humano), eles podem ocorrer normalmente. Por exemplo,
Lindahl calculou que cada célula humana pode formar apro-
ximadamente 10.000 sitios abdsicos por dia. Igualmente pode
acontecer com a desaminacgao de citosina (Lindahl; Nyberg,
1974), que gera uracila (Figura 1), uma troca com alto poder
mutacional, uma vez que a citosina normalmente emparelha
com guanina, enquanto a uracila com adenina.

Lesdes Espontaneas no DNA e Mismatch

Por reagdes quimicas simples o DNA sofre lesdes espontaneamente, Da
mesma forma, erros de replicagdo ou de recombinagdo homdéloga podem
resultar em bases mal emparelhadas, ou Mismatch.
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1 A hidrdlise (seta) de uma base pode resultar em um sitio abasico (*).
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2 A desaminagdo de uma citosina
resulta na formagdo de uma uracila.

3 Erros na replicagdo podem resultar em
emparelhamentos errados (mismatches)
como o caso indicado de A:G (*).

Figura 1. Esquema representando lesdes que ocorrem espon-
taneamente no DNA, tais como (1) sitios abasicos por hidrélise
da ligacéo glicosidica, (2) uracila por desaminagao da citosina
e (3) mismatch a partir de erros de replicacdo do DNA. Figura
adaptada de Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of
Sciences (http://www.nobelprize.org).

Lindahl ficou muito interessado com a geracao de uracila
(uma base normalmente encontrada na molécula de RNA) em
DNA e levantou a hipdtese de que as células devem ter me-
canismos de reparo para remover essa base. Ele identificou
a enzima uracil glicosilase (UNG) da bactéria E. coli, que
remove a uracila criando um sitio abasico (Lindahl, 1974).
Endonucleases que clivam o DNA nas regides dos sitios
abdsicos haviam sido identificadas, o que permitiu a Lindahl
esbocar como seria o processo de excisao de bases alteradas,
o que ele denominou reparo por excisao de bases (BER, do
inglés base excision repair). Posteriormente, Lindahl e seu
grupo conseguiram reconstituir inteiramente o processo de
BER in vitro, tanto para células de E. coli quanto humanas
(Dianov; Lindahl, 1994; Kubota et al., 1996). Basicamente,
esse processo estd ilustrado na Figura 2. Lesdes de base no
DNA, como a uracila, sdo identificadas e removidas por
glicosilases. Por outro lado, endonucleases removem uma
pequena extensdo do DNA contendo a lesdo, e uma DNA
polimerase preenche a lacuna formada.

Hoje se sabe que o BER atua em varios tipos de lesdes,
incluindo bases oxidadas, metiladas, quebras etc., existindo
diferentes tipos de glicosilases e endonucleases que realizam
essas reacoes. Aparentemente, BER € a principal via que atua
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Reparo Excisdo de Bases (BER)

Este mecanismo atua quando ocorre lesdo
na base do DNA, por exemplo quando uma e ‘ @ @ @ ‘ e e
citosina sofre desaminagdo gerando uracila 1 (% @ ‘ % 2 % % ‘ %
A citosina pode facilmente perder A uracila ndo faz
um grupo amino, o que resulta na emparelhamento correto com
formagdo de uracila. guanina
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Outras enzimas clivam o DNA Alacuna formada é preenchida

e retiram o restante do nucleotideo ~ PO" Uma DNA polimerase e
da fita lesada concluida com uma DNA ligase.

A enzima glicosilase
reconhece o dano e excisa a
base uracila.

Figura 2. Representacao da remocgao de uracila do DNA por
meio de BER. Observe que a uracila é inicialmente afastada para
o exterior da dupla hélice antes de ser clivada pela glicosilase.
Figura original de Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy
of Sciences (http://www.nobelprize.org).

para proteger a molécula de DNA de reacdes espontaneas,
mas também atua no reparo de lesdes induzidas por agentes
externos a célula como, por exemplo, raios X.

Erros de replicacao do DNA precisam ser reparados

O processo de replicacdo de DNA também nio € total-
mente livre de erros. Arthur Kornberg, que havia isolado e
caracterizado a primeira DNA polimerase de bactérias (tendo
recebido o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em
1959), observou que os erros de DNA polimerases poderiam
ser corrigidos durante a replicacdo por meio de uma funcio
editorial (proofreading), que retira o nucleotideo incorporado
erroneamente por atividade exonucleolitica 3’-5’ (Brutlag;
Kornberg, 1972). Essa atividade reduz a frequéncia de erros
de 10 a 107. Mesmo assim, os erros de replicacdo do DNA
in vitro seriam ainda mais elevados do que o observado nas
células, cuja frequéncia é proxima a 107'°. Esses erros acabam
resultando em emparelhamento de pares de bases erradas, ou
seja, seriam emparelhamentos diferentes de adenina:timina
ou citosina:guanina. Bases com emparelhamento errado
(timina:guanina, por exemplo) sdo conhecidas como mis-
matches em inglés (Figura 1). A existéncia de processos de
reparo de mismatch (MMR - do inglés mismatch repair) logo
foi demonstrada pela identificacdo de bactérias mutadoras
com deficiéncia nesse processo (Cox, 1976). Estudos com
moléculas de DNA de bacteridéfagos contendo mismatches
(heteroduplexes) introduzidos em bactérias E. coli permiti-
ram a identificacio de reparo especifico de uma das fitas do
DNA, o que levou a hipétese de que haveria a remog¢do da
base inserida erroneamente na fita recém-sintetizada do DNA
(Wagner; Meselson, 1976). Contudo, como 0 mecanismo de
reparo saberia identificar qual a fita filha e qual a fita molde?
A molécula de DNA de E. coli € normalmente metilada na
sequéncia GATC, presente nas duas fitas da dupla hélice,
sendo que, durante a replicagdo, a fita filha mantém-se nao
metilada durante um curto periodo de tempo. Assim, essa
metilag@o poderia sinalizar para o MMR, permitindo a identi-
ficacdo da fita ndo metilada, que deve ser reparada. Trabalhos
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pioneiros de Barry W. Glickman e Miroslav Radman (1980),
empregando genética bacteriana, identificaram que os genes
mutadores (e envolvidos em MMR) mutH, mutL, mutS e
uvrD atuavam de uma forma dependente de metilacdo no
DNA, confirmando essa hipétese.

Em 1983, Paul Modrich e Matthew Meselson, traba-
lhando com heteroduplex de bacteriéfagos, obtiveram
evidéncia da necessidade de metilacdo para direcionar a
remocao fita especifica da base errada (Pukkila et al., 1983).
Posteriormente Modrich desenvolveu um sistema in vitro
com extratos de bactérias E. coli para estudo do mecanismo
de MMR (Lu et al., 1983). A partir desses trabalhos, Modrich
reconstituiu 0 mecanismo de MMR in vitro utilizando pro-
teinas purificadas (de E. coli) MutH, MutL, MutS e UvrD,
além de DNA polimerase III, exonuclease I e DNA ligase
(Lahue; Au; Modrich, 1989). O mecanismo desvendado por
Modrich estd ilustrado na Figura 3. Basicamente, a proteina
MutS reconhece o mismatch e, por meio de MutL, sinaliza
para a endonuclease MutH, que reconhece e cliva a sequéncia
GATC nao metilada, definindo a fita que deve ser removida.
A proteina UvrD abre a dupla hélice na regido do GATC,
até depois do mismatch, de forma que a base errada seja
removida. A lacuna formada € entdo preenchida pela DNA
polimerase III, sendo o DNA corrigido.

Reparo de MisMatch (MMR)
b s el

formando um Mismatch na fita nova. MMR
remove a grande maioria desses erros. 2

Fita original com

Mismatch  orupos metila.

RE Fita filha

Duas enzimas, MutS e MutL,
detectam o mismatch no DNA.

A enzima MutH reconhece o grupo A fita com erro é
metila no DNA. Somente a fita clivada.

original, molde na replicagdo, tem

esses grupos metila.

A DNA polimerase preenche a lacuna e
uma ligase conclui o reparo.

O mismatch é removido.

Figura 3. Esquema representando o mecanismo remogao de um
par de bases mal emparelhados (mismatch) por meio de MMR.
Observe que esse mecanismo permite a identificacao da fita a ser
reparada mediante sinalizagéo pela sequéncia GATC metilada.
Figura original de Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy
of Sciences (http://www.nobelprize.org).

Posteriormente, Modrich e seu grupo definiram um sis-
tema in vitro que confirmou a existéncia de um sistema de
MMR em eucariontes (Holmes; Clark; Modrich, 1990). Os
genes responsaveis por MMR de leveduras foram isolados
pela sua alta similaridade com os genes bacterianos, sendo
identificados homologos dos genes MutS e MutL (Reenan;
Kolodner, 1992). Isso foi um passo importante para também
se identificar os homdlogos humanos hMSH (do inglés
human MutS homolog) e hMLH (do inglés human MutL
homolog), muito parecidos com as proteinas bacterianas. E
logo se verificou que mutacdes nesses genes so a causa de
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cancer de cdlon hereditario ndo poliposo (Jiricny, 1994), ou
sindrome de Lynch, em mais uma evidéncia da importancia
dos mecanismos de reparo na protecdo do genoma e na
defesa contra o cancer.

Consertando o DNA de lesoes provocadas por luz ultravioleta

Ap6és as descobertas de sistemas de reparo de DNA
no escuro, ainda na década de 1960, trabalhos genéticos
permitiram identificar os genes uvrA, uvtB e uvrC como
fundamentais para a remocao de lesdes no DNA, induzidas
por luz UV, por meio de NER. Erling Seeberg desenvolveu
um sistema in vitro, com extratos de E. coli que demons-
travam a importancia das proteinas codificadas por esses
genes para a clivagem do DNA lesado em NER (Seeberg;
Nissen-Meyer; Strike, 1976).

Aziz Sancar desenvolveu um sistema que lhe permitiu
produzir e purificar as proteinas UvrA, UvrB e UvrC de E.
coli. Com essas proteinas, Sancar reconstituiu o sistema de
NER in vitro, definindo os principais passos desse tipo de
reparo para remocao das lesdes a partir de uma molécula de
DNA irradiada com luz UV (Sancar; Rupp, 1983; Husain et
al., 1985). O mecanismo de NER em bactérias foi descrito
como uma sucessao de reconhecimento da lesdo por meio do
complexo UvrAzUvrB, que abre o DNA e recruta a endonu-
clease UvrC que, em conjunto com UvrB, faz duas quebras
na fita de DNA contendo a lesdo, retirando um fragmento,
de 12 a 13 nucleotideos, contendo a lesdo do DNA. A lacuna
formada € posteriormente preenchida por DNA polimerase
I e DNA ligase. A Figura 4 ilustra o mecanismo de NER
desvendado pelos estudos de Sancar e seu grupo.

Reparo excisdo de nucleotideos (NER)

NER remove lesGes no DNA causadas por luz UV ou por
substancias carcinogénicas, como as encontradas no
cigarro.
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3 Uma DNA polimerase preenche a lacuna formada.

Figura 4. Esquema da formacéao de lesao no DNA pela irradiacao
com luz UV e sua remogao por meio de NER. Observe que NER
promove uma dupla incisao dos dois lados da lesao para a
remocao de um fragmento de DNA contendo a lesao. Figura
original de Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of
Sciences (http://www.nobelprize.org).

Apesar de esses estudos terem sido realizados em bac-
térias, a existéncia de um sistema NER parecido em células
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humanas foi comprovado ainda na década de 1960, demons-
trando a importancia desse processo na prote¢do contra a
formacdo de tumores. James Cleaver fez uma descoberta
seminal ao demonstrar que células de pacientes portadores
de Xeroderma Pigmentosum (XP) eram incapazes de reparar
lesdes provocadas por luz UV de seu DNA, em uma primeira
evidéncia de uma sindrome humana envolvida em proces-
samento da molécula de DNA (Cleaver, 1968). Pacientes
XP apresentam uma incidéncia de cancer de pele cerca
de 1.000 vezes maior do que a populagdo normal. Como
suas células apresentam mutagdes em genes relacionados
a NER, sdo incapazes de remover as lesdes no DNA, e por
isso apresentam alta mutagénese, em uma correlacdo direta
entre auséncia de reparo de lesdes no genoma, aumento de
mutagénese e origem de tumores. O estudo dos mecanismos
de NER em células humanas avancou quando os grupos de
Sancar (Mu et al., 1995) e Richard Wood (Aboussekhra et
al., 1995) conseguiram reconstituir esse processo in vitro
com proteinas purificadas.

Além de auxiliar a desvendar o mecanismo de NER,
Sancar também realizou estudos que revelaram o mecanismo
de funcionamento de fotoliases por meio da transferéncia da
energia da luz visivel para elétrons de cofatores da enzima
e destes para as lesdes no DNA, dimeros de pirimidina, que
sdo simplesmente monomerizados por essa atividade, recu-
perando a molécula sem lesdo (Sancar et al., 1987a; 1987b;
Jorns et al., 1987).

A importancia bioldgica de mecanismos de reparo de DNA

O comité do Prémio do Nobel pouco comentou sobre o
impacto de estudos de reparo de DNA nos seres vivos ou
mesmo em seres humanos. De fato, os trabalhos com sindro-
mes como XP ou sindrome de Lynch ja evidenciam que esses
sistemas de reparo nos protegem, mantendo a estabilidade
do genoma e reduzindo os niveis de mutacdo e os riscos de
desenvolvermos tumores. No caso da sindrome XP, 0 aumen-
to da frequéncia de tumores de pele se justifica pelas lesdes
provocadas pela luz UV componente da luz solar, porém,
no caso de sindrome de Lynch, ainda ndo sabemos por que
a deficiéncia de MMR resulta principalmente em tumores
de colon. Virias outras sindromes foram descobertas com
problemas gerais em problemas de reparo de DNA lesado,
instabilidade do genoma e cancer, tais como ataxia telan-
giectasia, anemia Fanconi, sindrome de Bloom etc. (Moraes;
Neto; Menck, 2012). Cancer de mama hereditario também
tem sido relacionado a deficiéncia em processos de reparo
de DNA como os causados por mutagdes nos genes brcal e
brca2 (Paul; Paul, 2014).

Curiosamente, se os mecanismos de reparo de DNA
nos protegem de cancer, estes também protegem as células
tumorais dos tratamentos com agentes quimioterapicos que
lesam o DNA. Nesses casos, os mecanismos de reparo de
DNA estdo associados a mecanismos de resisténcia de cé-
lulas tumorais, o que pode prejudicar ou mesmo inviabilizar
essas terapias. Assim, muitos estudos tém sido realizados na
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tentativa de inibir os reparos de lesdes em células tumorais
como forma de melhorar a eficiéncia de terapias contra
o cancer. Além disso, descobriu-se que células contendo
defeitos em uma via de reparo de DNA (como células de
tumores de mulheres com cancer de mama com deficiéncia
em genes brca) ficam mais suscetiveis a inibidores de outras
vias como aquelas dependente de poli(ADP)ribose polime-
rase. Inibidores dessa enzima (como olaparibe) estdao sendo
testados em protocolos clinicos com resultados promissores
em novos processos terapéuticos (Kummar et al., 2012).
Além da relagdo com cancer, vdrias evidéncias sugerem
que os processos de reparo estao também envolvidos em en-
velhecimento. Vdrias sindromes humanas com deficiéncia em
reparo, incluindo alguns pacientes com deficiéncia em NER,
também apresentam sintomas clinicos como neurodegenera-
¢do, problemas de desenvolvimento e sintomas de envelhe-
cimento precoce. Acredita-se que a auséncia de reparo do
DNA naremocgao de lesdes enddgenas, como as descobertas
por Lindahl ou por oxida¢do das bases, possa estar na origem
desses sintomas. Alternativamente, essas lesdes poderiam
ocorrer no DNA mitocondrial, afetando o metabolismo ce-
lular. Assim, o actimulo de lesdes no DNA pode gerar morte
celular, o que contribuiria para o processo de envelhecimento
do organismo (Menck; Munford, 2014). Vérios grupos tém
obtido dados que apontam nessa dire¢do, mas destacamos
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Abstract: The Nobel Prize in Chemistry 2015: DNA Repair Mechanisms. The Nobel Prize in Chemistry - 2015 was awarded to three scientists who helped
uncover some of the mechanisms responsible for the stability of the DNA molecule, that is, of the genetic material. Maintaining the stability of this molecule
after aggressions from the environment or from byproducts of the cell metabolism is essential for life. These mechanisms protect us from tumor formation as
well as provide us with new tools for cancer therapy. These mechanisms also protect us from the aging process.
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