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RESUMO

Todos os dias o nosso genoma € alvo de inimeros ataques, o que muitas das
vezes se traduz em alteracOes significativas na estrutura do nosso DNA. Felizmente,
existem mecanismos intrinsecos capazes de realizar a sua reparacao, como € o caso do
mecanismo de reparacdo de excisdo de base (BER). Este é fundamental para garantir a
estabilidade do nosso genoma. No entanto nem tudo € perfeito, e como tal também as
proteinas que o compde sofrem mutacdes que podem levar ao desenvolvimento de
algumas patologias, desde as doencas neurodegenerativas ou at€é mesmo O cancro.
Microrganismos como a Deinococcus radiodurans podem ser a chave para a resolucao
de alguns problemas associados a estes processos de reparacdo, bem como para a
biossintese de alguns compostos. A compreensdo do funcionamento desta bactéria sera

fundamental para desenvolver novas estratégias no futuro.

Palavras-chave: reparacdo de DNA; BER; doencgas; Deinococcus radiodurans






ABSTRACT

Every day our genome is the target of numerous attacks, which often translates into
significant changes in the structure of our DNA. Fortunately, there are intrinsic
mechanisms capable of performing their repair, as is the case with the basic excision
repair mechanism (BER). This mechanism ensures stability of our genome. However not
everything is perfect, and as such the proteins that make it suffer mutations that can
lead to the development of some pathologies, from neurodegenerative diseases or even
cancer. Microorganisms such as Deinococcus radiodurans may be the key to solving
some problems associated with these repair processes, as well as for the biosynthesis of
some compounds. Understanding the operation of this bacterium will be fundamental to

develop new strategies in the future.

Key-words: DNA repair; BER; diseases; Deinococcus radiodurans
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Metodologia de Pesquisa

Metodologia de Pesquisa

Esta monografia foi realizada com base numa pesquisa bibliogréfica actual,
maioritariamente assente em artigos cientificos publicados entre os anos de 2001 e

2017.

Com o intuito de enquadrar historicamente alguns conceitos foram utilizadas

publicacdes de anos anteriores aos anos referidos anteriormente, em situagdes pontuais.

De forma a realizar uma pesquisa mais centralizada foram utilizados termos
como “DNA repair”, “ Oxidative Stress”, “BER”, *“ Neurogenetic Diseases”, “Cancer”

e “ Deinococcus radiodurans”.

Para uma organizacdo consistente das referéncias bibliogréficas e de citagdes de
autores, e posterior gestdo e insercdo das mesmas, foi utilizado o programa Mendeley

Desktop®, versao 1.17.10.
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Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base
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Introdugdo

1. Introducao

Desde a sua descoberta em 1944 (Portin, 2014) passando pela descoberta da sua
estrutura em dupla hélice em 1953 (Watson, J. ; Crick, 1953) e concluindo a descoberta
da sua composicdo em 1969 (Portin, 2014) até a actualidade, a molécula de DNA tem

sido utilizada para a compreensdo do funcionamento de todos os seres vivos.

Tendo em conta todos 0s processos aos quais 0 nosso material genético estd
sujeito € espectdvel que ocorram alguns erros (Lindahl, Modrich, & Sanca, 2015) que
podem ser induzidos por agentes enddgenos e/ou exdgenos (Schirer, 2003). A maioria
destes erros ocorrem devido as situacdes de stress oxidativo a que o nosso DNA esta
exposto ao longo da nossa vida. Os alimentos, as situacdes inflamatdrias e a

quimioterapia sdo alguns dos exemplos que melhor as ilustram (Markkanen, 2017) .

Com vista a salvaguardar a integridade do material genético humano, as células
desenvolveram mecanismos que permitem neutralizar lesdes e minimizar as mutacoes
consequentes destes erros. Mecanismos como a foto reactivagdo, a excisdo de
nucleétido (NER) e o “mismatch” (MMR) promovem a reparacdo do DNA. (Royal,
Academy, & Sciences, 2016).

O mecanismo BER é o principal responsdvel por reparar o DNA apés este sofrer
processos de desaminagdo, oxidacdo e alquilagdo. Sendo este considerado um
mecanismo essencial para que ocorra o metabolismo celular de forma normal (Schirer,
2003). Em 2015, Tomas Lindahl, Paul Modrich e Aziz Sancar foram congratulados com
o Prémio Nobel da Quimica por descobrirem e explicarem o funcionamento deste
mecanismo, € a sua importancia para a conservacao da informacgao genética (Lindahl et

al., 2015).

Alguns polimorfismos presentes em enzimas fundamentais ao bom
funcionamento deste mecanismo sdo descritos como factores de predisposi¢ao ao cancro

(Wallace, Murphy, & Sweasy, 2013).

Recentemente uma bactéria de cor rosa, esférica, Gram positiva e de nome
Deinococcus radiodurans surpreendeu a comunidade cientifica ao apresentar uma alta
resisténcia a agentes prejudiciais para o DNA, nomeadamente a radiacdo e a agentes

quimicos toxicos.
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Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base

A sua correlacdo com o BER baseia-se no facto do seu genoma conter uma
elevada concentragcdo de DNA glicosilases fundamentais para o funcionamento deste

mecanismo (Timmins & Moe, 2016).

16



A Estrutura do DNA

2. A estrutura do DNA

Em 1944 a molécula de DNA foi descoberta, no entanto s6 em 1953, Watson e

Crick realizaram a primeira publicacdo sobre a sua descoberta em relacdo a estrutura de

dupla hélice do DNA (Watson, J. ; Crick, 1953).

Estes afirmaram que cada uma das duas cadeias de DNA se encontrava
organizada da mesma forma, mas no entanto com direc¢des opostas, formando uma
dupla hélice em que as bases se encontram viradas para o interior € os grupos para o

exterior (Watson, J. ; Crick, 1953).

Figura 1 — Primeira representacdo da estrutura em dupla
hélice do DNA .Adaptado de “Molecular Structure of
nucleid acids”. Watson, J. ; Crick, 1953.

Esta descoberta permitiu que ambos ganhassem o Prémio Nobel da Fisiologia ou

Medicina em 1962.

Em 1969, a forma como funcionava e a sua estabilidade comecaram a ser
estudadas, o que permitiu o conhecimento desta molécula que temos nos dias de hoje

(Lindahl et al., 2015).
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Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base

O genoma humano é composto por 46 cromossomas (23 pares) contem na sua

composi¢do acido desoxirribonucleico (Lindahl et al., 2015).

Dos 23 pares, 22 deles sdo autossémicos e 1 par é o cromossoma sexual, que vai
variar consoante o sexo do individuo. Os individuos do sexo masculino apresentam no

seu genoma o cromossoma XY, e os individuos dos sexo masculino o cromossoma XX

(Lindahl et al., 2015).
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Figura 2 — Imagem dos 23 pares de cromossomas humanos. Do nimero 1 até
ao numero 22 sdo cromossomas autossomicos, 0 X € Y sdo cromossomas
sexuais. Adaptado do site da BBC, consultado a 27 de Novembro de 2017.
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A Estrutura do DNA

Este € constituido por duas cadeias de nucledtidos que se mantém unidas em

dupla hélice por pontes de hidrogénio. Cada um destes nucle6tidos é composto por um

grupo fosfato, uma desoxirribose, € uma base nitrogenada (Lindahl et al., 2015)

J
A

Desoxirribose

J

Nucledsido

Figura 3— Representacdo esquematica da composi¢do de um nucleétido. Deste faz parte uma base, um agtcar
composto por cinco carbonos (desoxirribose) e um grupo fosfato. E as quatro possiveis bases existentes.
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Adaptado de “ Discovery of DNA Structure and Function: Watson and Crick”, Leslie A. Pray, 2008.
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Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base

No nosso genoma existem quatro bases nitrogenadas diferentes: a adenina (A), a
timina (T), a guanina (G) e a citosina (C). A adenina emparelha com a timina, e a

guanina com a citosina, formando assim os pares de base (Lindahl et al., 2015).

.8

—\E <

Figura 4 — Representacdo esquemdtica do emparelhamento
das bases ao longo da cadeia de dupla hélice. Adaptado de “
Discovery of DNA Structure and Function: Watson and
Crick”, Leslie A. Pray, 2008.

Quando as nossas células entram em processo de divisdo, a chamada replicagao
celular, todos os nossos 46 cromossomas sdo copiados. Nesta altura as cadeias de DNA

separam-se e ddo origem a duas novas cadeias (Lindahl et al., 2015).

CADEIA CADEIA

ORIGINAL ORIGINAL
CADEIA CADEIA
NOVA NOVA

Figura 5 — Representac@o esquematica da replicagdo de DNA. Adaptado do
site da BBC. Consultado a 27 de Novembro de 2017
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A Estrutura do DNA

No entanto ao longo deste processo sabemos que poderao existir algumas falhas,
e como tal existem mecanismos intrinsecos que identificam e reparam as lesdes que

ocorrem no DNA (Lindahl et al., 2015).
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3. O mecanismo BER

Este ¢ um dos mecanismos de reparagcdo celular, que actua quando o DNA ¢é
danificado durante o seu ciclo celular. O BER ¢é accionado aquando uma falha de

correspondéncia numa das bases de um ou mais nucleétidos (Schérer, 2003).

Podemos resumir este mecanismo em cinco passos fundamentais: primeiramente
existe o reconhecimento e a excisdo da base danificada por parte de uma DNA-
glicosilase, seguindo-se a inser¢do de um agucar -fosfato na zona AP, no terceiro passo
existe o processamento e a remocdo dos residuos de agucar, posteriormente uma DNA
polimerase realiza o preenchimento do espaco em falta, e por fim existe a finalizacdo do
processo levada a cabo por uma DNA ligase, selando assim as alteracdes realizadas a

estrutura de DNA (Chaim et al., 2017).

ey © @ e @@
'8 e8% ‘e{eQ
@
A citosina perde facilmente um O uracilo nio
grupo amina, formando uma pode emparelhar
base uracilo com a guanina
ey @0 , @ @@ . @ @@
% &¢ ® 9¢ e QY
y X é:
V'
L
(’3" © A DNA Polimerase
Uma DNA glicosilase A remocgio dos preenche o espaco, e
detecta e remove o residuos DNA ligase sela as
uracilo ligacoes

Figura 6 — Representacdo esquemdtica dos 5 passos do mecanismo BER. Adaptado do artigo “ DNA
repair — poviding chemical stability for life”. Lindahl et al., 2015.
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Os danos no DNA podem derivar de vérias falhas que ocorram ao longo da sua
replicagdo. No entanto este mecanismo deteta e repara lesdes resultantes da perda de um
grupo amina (desaminagdo), da incorporacdo de moléculas de oxigénio (oxidagdo), da
presenca de um grupo alquilo (alquilagdo) ou pela incorporagdo do uracilo (Schirer,
2003)

Vejamos entdo a tabela que se segue para conhecermos algumas das lesdes mais

comuns que poderdo ser identificadas e processadas pelo BER:

Tabela 1 Tipos de lesdes mais comuns detectadas e identificadas pelo mecanismo BER.

e 8-oxoguanina;

0 0 IT!
N N
Oxidacao de b \7 YO
xidaciio de bases H-N \ i H-N \ N
><'“N R =N R
H-N H-N
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NH,
NH,
N
Nx)\\ NT N
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Desaminacao de

e Hipoxantina (resultante da perda do grupo amina por
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Contudo encontram-se descritos na literatura mais de cem diferentes tipos de
lesdes oxidativas, para as quais este mecanismo tem a capacidade de actuar. Estimasse
que este terd eventualmente a capacidade de corrigir lesdes até mesmo provocadas por

factores exdgenos, no entanto pouco estudados até a data (Royal et al., 2016) .

3.1 A escolha entre “patch” curto ou “patch” longo

Ap6s este reconhecimento inicial da les@o é necessario identificar a quantidade
de nucledtidos que se encontram lesados, em que estadio do ciclo celular se encontra a
célula e se esta ¢ uma célula proliferativa ou nao; visto que existem dois “caminhos”

que podem ser escolhidos para efectuar este mecanismo (Krokan & Bjgras, 2013).

O chamado “patch” curto, também conhecido por “single-nucleotide patch”, é
caracterizado por se realizar quando se identifica apenas um nucleétido lesionado, ou
seja, existe apenas uma falha com necessidade de ser colmatada (Krokan & Bjgras,

2013).

No “patch” longo, sdo identificadas falhas em vérios nucleétidos, que podem
variar, em numero, entre os dois e os doze nucledtidos. Este € utilizado
preferencialmente em células proliferativas (Krokan & Bjgras, 2013) (Markkanen,

2017).

Ao longo desta monografia iremos focar-nos apenas no mecanismo BER de

“patch” curto.
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Figura 7 — Representacdo esquematica do SP e do LP. Com a indicacdo das
enzimas envolvidas em cada passo e o respectivo local de accio.
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4. Proteinas envolvidas no BER de “patch” curto

4.1 DNA Glicosilases

Para que o mecanismo se inicie sdo necessdrias enzimas especificas que
reconhecem o “erro”, as chamadas DNA glicosilases, e que ddo inicio a todo o processo

de reparagdo do DNA (Krokan & Bjgras, 2013).

As DNA glicosilases tém a capacidade de reconhecer a base onde se encontra a
lesdo, e posteriormente de clivarem a ligagdo N-glicosidica entre a base lesada e a
estrutura de DNA adjacente, criando assim um espago AP. Desta quebra resulta uma

extremidade 3° — hidroxilo e outra 5’- fosfato-desoxirribose (van der Veen & Tang,

2015).

g A
T LI
S

Figura 8 — Representacdo esquemdtica do papel das DNA glicosilases no BER. Em A, podemos
observar o reconhecimento do erro por parte da DNA glicosilase. Em B, podemos observar o local

AP realizado pela mesma.

Algumas das DNA glicosilases existentes sdo especificas para determinados tipo
de lesdes, enquanto que outras podem reconhecer um vasto tipo de lesdes, e actuar sobre

estas de igual forma (van der Veen & Tang, 2015).
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Podem ser classificadas como mono ou bi-funcionais. As mono-funcionais tém
apenas funcio de glicosilases, utilizando uma molécula de 4gua como grupo nucleéfilo
para quebrar a ligacdo N-glicosidica. Enquanto que as bi-funcionais podem também ter
funcdo de liases, usando o grupo amina como nucleéfilo (van der Veen & Tang, 2015)

(Schirer, 2003).

Na tabela seguinte mostramos algumas das DNA glicosilases humanas,

mencionando em que tipo de lesdes actuam e se t€ém mais do que uma funcdo.

Tabela 2 — DNA glicosilases humanas, o tipo de lesdes em que actuam e a classificag@o das suas fungdes.

Enzima Tipo de lesao Mono ou bi-funcional
UDG Desaminagdo da citosina Mono-funcional
(uracilo)
SMUG1 Desaminagdo da citosina Mono-funcional
(uracilo)
TDG Desaminagdo da citosina Mono-funcional

(uracilo), desaminagdo da
timina
MBD4 Desaminacao da citosina Mono-funcional

(uracilo), desamimacdo da

timina
0GG1 Oxidacao da guanina Bi-funcional
MUTYH Oxidacao da guanina Mono-funcional
NTH1 Oxidacdo da timina Bi-funcional
NEIL1 Oxidagdo da timina Bi-funcional
AAG Alquilagdo da adenina, Mono-funcional

Alquilagdo da guanina

N

A semelhanga de outros componentes do organismo humano, estas enzimas sao

alvo de processos de regulacdo, visto que também estas se replicam (Markkanen, 2017).
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O défice ou uma producdo excessiva deste tipo de enzimas estd directamente
relacionado com o aumento da predisposicdo de um individuo a vdrias doencas

(Markkanen, 2017).

4.2 AP endonucleases

Os locais apurinicos/apirimidinicos sdo as lesdes mais comuns presentes no
DNA que podem levar a inibicdo da sua transcricio ou até mesmo bloquear a sua
replicacdo. Estes podem ser gerados por diversos processos, nomeadamente apds a
intervencdo das DNA glicosilases durante o BER (Roychoudhury et al., 2016).0s locais
AP possuem bastante reactividade quimica, sendo a sua reparagdo um processo
fundamental para que se consiga manter a estabilidade quimica do nosso genoma

(Dyrkheeva, Lebedeva, & Lavrik, 2016).

Com vista a reparar estes locais existem as AP endonucleases que sdo
consideradas as enzimas mais importantes do BER, visto serem as que dao inicio a

reparacao do DNA propriamente dita (Dyrkheeva et al., 2016).

Estas encontram-se divididas em 2 familias, cuja divisdo se prende pela sua
semelhanca com a sequéncia de aminodcidos com a da exonuclease III ou com a

endonuclease 1V da Escherichia Coli.

Nos Humanos, a principal endonuclease tem o nome de APEI1, que pertence a
familia relacionada com exonuclease III. Esta € uma proteina que est4 presente no nosso
organismo, e € sintetizada em grande escala pelas células humanas. Possui diversas
fungdes que podem ir muito para além da reparacio de DNA (Roychoudhury et al.,

2016) (Dyrkheeva et al., 2016).

No BER, esta enzima tem a capacidade de unir o espago que existe entre
extremidade 3’ — hidroxilo e a 5° — fosfato — desoxirribose do local AP. Conseguindo

assim garantir a restauracdo da ligagao do agucar-fosfato da cadeia de DNA.

Vejamos entdo como funciona esta enzima:
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5!

Figura 9 - Representacio esquemadtica do funcionamento da APEL. Esta liga as extremidades do local AP.

4.3 DNA Polimerase 3

Esta enzima € responsdvel por formar um e s6 um novo nucledtido durante o

processo de repara¢do do DNA (Beard & Wilson, 2006).

A Pol B ¢ a principal polimerase humana, que possui a capacidade de sintetizar
DNA e de realizar a lise da ligagdo dRP resultante do preenchimento do local AP (Beard
& Wilson, 2006). Ou seja, esta enzima preenche o espaco deixado pela APE1 com um
novo nucledtido, e posteriormente elimina os residuos deixados pela mesma (Goellner
Eva, Svilar David , Almeida Karen H., 2014). Esta enzima pertence a classe X das

polimerases, bem como a Pol A, sendo esta capaz de a substituir aquando da sua falta,

visto que sdo enzimas cuja principal fun¢do € integrar o mecanismo BER (Burgers et al.,

2001).

Vejamos entdo esquematicamente como esta funciona:
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Figura 10— Representagdo esquematica do funcionamento da Pol B, em que esta preenche o espago, ¢
remove os residuos deixados apds a ac¢iio da APE1.

4.4 DNA Ligase

Este tipo de enzima tem um papel fundamental no que toca a manter a
integridade do genoma. As DNA ligases t€ém a capacidade de unir as extremidades
resultantes da rutura da ligagdo fosfodiéster do DNA, quer estas ocorram durante a sua
replicagdo e recombinacdo; quer sejam consequéncia de uma reparagdo de DNA

(Tomkinson & Sallmyr, 2013) (Mortusewicz, Rothbauer, Cardoso, & Leonhardt, 2006).

No entanto apenas a DNA ligase III o estd implicada no “patch” curto do BER.
Para que esta seja activada tem que formar um complexo com a XRCC1, e assim podera

iniciar as suas funcdes (Mortusewicz et al., 2006).

Desta forma a liglll em conjunto com a XRCCI tem a capacidade de unir o
novo nucledtido as extremidades 37 e 5°, respectivamente; e de selar esta ligagdo de

forma a que esta seja definitiva (Mortusewicz et al., 2006).
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Vejamos a forma como esta finaliza este mecanismo:

TTITTTTIITTT]
LLLTTITIIPITL

Figura 11 — Representacio esquemadtica do funcionamento da liglll com a XRCCI no BER, em que a
nova base ja se encontra funcional.

Neste momento o novo nucledtido ja se encontra incorporado na cadeia de DNA,
e de forma totalmente funcional. Assim sendo, o DNA estd reparado, podendo assim
continuar o seu ciclo celular de forma normal (Odell, I. D, Barbour, J.-E.Murphy, D. L,

Della-Maria, J. A, Sweasy, J. B, Tomkinson, A. E., Wallace, S. S., Pederson, 2011).
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5. A idade versus o declinio do mecanismo BER

O processo de envelhecimento ao qual o ser humano estd sujeito € um dos
principais desencadeadores de morbilidades, ¢ um dos principais factores de

mortalidade (Li, Yinyin, Goronzy, Jorg J.Weyand, 2017).

Este € um processo que ocorre de forma progressiva, € que nos torna mais
vulnerdveis as alteracdes do nosso meio envolvente (Leandro, Giovana S., Sykora &

Bohr, 2015).

Estudos realizados in vitro demonstraram uma reducdo na capacidade de
reparagdo do DNA com o passar da idade. Alguns 6rgdos foram testados, e observou-se

um declinio entre os 50% e 0s75% no desempenho deste processo (Leandro, Giovana

S., Sykora & Bohr, 2015).

Este fendmeno deve-se ao facto de existir uma diminui¢do da produgdo das
enzimas envolvidas no mecanismo BER, e/ou ao facto de o nosso organismo estar mais
vulneravel a alteragdes externas, o que faz com que existam mais mutagdes aquando da
replicacdo destas enzimas, levando a que estas ndo cumpram as suas fungdes
eficazmente, traduzindo-se assim na falha deste mecanismo (Leandro, Giovana S.,

Sykora & Bohr, 2015) (Li, Yinyin, Goronzy, Jorg J.Weyand, 2017) (Markkanen, 2017).

Assim sendo, a idade torna-se um fator ndo s6 importante, mas também limitante

no que diz respeito a reparagao de DNA.
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6 O BER e as doencas

Os niveis de proteinas envolvidas no BER diferem de pessoa para pessoa e, dos
tecidos envolvidos. A estabilidade do genoma humano é garantida através da regulacio
destas proteinas. Para que ndo ocorram erros, estas proteinas t€m que existir em niveis
suficientes, com vista a que os danos presentes no DNA possam ser reparados no

minimo tempo possivel (Markkanen, 2017).

Se os niveis destas proteinas se encontram baixos, ou a sua actividade se
encontra reduzida, esta situacdo ird traduzir-se num impacto negativo no que toca a

estabilidade do genoma e a viabilidade celular (Markkanen, 2017).

Como tal, a formacdo de mutacdes no nosso codigo genético poderdo nos
colocar perante um risco elevado de desenvolvimento de doengas neuro-degenerativas,

bem como de cancro (Markkanen, 2017).

6.1 Doencas neuro-degenerativas

A morte de neurénios por apoptose reflecte-se numa perda de estruturas e de
funcdes neuronais, a qual damos o nome de declinio degenerativo progressivo

(Jeppesen, Dennis Kjglhede;Bohr, Vilhelm a.;Stevnsner, 2011).

O principal factor que leva ao desenvolvimento de uma doenca
neurodegenerativa progressiva € o envelhecimento, no entanto ndo € o tnico. Com a
idade deparamo-nos com a diminui¢do do volume e, consequentemente das funcdes
cerebrais, como tal as principais doengas degenerativas como o Alzheimer, o Parkinson,
a Esclerose Lateral Amiotréfica, a doenga de Huntington, t€m uma maior prevaléncia
junto da populagdo idosa (Jeppesen, Dennis Kjglhede;Bohr, Vilhelm a.;Stevnsner,
2011).

37



Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base

Figura 12 — Na figura mais a direita podemos observar imagens de um cérebro
normal. Na figura mais a esquerda podemos observar imagens de um cérebro
com doenga Alzheimer. Adaptado do site futurism.com, consultado a 27 de
Novembro de 2017

Figura 13— Na figura mais a direita podemos observar imagens de
um cérebro normal. Na figura mais a esquerda podemos observar
imagens de um cérebro com doenca Parkinson. Adaptado do site
futurism.com, consultado a 27 de Novembro de 2017
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As lesdes provocadas nas células induzidas pela sua exposicdo ao stress
oxidativo sdo consideradas as mais relevantes com o passar dos anos, € é importante
termos em conta que 0s nossos neurdnios realizam muitas reac¢des de metabolizagcdo do
oxigénio, em particular nas suas mitocondrias. Sendo estas células que necessitam de
energia em grande quantidade e, que tém um tempo de vida longo; e considerando que
existem poucas enzimas antioxidantes no cérebro as lesdes mais provaveis de ocorrer
neste 6rgdo sdo lesdes de origem oxidativa (Jeppesen, Dennis Kjglhede;Bohr, Vilhelm

a.;Stevnsner, 2011) .

No entanto este decréscimo poderd também estar associado a polimorfismos
presentes em enzimas que fazem parte dos mecanismos de reparagdo de DNA, que

limitam a sua capacidade de recuperacdo perante os erros que ocorrem (Markkanen,
2017) .

Na tabela seguinte podemos observar quais as associagdes entre as proteinas do

BER e as doencgas neurodegenerativas:

Tabela 3 Tabela 3 — Proteinas do BER e as doengas neurodegerativas associadas.

Proteina Doenca Humana Associada
0GG1 DP, DA,ELA, DH

MUTYH DP, DA, DH

DNA polimerase p DA, DH

XRCC1 DA, DH

Desta forma podemos constatar que o bom funcionamento mecanismo BER tem

um papel fundamental na preservacao da fun¢do neuronal.

6.2 O Cancro

z

O cancro € considerado um grupo de doengas que deriva do crescimento

anormal das células, consequente de uma mutacdo genética. Durante este processo de
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crescimento descontrolado estas células podem adquirir propriedades que lhes conferem
a capacidade de se moverem para outros tecidos, bem como a capacidade de nado
morrerem. Estas células podem espalhar-se por todo o organismo utilizando o sistema
circulatério e/ou linfatico. Podem existir vérios tipos de cancros, dependendo a sua

origem (Markkanen, 2017).

Na origem do cancro estd a carcinogénese, processo pelo qual uma célula normal

passa a ser uma célula cancerigena (Markkanen, 2017).

Este processo tem por base um erro que ocorreu algures durante o ciclo celular
de uma ou vdrias células, e que o nosso organismo nao teve a capacidade de corrigir.
Mecanismos de reparacdo de DNA tém um papel fundamental na prevencdo deste tipo
de erros. No entanto, estes mecanismos também podem desenvolver algumas lesdes o

que leva a que ndo exista uma reparacao eficaz do mesmo (Markkanen, 2017).

O mecanismo de reparagdo de DNA por excisdo de base pode evitar que alguns
destes erros ocorram, mas por outro lado alguns dos polimorfismo presentes nas
proteinas que o compdem sdo descritos como potenciadores deste tipo de patologia

(Markkanen, 2017).

Vejamos entdo a seguinte tabela realiza a associagdo entre as proteinas utilizadas

no BER e o cancro:

Tabela 4— Proteinas do BER e as Doencas Humanas associadas.

Proteina Doenca Humana Associada
0GG1 Viérios tipos de cancro
MUTYH Varios tipos de cancro
APE 1 Virios tipos de cancro
DNA polimerase 8 Virios tipos de cancro
XRCC1 Virios tipos de cancro
DNA Ligase 111 Virios tipos de cancro
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No caso da OGGI1 esta pode estar associada a vérios tipos de cancro,
nomeadamente no cancro da bexiga (Ahmed, Tayyaba;Nawaz, Noreen, Rabia;Bangash,
Kashif Sardar;Rauf, Abdur;Younis, Anwar, & Khawaja, Muhammad Athar;Azam,
Maleeha;Qureshi, Abid Ali;Akhter, Saeed;Kiemeney, Lambertus A;Qamar, Raheel;Ali,
2017), devido a variedade de polimorfismos e de mutacdes que ela pode apresentar. Por
outro lado, pode ter um papel altamente preventivo no que toca a sua capacidade de

remog¢do na correcc¢ao dos erros associados a oxidag¢do da guanina.

Em relacdo a MUTYH as mutacdes associadas a esta proteina sdo descritas
como um factor de pré-disposi¢ao ao desenvolvimento de cancro colo-rectal (Kantor,

Micaella;Sobrado, Javier;Patel, Sima;Eiseler, Sara;Ochner, 2017).

A elevada expressdo de APEI estd associada a casos de cancros bastantes
agressivos e resistentes aos mais variados tratamentos. Levando a uma taxa de
sobrevivéncia muito reduzida particularmente em cancros sélidos (Yao,

YanHong;Wang, HaiTao;Li, 2014).

A DNA polimerase B tem evidéncias descritas na formacdo de alguns tumores

aquando da presenca de polimorfismos (Markkanen, 2017).

A producdo de XRCCI € encontrada em grande quantidade em alguns cancros,
ou seja, a sua produgdo excessiva pode ser a principal causa do desenvolvimento deste
tipo de patologias (Markkanen, 2017). Nomeadamente no carcinoma hepético (Guan,

Qinghai;Chen, Zhigiang;Chen, Qiangpu;Zhi, 2017).

No caso da DNA ligase I1I os seus polimorfismos estdo descritos como factores

de contribui¢do para a progressao da leucemia (Markkanen, 2017).

Como tal a regulacio destas enzimas é fundamental para o controlo deste tipo de

patologias.
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7 A Deinococcus radiodurans

Esta bactéria cujo nome deriva do Grego Antigo, “ grdo terrivel”, e em que os
termos em Latim significam “ sobrevivente a radia¢ao”; foi descoberta no ano de 1956
na Costa Oeste dos Estados Unidos, mais propriamente em Corvallis no estado do
Oregon (Makarova, K. S., Aravind, L.Wolf, Y. LTatusov, R. L., Minton, K. W.,
Koonin, E. V.Daly, 2001).

Arthur W. Anderson pretendia descobrir se seria possivel esterilizar comida
enlatada utilizando uma quantidade elevada de radiacdo gama. O processo consistia em
expor um pedago de carne a esta radiacdo em quantidades tdo altas, que permitissem
garantir que ndo seria possivel o desenvolvimento de nenhum organismo vivo neste
alimento. No entanto, e para seu espanto, a carne degradou-se ficando assim
impossibilitada de ser consumida. Desta forma foi possivel isolar esta bactéria pela
primeira vez. No entanto, a sua sequéncia de DNA s6 ficou totalmente conhecida em
1999, ano em que foi publicada pelo “ The Institute for Genomic Research’ (Makarova,

K. S., Aravind, L.Wolf, Y. L.Tatusov, R. L., Minton, K. W., Koonin, E. V.Daly, 2001).

Tem uma forma grande e esférica, com um didmetro entre os 1,5¢ os 3,5 um.
Esta ¢ uma bactéria aerdbia obrigatdria, que se alimenta de compostos organicos. Como
tal, € encontrada frequentemente em ambientes ricos nestes compostos, nomeadamente
no solo, nas fezes e/ou em materiais de utilizagdo médica. Normalmente € encontrada
agrupada em grupos de quatro células (Makarova, K. S., Aravind, L.Wolf, Y. . Tatusov,
R. L., Minton, K. W., Koonin, E. V.Daly, 2001)(Battista, 1997).

D.radiodurans apresenta uma particularidade, visto que apds a realizagdo de
uma coloragdo Gram, as suas células coram como Gram (+) mas o seu involucro
apresenta uma coloracdo Gram (-), devido ao facto do seu involucro possuir varias
camadas e ter uma composic¢ao lipidica. As suas colénias normalmente apresentam uma
cor rosa avermelhada, e € descrita como sendo uma bactéria ndo patogénica, sendo
facilmente cultivada, a uma temperatura 6ptima de 32°C. As suas células demoram
cerca de 100 minutos até atingirem o dobro da sua quantidade inicial, e as suas colonias
levam cerca de trés dias até se encontrarem totalmente desenvolvidas (Battista, 1997)

(Slade & Radman, 2011).
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No “Guiness Book”, a Deinococcus radiodurans estd presente como sendo a
mais resistente das bactérias conhecidas. Na literatura, é descrita como sendo uma
bactéria poliextremofila, ou seja, resistente aquando da sua exposi¢do a condicdes
extremas de temperatura e/ou acidez. A sua limitacdo térmica € acima dos 39°C, e foi
testada em meios com elevadas concentragdes de sulfato de magnésio e de 4cido

sulftirico, aos quais sobreviveu (Slade & Radman, 2011).

A sua capacidade de resisténcia é tdo elevada, que esta consegue sobreviver
quando exposta a radiacdes ionizantes, dissecacdo, a luz ultravioleta, a oxidagdo e a

agentes electréfilos (Slade & Radman, 2011).

Figura 14— Deinococcus radiodurans captada por
microscopia de transmissdo electrénica. Adaptado do
site da “Uniformed Services University”.
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7.1 O seu genoma

O genoma Deinococcus radiodurans é composto por dois cromossomas de

forma circular, em que um deles apresenta 2,648,638 pares de base e, o outro 412,348

pares de bases; por um megaplasmideo de 177,666 pares de base e, por um plasmideo

de 45,704 pares de base. No total, o seu genoma apresenta cerca de 3,284,146 pares de

base (White, 1999).
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Figura 15— Representacdo circular do genoma da Deinococcus radiodurans. Adaptado do

artigo “Genome Sequence of the Radioresistant Bacterium Deinococcus radiodurans

R1”,White.O, 1999.
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7.2 Mecanismo de resisténcia ao stress oxidativo

A Deinococcus radiodurans tem revelado ser detentora de mecanismos tinicos
de proteccdo e reparacdo do seu DNA, mesmo quando exposta a situacdes de stress
oxidativo. Alguns factores como a estrutura da sua parede celular, a estrutura do seu
genoma, o seu sistema de reparagdo de DNA altamente eficaz, a capacidade de
protec¢do das suas proteinas quando expostas a stress oxidativo, a sua capacidade de
remogdo activa de compostos toxicos presentes nas suas células e as suas caracteristicas
especificas de expressdo de DNA e da sua regulagdo, mesmo perante estas condicdes,
sdo considerados os pontos chave para a sua resisténcia quando exposta a estas

situagdes (Agapov, A A;Kulbachinskiy, 2015) (Misra, H. S.; Rajpurohit & Kota, 2013).

Este possui na sua constituicdo enzimas antioxidantes como a superdxido
dismutase e a catalase o que € considerado também um mecanismo de resisténcia a este

tipo de situagdes (Tian, Bing; Xu, Zhenjian; Sun, Zongtao; Lin, Jun; Hua, 2007).

Para além disso, esta possui também no seu genoma antioxidantes ndo-
enzimaticos, os carotendides. Esta tem uma elevada produgdo deste composto, o que
explica a sua coloracdo avermelhada. Visto que quando se inibe a produgdo destes
compostos nesta bactéria a sua coloragdo se altera (Tian, Bing; Xu, Zhenjian; Sun,

Zongtao; Lin, Jun; Hua, 2007).

Figura 16 — Em A, colénias de Deinococcus radiodurans no seu
estado natural. Em B, coldnias de Deinococcus radiodurans com a

producdo de caratendides inibida. Adaptado do artigo “Evaluation of
the antioxidante effects of caratonoids from Deinococcus
radiodurans through targeted mutagenesis, chemiluminescence and
DNA damage analyses”, Tian, Bing; Xu, Zhenjian; Sun, Zongtao;
Lin, Jun; Hua, 2007.
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7.3 Aplicacoes

A Deinococcus radiodurans pode ter multiplas aplicacdes, nomeadamente na
remog¢do ou reducdo de contaminagdes ambientais, passando também pela biossintese
de nanoparticulas (Chen, Contreras, & Keitz, 2017).

Uma das formas existentes de remocao/reducdo das contaminagdes ambientais
consiste em utilizar microorganismos que tém a capacidade de degradar os poluentes
organicos, com vista a torna-los menos toxicos para o meio ambiente. Estes poluentes
podem ser encontrados na dgua, no solo, entre outros locais. Assim sendo, esta bactéria
tem uma capacidade extrema de realizar este tipo de degradacdo, o que podera
representar uma mais valia na preservacdo do meio que nos envolve (Chen et al., 2017).
No que toca a nanotecnologia, esta tem ganho bastante relevancia por parte da
comunidade cientifica visto ter diversas aplicacdes de interesse. Nomeadamente para a
industria, para a agricultura, para a drea de diagnoéstico, para a medicina e, como forma
de dispensa terapéutica (Chen et al., 2017). As nanoparticulas sdo habitualmente
produzidas envolvendo métodos fisicos e quimicos, o que permite a obtencdo de
particulas com tamanho e pureza quimica controldvel, ambos factores importantes na
maioria das suas aplicagdes. No entanto, o consumo de energia durante 0S processos
fisicos excessivo, o uso de demasiados compostos quimicos e a alta probabilidade de
libertacdo de compostos perigosos limitam a utilizagdo destes processos, o que leva a
procura de novas alternativas biocompativeis e amigas do ambiente. A biossintese
destas nanoparticulas utilizando plantas ou microorganismos cada vez ganha mais
énfase nos dias que correm (Li, Jiulong, Li, Qinghao, Ma, Xiaoqiong , Tian, Bing, Li,
Tao, Yu, Jiangliu, Dai, Shang, Weng, Yulan, Hua, 2016).

A capacidade da D.radiodurans de sintetizar nanoparticulas de ouro foi
demonstrada, bem como a capacidade antibacteriana do ouro sintetizado por esta (Li,
Jiulong, Li, Qinghao, Ma, Xiaoqiong , Tian, Bing, Li, Tao, Yu, Jiangliu, Dai, Shang,
Weng, Yulan, Hua, 2016).

Como podemos observar nas imagens que se seguem:
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Figura 17 — Imagem captada por MEV durante a produ¢@o de nanoparticulas de Ouro pela Deinococcus
radiodurans. Em A, o tamanho é de ImM de Au(Ill) e, em B o tamanho é de 5SmM de Au (IIT) . Adaptado
do artigo “Biosynthesis of Gold nanoparticles by the extreme bacterium Deinococcus radiodurans and an
evolution of their antibacterial properties ”,Li, Jiulong, Li, Qinghao, Ma, Xiaoqiong , Tian, Bing, Li,
Tao, Yu, Jiangliu, Dai, Shang, Weng, Yulan, Hua, 2016.

Por dltimo, mas ndo menos importante, a aplicacdo da Deinococcus radiodurans
na 4rea biomédica. Esta bactéria pode ser utilizada em estudos na &drea do
envelhecimento e na drea do cancro, visto que ambos estdo relacionados directamente
com as lesdes provocadas no DNA, RNA e proteinas que resultam do stress oxidativo a

que as nossas células estdo expostas (Slade & Radman, 2011).

Estas tém uma capacidade impar de se multiplicarem de forma intacta quando
expostas a niveis de stress oxidativo muito elevados, em condi¢des extremas. No seu
genoma estdo presentes vdrias enzimas que fazem parte dos varios mecanismos de
reparacdo de DNA presentes nas células dos humanos, particularmente as que fazem

parte do mecanismo BER (Rew, 2003) (Agapov, A A;Kulbachinskiy, 2015).

Assim sendo, o estudo do funcionamento desta bactéria a nivel do seu ciclo
celular baseia-se principalmente em saber como esta resiste a condigdes de stress
oxidativo utilizando os seus mecanismos de reparacdo, que podem ser adaptados a
realidade das células humanas. Contudo, € também importante perceber como esta
funciona quando exposta a radiagdo, visto que apresenta algumas semelhancas com as
células cancerigenas, pois ambas t€m a capacidade de resistir a radiac@o, o que pode ser
importante para o desenvolvimento de novas terapias na area do cancro (Rew, 2003)

(Agapov, A A;Kulbachinskiy, 2015)
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8 Conclusao

Com o desenvolvimento desta monografia podemos concluir que 0 mecanismo
de excis@o de base é fundamental para manter a integridade e estabilidade do genoma

humano, garantindo a sua reparacio quando sio detectados erros.

Compreender o funcionamento das proteinas que o compdem € importante,
bem como a sua regulacdo, visto que alteracdes na actividade destas enzimas podem

traduzir-se na expressao de doencas neurodegenerativas e em vérios tipos de cancro.

Organismos como a Deinococcus radiodurans sio uma mais valia, ndo s6 para
ajudar na compreensdo destes mecanismos, mas também para o desenvolvimento de

novas estratégias que nos permitam aumentar a eficicia na reparagdo do DNA humano.

49



Mecanismo de Reparagdo de DNA por excisdo de Base

50



Perspetivas Futuras

9 Perspetivas Futuras

No futuro este trabalho pode ter continuidade, nomeadamente pode ser

direccionado para o mecanismo BER de “long patch”.

A regulacdo das proteinas poderd ser estudada, de forma a perceber quais as

falhas eminentes neste processo que se possam traduzir em patologias.

O potencial da Deinococcus radiodurans do ponto de vista terap€utico seria um
ponto interessante de estudo, tendo em conta os seus mecanismos de resisténcias e as

suas capacidades de reparacao.
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