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OXIDATIVE STRESS, GENOME LESIONS AND SIGNALING PATHWAYS IN CELL CYCLE CONTROL. The generation of
reactive oxygen species (ROS) may be both beneficial to cells, performing functions in intracellular signaling and detrimental, modifying
cellular biomolecules. ROS can cause DNA damage, such as base damage and strand breaks. Organisms respond to chromosome insults

by activation of a complex and hierarchical DNA-damage response pathway. The extent of DNA damages determines cell fate: cell

cycle arrest and DNA repair or cell death. The ATM is a central protein in the response to DNA double-strand breaks by acting as a
transducer protein. Collected evidences suggest that ATM is also involved in the response to oxidative DNA damage.
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INTRODUCAO

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio
estdo constantemente expostas aos possiveis danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ROS — “reactive oxygen species”),
que podem ser originadas tanto exdgena quanto endogenamente.
As fontes exdgenas de ROS incluem luz ultravioleta (UV) princi-
palmente nos comprimentos de onda maiores que 280 nm — UVA e
UVB, irradiacdo ionizante e agentes quimicos. J4 as ROS formadas
intracelularmente podem ser originadas como conseqiiéncia do pré-
prio metabolismo celular, uma vez que elétrons provenientes da
cadeia de transportes de elétrons, localizada na mitocdndria, po-
dem interagir com vdrias moléculas intracelulares. ROS sdo tam-
bém produzidas durante processos patoldgicos, como, por ex., o que
ocorre em uma resposta inflamatdria celular.

E importante salientar que ROS nem sempre sio consequéncia do
metabolismo celular, mas podem ser também geradas pelas oxidases
(enzimas especificas da membrana plasmdtica) como resposta a fato-
res de crescimento e citocinas e, conseqiientemente, podem servir como
segundo mensageiro em alguns processos especificos de sinalizagao
celular'. Em geral, deve-se notar que a geragdo intracelular de ROS,
considerada normal em niveis fisiol6gicos, quando ndo € necessaria-
mente lesiva, tem um importante papel vital, uma vez que essas espé-
cies, nesses casos produzidas de forma controlada, atuam na regulacéo
da sinalizagdo celular e da expressdo génica'.

ROS € um termo bastante amplo que abrange ndo somente radi-
cais de oxigénio como radical hidroxila (OH), 6xido nitrico (NO")
e radical superéxido (O,"), mas também derivados do oxigénio que
ndo sdo radicais, como peréxido de hidrogénio (H,0,), dcido
hipocloroso (HOCI), ozdnio (O,) e oxigénio singlete ('0,)%,
exemplificados na Tabela 1. Evolutivamente, foram selecionadas
vdrias estratégias antioxidantes para as células lidarem com a
toxicidade do oxigénio. Os agentes considerados como antioxidantes
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compreendem: enzimas que removem cataliticamente radicais e
espécies reativas, como por ex., as enzimas superéxido dismutase
(SOD), glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalases (Ta-
bela 1); proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes,
tais como fons ferro e fons cobre, como por ex., as transferrinas,
ferritinas, metalotioneinas e haptoglobinas; proteinas que protegem
processos celulares contra danos oxidativos através de outros me-
canismos ndo enzimaticos, como por ex., as proteinas de estresse
(“stress proteins”); moléculas de baixo peso molecular que possu-
em a capacidade de captar ROS via auto-oxidacdo, como por ex.,
glutationa e aquelas que possuem grupo tiol (SH), ou vitaminas
como o-tocoferol, dcido ascérbico e B-caroteno.

Apesar da existéncia desses agentes e mecanismos antioxidantes,
quando a formagao de ROS excede a capacidade antioxidante celular,
pode haver a gera¢do de uma condi¢do conhecida como estresse
oxidativo, cujos resultados podem ser bastante danosos as células. Essa
condicdo pode variar bastante entre organismos, tipos celulares e até
mesmo entre células de um mesmo tecido, uma vez que a capacidade
antioxidante das células pode ser bastante diversificada.

Os principais alvos de ROS incluem DNA, lipideos, proteinas e
acucares, sendo que a ordem de preferéncia de ataque depende de
muitos fatores, como o local onde a espécie reativa € gerada, a habi-
lidade relativa de uma biomolécula ser oxidada e a disponibilidade
de fons metdlicos associados a essa biomolécula’. No entanto, en-
quanto lipideos, proteinas e agticares podem ser removidos via de-
gradacdo, o mesmo ndo deve ocorrer com 0 DNA, uma vez que € a
molécula responsdvel por todas as informagdes genéticas de todas
as c€lulas de um organismo vivo.

MECANISMOS DE REPARO DE DNA

Evolutivamente, foram selecionadas vdrias estratégias para tolerar
ou reparar danos causados no material genético celular®. Dentre os va-
rios mecanismos de reparo ja descritos existem aqueles que atuam de
forma a executar eficientemente a excisao completa dessas lesdes”.
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Tabela 1. Exemplos de formagio e desativagio enzimatica de ROS*

Geracao de ROS

Formacéo de radical superéxido
O,+e—>0,"

Formacao de radical hidroxila - Reacdo de Fenton
H,O, + Fe* — Fe** + OH + OH

*Formagdo de oxigénio singlete por
fotossensibilizacio Tipo 11

Transferéncia de elétron
o+ o—
R +sens
Transferéncia de hidrogénio o e+ Transferéncia de energia
R +sens 3

O,
R + sens R* + sens——— RO,

AN

[R + 3sens*|

Tipo |

x ISC 3

sens + hv sens sens* sens

30, Tipoll

sens + 10,

N

RO, 30,

Protecao contra ROS

Superdxido Dismutase (SOD — citoplasma, mitocondria)
0,7+0,"+2H*— 0,+ H,0,

Glutationa Peroxidase (GPx — fora do peroxissoma)
HO, + 2GSH — 2H0 + GSSG

(glutationa reduzida) (glutationa oxidada)

Glutationa Redutase (GRd — fora do peroxissoma)
2 GSSG + NADPH + H*— NADP + 2GSH

(glutationa oxidada) (glutationa reduzida)

Catalase (CAT — dentro do peroxissoma)
H,0, + H,0,— O,+2H,0

# Adaptada das refs. 2 e 12

*Representacio esquemadtica dos mecanismos fotoquimicos do tipo
I e do tipo II. Abreviaturas: hn: radia¢do incidente; sens: fotos-
sensibilizador no estado fundamental; 'sens*: fotossensibilizador
no estado singlete excitado; *sens*: fotossensibilizador no estado
triplete excitado; sens™: radical anion do fotossensibilizador; sens™:
radical cation do fotossensibilizador; R: reagente; R": radical anion
do substrato orgdnico; R*: radical cation do substrato organico;
ISC: cruzamento intersistemas.

Sabe-se que bases oxidadas do DNA sdo primeiramente
corrigidas pelo mecanismo de reparo por excisdo de bases (BER —
“base excision repair”), conhecido por atuar, principalmente, em
modificacdes causadas por agentes enddgenos. O mecanismo
molecular do BER inicia-se, primeiramente, pelo reconhecimento e
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excisdo de bases danificadas pelas DNA glicosilases sem ou com
atividade 3’-AP liase associada®. A excisdo da base resulta em um
sitio abdsico (AP - apurinico ou apirimidinico) sem ou com incisdo
3’, que € reconhecido por outro grupo de enzimas, as AP-
endonucleases, que fazem a incisao na extremidade 3’ ou 5’ do sitio
AP, gerando uma lacuna. Esta € preenchida através de polimerizagao
e ligacdo de novos nucleotideos a sequéncia de DNA’.

O reparo por excisdo de nucleotideos (NER — “nucleotide
excision repair”’) ¢ um dos mais importantes processos de reparo e
tem sido intensamente estudado devido a sua versatilidade em ope-
rar, principalmente, em danos provocados por agentes exdgenos que
causam distor¢iio da dupla-hélice do DNA, como por ex., aqueles
causados por luz UV®. O processo do NER em eucariontes envolve
a acdo de mais de 30 proteinas que atuam em 5 passos sucessivos:
reconhecimento da lesdo; abertura da dupla hélice de DNA onde
estd localizada a lesdo; dupla incisdo distante alguns nucleotideos
dos lados 5’ e 3’ do sitio da lesdo; sintese do novo DNA utilizando
como molde a fita ndo danificada e ligacdo da por¢do 5° da nova fita
sintetizada a cadeia pré-existente. O NER possui atividade hetero-
génea em regides distintas do genoma e prossegue mais rapidamen-
te e com maior fidelidade na fita transcrita de um gene ativo que na
fita ou em um gene nido transcrito. Esse processo, dependente da
acao da RNA polimerase II (RNApolll), denomina-se reparo acoplado
a transcricdo (TCR), que assegura um rapido reparo dos genes ati-
vos em contraponto com o reparo do genoma global (GGR), inicia-
do por um complexo de reconhecimento diferente.

Outro mecanismo importante na protecdo da molécula de DNA
€ o reparo por recombinac¢do. Uma das lesdes que pode ser reparada
por esse mecanismo € a dupla quebra da cadeia de DNA criada por
vérios processos normais da célula ou por agentes exdgenos, como
irradiac@o ionizante. Existem dois caminhos envolvidos no reparo
desse tipo de lesdo: recombinacdo homdloga (HR — “homologous
recombination”), que assegura um reparo bastante preciso; e jun-
¢do de pontas ndo homélogas (NHEJ — “non-homologous end
joining” ), sujeito a erro’.

O reparo do emparelhamento erréneo de DNA (MMR — “mismatch
repair”) corrige pares erroneos de bases e alcas desemparelhadas no
DNA, eventualmente introduzidos por erros de replicagio, ou lesdes
que interfiram com a atividade replicativa das DNA polimerases. Tam-
bém estd envolvido em meiose e recombinacdo’.

Atualmente muitos pesquisadores vém propondo a existéncia
de interacgdo entre os diferentes mecanismos de reparo de DNA. Por
ex., embora TCR tenha sido inicialmente descrito como sendo res-
ponsdvel pela remogio de lesdes induzidas por luz UV, € hoje reco-
nhecido por ser um fendmeno mais geral que opera em outros tipos
de lesdes no DNA. Entre essas, podemos citar as lesdes oxidativas
geradas por irradia¢@o ionizante ou induzidas por ROS como timina
glicol (Tg) e 8-0x0-7,8-diidroguanosina (8-0xoGuo)'. Outro exem-
plo pode ser a interacdo entre NER e MMR, onde MSH2 (“mismatch
repair protein 2”’), uma proteina conhecida por estar envolvida em
MMR, foi descrita por interagir fisicamente com alguns componen-
tes do NER!'. Dessa forma, o que se sugere é que os mecanismos de
reparo de DNA, apesar das suas preferéncias por determinadas le-
soes, trabalham de uma forma bastante integrada.

OXIDACAO DO DNA

A inducdo de danos oxidativos nas bases do DNA ocorre a par-
tir da sua reagiio com ROS. Essas lesdes podem ocorrer devido a
oxidacao direta dos dcidos nucléicos ou, muitas vezes, podem levar
a formagdo de quebras em uma das cadeias do DNA (quebras sim-
ples - SSB “single strand break™) ou quebras simples em posi¢des
aproximadamente simétricas nas duas cadeias do DNA (quebras
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duplas - DSB “double strand break™). Além disso, quebras simples
podem gerar quebras duplas durante a replicag@o celular.

Mais de 20 diferentes tipos de danos nas bases do DNA foram
identificados apés a exposicdo dessa biomolécula as diversas for-
mas de estresses oxidativos, tanto in vitro quanto in vivo'>. A guanina,
que exibe o menor potencial de ionizacdo entre as bases nitrogenadas,
tem sido a escolha preferencial dos estudos das reagdes de oxida-
¢do das purinas, uma vez que existem metodologias eficientes para
a sua detec¢@o. Desta forma, a guanina vem sendo utilizada como
um bom exemplo de oxidac¢do de bases nitrogenadas. O radical
hidroxila ("OH) € bastante empregado na geragdo de reacdes
radicalares com a guanina presente tanto no “pool” de nucleosideos
(2’-deoxiguanosina, dGuo) formando 8-o0xo0-7,8-diidro-2’-
deoxiguanosina (8-oxodGuo), quanto na sua forma nucleotidica (for-
mando 8-oxoGuo)". Oxigénio singlete ('O,) também € capaz de
reagir significativamente com a guanina em pH neutro', sendo bas-
tante empregado em estudos que envolvem oxidacdo de purinas. A
formacao de 8-oxodGuo pela exposi¢do a elétrons livres € um pro-
cesso que ocorre em uma menor escala, contudo, a hidratacio de
radicais cationicos da guanina leva, predominantemente, a forma-
¢do de 8-oxodGuo'™® (Figura I).
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Figura 1. Reagoes de oxidagdo da 2’-desoxiguanosina (dGuo) com radical
hidroxila ("OH), elétron livre (-¢’) e oxigénio singlete ('0,), na geragdo de 8-
oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodGuo)

A guanina oxidada tem grande importancia biolégica, uma vez
que pode causar emparelhamento erroneo com a adenina (A), geran-
do uma transversdo de GC para TA. Além disso, aparentemente 8-
oxodGuo € capaz de bloquear a transcri¢do'’. Sabe-se que reparo de
DNA estd intimamente interligado com regulacdo do ciclo celular,
transcricao e replicacdo, e que esses mecanismos usam, em parte, fa-
tores comuns'?. Quando o tipo e a quantidade de danos superam a
capacidade de reparo das células, esses mecanismos celulares essenci-
ais podem ser seriamente afetados. Sendo assim, caso essas lesdes ndo
sejam removidas, podem levar as células a morte, ou resultarem na
incorporacdo de mutacdes no genoma, sendo transmitidas para as
geragdes futuras. Mais ainda, essas mutagdes podem provocar efei-
tos genotdxicos severos e, conseqlientemente, gerar instabilidade
gendmica e até aparecimento de céncer®.

A PROTEINA ATM E O CONTROLE DOS
“CHECKPOINTS” DO CICLO CELULAR

Problemas genéticos que perturbam os mecanismos de reparo
estdo quase que invariavelmente associados a sindromes severas,
normalmente caracterizadas pela degeneracdo de tecidos (especi-
almente do sistema nervoso e sistema imunoldgico), alta sensibili-
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dade a certos agentes genotdxicos, envelhecimento precoce, ins-
tabilidade cromossomica, retardo no desenvolvimento,
malformagdo e predisposi¢do a cancer!”. Como exemplos dessas
sindromes, podemos citar xeroderma pigmentosum (XP), sindrome
de Cockayne (CS), tricotiodistrofia (TTD) — que sdo associadas a
alteragdes no mecanismo de NER; sindrome de Bloom (BS) — liga-
da a problemas no reparo por recombinagdo homéloga; ataxia
telangectasia (AT) — geneticamente descrita por apresentar muta-
¢do0 na proteina ATM (“ataxia telangectasia mutated”) associada
ao mecanismo celular de resposta a lesdes no DNA™.

Atencdo especial tem sido dada a proteina ATM, devido ao seu
papel central na cascata de sinalizagdo de uma das lesdes mais
citotéxicas, a quebra da dupla fita de DNA®. Fenotipicamente os
pacientes apresentam degeneracdo cerebelar - que leva a uma severa
disfungdo neuromotora progressiva-, imunodeficiéncia, instabilidade
genOmica, alta incidéncia de tumores malignos, sensibilidade a radi-
acdo ionizante e a agentes que induzem quebra da dupla fita de DNA'.

A proteina ATM ¢ homodloga a integrantes da familia das
fosfatidilinositol 3’-quinases e apresenta atividade quinase induzida
por irradiacdo ionizante. Além disso, os membros dessa familia,
em vdrios aspectos, estdo envolvidos na detec¢do de danos no DNA
e controle da progressdo do ciclo celular®*?. Esse mecanismo de
detecgdo e sinaliza¢do dos danos, conhecido como “checkpoint”
(traduzido como pontos de verificag¢@o), representa a primeira res-
posta celular contra lesdes no DNA, seguida da conseqiiente ativa-
¢30 de uma rede intrincada de sinalizagdo. Ao mesmo tempo, o
“checkpoint” permite que as células parem o ciclo celular e ga-
nhem tempo para reparar os danos, antes de recomecar o ciclo e
completar eventos subseqiientes, como replicagdo de DNA e
mitose®'. Recentemente, tem-se demonstrado que o controle de
“checkpoints” também estd envolvido em muitas outras vias, como
no controle da ativa¢do dos mecanismos de reparo de DNA, no
posicionamento das proteinas de reparo no local do DNA lesado,
no controle da transcri¢do génica, no posicionamento e compri-
mento dos teldmeros e, em alguns casos, na indugdo da morte ce-
lular via apoptose*. Dessa forma, o checkpoint compreende uma
sub-rota que integra ndo somente respostas a danos, mas também
caminhos essenciais para a sobrevivéncia celular. Para ativar ao
mesmo tempo tantas vias de sinalizagdo existe um sofisticado sis-
tema sensor e transdutor que converte, simultaneamente, o sinal
celular de danos para vdrios efetores' (Figura 2).
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Figura 2. Esquema geral dos mecanismos propostos para sinalizagdo da
presenga de danos no DNA. As setas representam eventos de ativagdo, enquanto
que a seta cortada representa evento de inibigdo. Adaptado da ref. 24

As protefnas sensoras, que detectam inicialmente alteragdes
na estrutura do DNA e iniciam o processo de sinalizagdo, ainda sdo
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desconhecidas, mas existem muitos candidatos para essa fungdo,
como PARP (poli[ADP-ribose] polimerase), DNA-PK (proteina
quinase dependente de DNA), BRCA1 (“breast cancer associated
gene 17), o complexo Nbs1-MRE11-RADS50, e as MSH2/6
(“mismatch repair protein” 2 e 6) e MLH2 (homéloga a proteina
MutL de E. coli) que sdo proteinas envolvidas no reparo de bases
desemparelhadas (MMR)*.

Ao contrdrio das protefnas sensoras, o conhecimento sobre o pro-
cesso de transducdo dos sinais de danos estd um pouco mais avanca-
do. No caso de dupla quebra no DNA, sabidamente gerada por irradi-
acdo ionizante ou por erro de replicagdo, a proteina ATM parece ter
um papel central nesse sistema como sendo uma das primeiras
transdutoras da presenca do dano via fosforilagdo de varios efetores.
O controle preciso e decisivo dessa proteina inicia-se com a ativagio
e estabilizacdo de p53 que, entre suas atividades, atua como fator de
transcricdo. ATM também € capaz de fosforilar a histona H2AX, um
processo que parece ser essencial no recrutamento de fatores de repa-
ro, como RAD51 e BRCA 1%, Qutro substrato da proteina ATM € a
CHK?2, uma proteina quinase relacionada ao “checkpoint” na transi-
¢do da fase G1/S e da fase S e que, por sua vez, também fosforila pS3.
Além disso, ATM pode ativar a proteina BRCA1, que ¢ uma das
reguladoras do “checkpoint” das fases S e G2/M". A lista de substratos
alvos de ATM ¢€ bastante vasta e esses exemplos ilustram algumas
vias de sinalizagdo. Contudo, muitas respostas dependentes dessa
proteina ainda sdo desconhecidas.

A PROTEINA ATM NA RESPOSTA AO ESTRESSE
OXIDATIVO

Alguns autores sugerem que a proteina ATM, além de estar envol-
vida na sinalizagdo de quebra na dupla fita de DNA, também estd
envolvida na resposta celular a danos oxidativos, uma vez que células
deficientes nessa protefna sdo hipersensiveis aos efeitos téxicos do
peréxido de hidrogénio, do 6xido nitrico e do superdxido. Além dis-
S0, essas células re-sintetizam glutationa de uma forma extremamente
lenta, apds a deple¢do com maleato dietil”'. Mais ainda, camundon-
g0s que possuem mutagdo no gene ATM apresentam altos indices de
estresse oxidativo, principalmente em tecidos alvo como o cerebelo,
profundamente afetado em pacientes AT?".

Corroborando essa hipétese, Shackelford e colaboradores?! veri-
ficaram que células deficientes no gene ATM nido apresentam
“checkpoints” relacionados as fases G1 e G2 ou indugao de p53 ap6s
exposicdo ao agente oxidante #-butil-hidroperéxido, sugerindo que
estes pontos de checagem sejam os momentos cruciais da sinalizagio
a estresse oxidativo e da ativag@o dos subseqiientes efetores do meca-
nismo de sinalizac@o a esse tipo de lesdes. Assim, os autores sugerem
que a sensibilidade aumentada a agentes oxidantes de pacientes AT
estd relacionada a falha do mecanismo de verificacéo.

Contudo, ndo se sabe ainda se ATM responde diretamente ao dano
no DNA ou se responde as alteracdes do estado redox celular, indepen-
dente do dano em si*'. Um bom exemplo dessa situagdo sdo os estudos
realizados com tumores sélidos onde, internamente, a concentragio de
oxigénio varia consideravelmente. Hammond e colaboradores® demons-
traram que a reoxigenacdo de tumores provoca danos oxidativos
detectdveis nesses tecidos, levando a uma resposta rapida de indugdo
da sinalizagdio de les3o no DNA. Esses autores sugerem que essa indugao
ocorre através da ativacdo de ATM via detec¢do de ROS, uma vez que,
na auséncia dessa proteina, hd diminuicdo da fosforilagdo de p53. Con-
tudo, ainda no se sabe ao certo quais sao os agentes especificos que
reconhecem os danos e ativam toda essa cascata de sinalizagdo. Este é
um dos pontos cruciais para elucidar os mecanismos que envolvem a
sinalizacdo celular de lesdes oxidativas via ATM.
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QUESTOES EM ABERTO E PERSPECTIVAS

Os caminhos pelos quais as células percebem e transmitem os
sinais de danos no DNA comecaram a ser o foco de atencdo de muitos
grupos de pesquisa. Consideravel progresso tem ocorrido quanto ao
entendimento dos componentes de resposta a danos em eucariontes.
Hoje se admite que o controle dos “checkpoints”, que inicialmente se
acreditava estar comprometido apenas com o controle da progressao
do ciclo celular, parece ser um dos mecanismos que integram um
conjunto de respostas celulares a danos no DNA. Contudo, o modo
como os danos no DNA ativam os mecanismos de resposta celular é
uma das principais questdes a serem elucidadas nos préximos anos.
Por ex., como os sensores reconhecem uma lesao? Existem sensores
especificos para lesdes especificas ou diferentes lesdes podem ser
reconhecidas por um ndmero pequeno de sensores que sdo capazes
de amplificar o sinal recrutando diferentes transdutores?

Outro ponto ainda bastante obscuro do mecanismo de resposta
aos danos € a relag@o entre deteccdo do dano e recrutamento dos
mecanismos de reparo de DNA. Como ¢ feita a relacdo entre os
sensores € as proteinas de reparo, uma vez que estas também neces-
sitam ter acesso direto ao DNA? Seriam os danos no DNA em si os
sinais ou seriam 0s processos de reparo que ativariam esse meca-
nismo de resposta? Da mesma forma que a célula tem um mecanis-
mo que percebe os danos, ndo deveria ter também um mecanismo
que percebe quando o DNA foi reparado para que a célula retome o
seu metabolismo normal e volte a ter um ciclo completo? Se esse
mecanismo € o préprio reparo ou se € algum outro mecanismo asso-
ciado ao reparo, isso ainda precisa ser averiguado.

Outras questdes estdo relacionadas a ativagdo das proteinas
quinases. Como € a regulacio da ativagdo de uma determinada prote-
ina em resposta a um certo dano? Como elas reconhecem um determi-
nado substrato para a posterior fosforilacdo. Como é feita a selecao de
substratos especificos?

Apesar do considerdvel progresso no entendimento das respos-
tas moleculares aos estresses celulares, muito ainda precisa ser es-
tudado para um melhor entendimento da relagdo entre estresse ce-
lular, controle da transicéo do ciclo celular, reparo de DNA e deci-
sdo entre sobrevivéncia ou morte.
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