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Resumo: As proteinas do Reparo de DNA Mismatch (MMR) sao encontradas em diversos mecanismos impor-
tantes de fungdes celulares. A principal fungao dessas proteinas esta relacionada ao reparo pos replicacional do
DNA, corrigindo as bases incorporadas incorretamente ao genoma devido ao erro de replicagdo. A perda das
fungoes das proteinas MMR ¢é geralmente aumentada devido a mutagdes espontdneas em organismos, que vao
desde bactérias a humanos. As mutagdes nos genes MMR causam cancer colorretal hereditario nao-poliposo,
e, a perda das fungdes dos genes MMR estd associada com uma significativa fragdo de canceres esporadicos.
Esta revisao busca resumir os principais mecanismos moleculares das fung¢des protéicas dos MMR. O con-
hecimento acerca do mecanismo de reparo MMR esta em processo de crescimento ao longo dos anos, em-
bora a complexidade de suas vias de sinaliza¢do, ainda, permanece pouco conhecida. O entendimento desses
mecanismos, portanto, faz-se crucial para maior suporte no desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para
doengas relacionadas a essa via de reparo.
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Abstract: DNA mismatch repair (MMR) proteins are ubiquitous players in a diverse array of important cellular
functions. In its role in post-replication repair, MMR safeguards the genome correcting base mispairs arising
as a result of replication errors. Loss of MMR results in greatly increased rates of spontaneous mutation in or-
ganisms ranging from bacteria to humans. Mutations in MMR genes cause hereditary nonpolyposis colorectal
cancer, and loss of MMR is associated with a significant fraction of sporadic cancers. Given its prominence
in mutation avoidance and its ability to target a range of DNA lesions, MMR has been under investigation in
studies of ageing mechanisms. This review aims to summarize what is known about the molecular details of
the MMR pathway. The knowledge about the MMR mechanism is increasing over years, although the com-
plexity of their signaling pathways still remains poorly understood. The understanding of these mechanisms,
therefore, is crucial to further support the development of new therapeutic targets for diseases that are related
to this repair pathway.
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REVISAO DE LITERATURA

O MMR em Escherichia coli ¢ direcionado
pela auséncia da metilacdo na posi¢do N6 da adenina
nos sitios dGATC da nova fita de DNA sintetizada.
Essa sinalizagao esta associada a presenca de gaps na
cadeia ndo metilada que, na verdade, servem como
sinal para direcionar a reagao. Os gaps, ainda, sdo
suficientes para direcionar o reparo de mismatch em
extratos de células de mamiferos e Drosophila, e ovos
de Xenopus (IYER et al., 2006a; JIRICNY, 2006).

O mecanismo de MMR associado a repli-
cagdo do DNA ¢ melhor entendido em organismos
procarioticos, envolvendo os complexos protéicos
MutL, MutS, MutH, DNA Helicase II, Exonuclease
(I, VII, X e Rec J), SSB, DNA polimerase III e DNA
ligase (LAHUE et al., 1989; L1, 2008). O MMR inicia-
se quando MutS liga-se aos nucleotideos inseridos er-
roneamente na cadeia recém-sintetizada, formando
um complexo MutS-DNA. Em uma reagao depend-
ente de energia, o complexo MutS-DNA interage com
as proteinas MutL. A intera¢do entre os complexos
MutL e MutS ativa a endonuclease MutH, respon-
savel pela clivagem da cadeia danificada e inicio dos
mecanismos de reparo do DNA, com a consequente
substituicdo dos nucleotideos incorretos (IYER et al.,
2006b; LIN et al., 2007; MODRICH; LAHUE, 1996;
UMAR; KUNKEL, 1996). O gap, por sua vez, atua
como ponto de inser¢do da helicase, que separa as fi-
tas, sendo as exonucleases responsaveis pela delecao
dos nucleotideos na regiao contendo o mismatch. De-
pendendo da posi¢do da quebra da cadeia em relagdo
aregido de mismatch, as exonucleases podem agir na
direcdo 5 > 3’ (Exo I, VII ou Rec J) ou na direcido
3’ > 5 (Exo I ou X). Recentemente, estudos demon-
straram que a Exo VII, também, realiza excisdo de
nucleotideos na direcao 3’ > 5 (NOWOSIELSKA;
MARINUS, 2008). As exonucleases removem nucle-
otideos do gap prolongando a regides posteriores do
mismatch (LI, 2008; MODRICH; LAHUE, 1996).

Em eucariotos, as proteinas MutS sao com-
postas pelas proteinas MSH (MutS Homolog). O
complexo MSH2-MSH6 forma a estrutura do MutSa
que reconhece pequenos mismatches e pequenos
loops de inser¢do/dele¢io (denominado indel). A
estrutura MutSp é formada pelas proteinas MSH2
e MSH3, responsaveis pelo reconhecimento de
loops indel de tamanhos mais expressivos (HAR-
RINGTON; KOLODNER, 2007; BUERMEYER et al.,
1999). MutSa e MutSp interagem com MutLa para a
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correcao de mismatches, processo este dependente
da presenca do ATP, mas nao da hidrdlise desse nu-
cleotideo (SELMANE et al., 2003). O MutLaq, ainda, é
capaz de criar gaps adicionais no DNA in vitro (IYER
et al., 2006a; KADYROV et al., 2006).

O mecanismo de excisao mais simples de
eucariotos depende dos complexos MutSa, MutLa,
Exol, RPA e ATP. O complexo MutSa ativa a Exol
que hidrolisa na regido 5" no mismatch do DNA. O
complexo MutSa-Exol hidrolisa os nucleotideos,
resultando na remogdo de aproximadamente 2.000
nucleotideos. A redugdo da capacidade hidrolitica do
complexo MutSa-Exol (reducdo para aproximada-
mente 250 nucleotideos) é controlada, em grande
parte, pelo RPA, cuja ligagdo ao gap o permite con-
trolar o acesso da Exol a cauda 5’ no processo da ex-
cisao (GENSCHEL; MODRICH, 2003). Em relacao a
MutLa, tem sido sugerido a sua participagao na fina-
lizacdo da excisdo dos nucleotideos via dois mecan-
ismos distintos: supressdo da atividade da Exol e as-
sociagao com RPA para a finalizagdo do MMR, sendo
que este mecanismo, ainda, ndo se apresenta bem
esclarecido (ZHANG et al., 2005). Estudos recentes
indicam que a fosforilacao reduz a afinidade do RPA
pela molécula de DNA e o RPA nio fosforilado po-
tencializa a excisdo de nucleotideos danificados via
MMR. O RPA fosforilado, ainda, estimula a resin-
tese da cadeia do DNA. No mecanismo da supressao
da atividade da Exol, simplesmente ocorre a esta-
bilizagdo dos produtos de excisao contra hidrdlises
ndo-especificas realizadas pela Exol (GENSCHEL;
MODRICH, 2003).

Além das proteinas MMR, o PCNA (pro-
liferating cell nuclear antigen) exerce uma fun¢ao
importante nos reparos de erros de replicagdo. Em-
bora, a fungao precisa do PCNA associada as pro-
teinas MMR, ainda, nao esta bem esclarecida, foram
propostos trés mecanismos gerais (UMAR et al,
1996). Primeiro, o PCNA relaciona-se diretamente
com o MSH-3, MSH-6 e MLH-1 (MutL Homolog-1)
através de um dominio denominado PIP-Box ex-
istente nessas proteinas do MMR. Tais regides, quan-
do mutadas, quebram a interagdo com o PCNA in
vitro e confere um fendtipo mutante in vivo (LEE;
ALANI, 2006). Segundo, o anel do PCNA exerce a
fun¢ao de orientagido para a distingdo da fita molde e
da fita nascente pelas proteinas MMR. Isso permite
uma maior concentra¢ao das proteinas MMR na fita
nascente, potencializando a eficiéncia do sistema
de reparo (UMAR et al., 1996). Outro mecanismo



proposto sugere que o PCNA livre aumenta a capaci-
dade dos complexos MMR em reconhecer a presenca
dos mismatches nas fitas do DNA (FLORES-ROZAS
et al., 2000).

Algumas propostas tentam explicar as vias pe-
las quais o dano do DNA reconhecido pelas proteinas
MMR podem ativar o checkpoint do ciclo celular e a
apoptose. Proteinas MMR sinalizariam diretamente
a existéncia de um dano no DNA e, posteriormente,
recrutariam algumas outras proteinas que ativariam
o sinal de ativagdo que permite um ou mais check-
points no ciclo celular (STOJIC et al., 2004; YAN et
al., 2003; O'BRIEN; BROWN, 2006). Por outro lado,
em relagdo aos mecanismos apoptdticos, estudos re-
centes tem sugerido que a agdo mutagénica do Bcl-2
provavelmente esteja relacionada a habilidade dessa
proteina em suprimir a expressao do gene MSH-2. O
mecanismo utilizado pelo Bcl-2 para a inativa¢ao do
pRb e a subsequente nio liberagdo do fator de tran-
scricdo E2F estaria relacionado a nédo transcri¢ao do
MSH2 (YOUN et al., 2005).

Deficiéncia do sistema MMR

A maioria das mutagdes genéticas é deletéria
para as células, causando uma perda funcional par-
cial ou total dos genes. Agentes fisico-quimicos de
natureza exdgena, tais como, luz UV e cigarro, bem
como metabolitos reativos de origem enddgena (es-
pécies oxigénio e nitrogénio reativos) contribuem
para o acumulo de danificagbes no DNA por um
periodo prolongado. O DNA danificado, ndo haven-
do o reparo, possui um alto potencial de acarretar o
desenvolvimento de neoplasias em células germinati-
vas e/ou somaticas.

Estudos bioquimicos e genéticos caracteri-
zam os efeitos das alteracoes em MMR responsaveis
por promover defeitos no sistema de reparo do DNA
em canceres. As mutagdes dos genes MMR pro-
movem instabilidade microssatélite em alguns tipos
de cancer. No entanto, estudos demonstraram que
tumores positivos para a instabilidade microssatélite
possuiam defeitos no sistema de reparo mismatch,
ndo apresentando mutagdes nestes genes. O silencia-
mento epigenético do hMLH1 (MLH1 humano), via
hipermetilagdo da sequéncia promotora, tem uma
forte relacao com a diminuic¢do da atividade de repa-
ro. Muito embora, a hipermetilagao do gene hMSH2
¢ raramente observado em tumores que apresentam
instabilidade microssatélite (GRADY; MARKOW-
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ITZ, 2002; KANE et al., 1997).

A perda da expressao in vitro dos complexos
MLH1 e MSH2 foi frequentemente encontrada em
células tumorais, apresentando resisténcia a agentes
quimicos. A caracterizagdo da tolerdncia a agentes
alquilantes por células deficientes em MMR tem di-
recionado implicagbes importantes nos processos
quimioterapicos em pacientes com céincer colorre-
tal hereditdrio nao-poliposo e instabilidade micros-
satélite (PELTOMAKI, 2003). Estudos indicam que
diferentes niveis de expressao de MLH1 e MSH2
podem estar associados a resposta de resisténcia a
drogas de cardter citotdxicos.

DISCUSSAO

A perda de reparo MMR resulta em instabi-
lidade microssatélite e no acimulo de muta¢des em
proto-oncogenes ou genes supressores de tumor que
pode culminar com o desenvolvimento do céncer
(NUNN et al., 2003). Tem sido observado que tu-
mores com perda de expressio da proteina MSH2
apresentam alta frequéncia de instabilidade micros-
satélite (MARCUS et al., 1999; THIBODEAU et al.,
1996). Em um estudo com cincer de mama, houve
diminuigdo da expressio de MSH2 relacionada sig-
nificativamente com metdstases linfonodais, alto grau
de malignidade e invasividade (LEUNG et al., 1999).
Foi identificado que a perda de expressao de MSH2
associa-se a presenca de nodulos metastaticos e es-
tagios menos diferenciados no carcinoma de células
escamosas de esofago (UEHARA et al., 2005). Além
disso, pacientes com menor expressio de MSH2 ex-
ibem estagios clinicos mais avancados, associados
com o aumento de instabilidade microssatélite. En-
tretanto, maior imunomarca¢io dessa proteina es-
teve significativamente relacionada a estadiamentos
tumorais mais severos de adenocarcinoma colorretal
(LANZA et al., 2002). Em um estudo experimen-
tal, camundongos foram expostos a benzopireno, e,
posteriormente, identificadas as respostas de acordo
com os grupos de estudo. Foi verificado que os ca-
mundongos knockout para o gene MSH2 desenvolv-
eram linfoma quando expostos a esse agente alqui-
lante (ZIENOLDDINY et al., 2006).

O melhor modelo proposto para explicar a
atuagdo do sistema MMR na ativa¢ao de apoptose,
apos a radiacgdo, decorre da oxidagdo de residuos de
guanina induzidos pela radiagdo, o que resulta na
produgao de adutos mutagénicos (CHEN et al., 2001)
que irdo ser reconhecidos pelo sistema MMR (NI et
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al., 1999). O reconhecimento no sitio do dano por
esse sistema leva a fosforilacdo, e, consequentemente,
ativagao de CHK2 (Checkpoint homolog). A ativagao
de CHK?2 facilita a fungdo checkpoints de um com-
plexo de proteinas (MLH1, MSH2, BRCA1, NBS1 e
ATM) no sitio do dano do DNA, podendo acarretar
na sinalizagdo de vias apoptdticas (BROWN et al.,
2003).

O MMR tem sido associado como um fator
de prognéstico para resposta a quimioterapia em
diferentes tipos de tumores esporadicos e no cancer
colorretal, no entanto, o seu papel preditivo no car-
cinoma epidermoéide de cabega e pescogo, ainda, ndo
foi definido. Alguns estudos demonstraram que célu-
las deficientes no sistema de reparo por mismatch
apresentaram-se mais resistentes a radia¢ao ioni-
zante, uma vez que, essas células ndo entraram em
processo de apoptose em resposta a radiagdo (ZENG
et al., 2000; ZHANG et al., 1999). Varios estudos tém
apontado que além de apresentar fun¢ao de reparo
de erros pos-transcricionais, a proteina MSH2 tam-
bém ¢é requerida para a ativagdo de checkpoint da
fase S do ciclo celular em resposta a radiagdo ioni-
zante (BROWN et al., 2003).

CONCLUSAO

O conhecimento acerca do mecanismo de
reparo MMR estd em processo de crescimento ao
longo dos anos, embora a complexidade de suas vias
de sinalizagdo, ainda, permanece pouco conhecida.
A descoberta da resisténcia de células tumorigéni-
cas esporadicamente defeituosas em MMR a certas
drogas quimioterdpicas tem impactos significativos
na pesquisa do tratamento do cincer. Necessita-se de
um maior entendimento sobre a maquinaria MMR
no processo de reparo de dano, sendo importante o
conhecimento da fun¢do quanto a hidrolise de ATP,
ligagdes de nucleotideos e DNA via subunidades
MutS e MutL. Ha ainda a necessidade de se expandir
as investigacoes em relagdo aos mecanismos transcri-
cionais e pos-transcricionais pelos quais a expressio
das proteinas MMRs é regulada em células eucarioti-
cas. Pesquisas adicionais devem ser realizadas a fim
de se identificar seletivamente células deficientes em
proteinas MMRs. O entendimento desses mecanis-
mos, portanto, faz-se crucial para maior suporte no
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para
doencas relacionadas a essa via de reparo.
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