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Dano no DNA é uma alteracao
quimica da estrutura do DNA,
como por exemplo, quebras em
uma das fitas do DNA (causados
por oxidacao ou colapso da
forquilha de replicacdo) ou
dimeros de pirimidina causados
por luz UV (ligacao covalente
entre bases adjacentes que
distorce a dupla-hélice). Uma
lesdo pode ser reconhecida e
reparada. Mas, em determinadas
situacoes, ela pode gerar uma
mutacao, ou seja, uma alteracao
na informacao genética.

A Luz ultravioleta (UV)

é subdividida didaticamente
em trés faixas de acordo com

o comprimento de onda: UVA
(320-400 nm); UVB (280-320
nm) e UVC (100-280 nm). A
camada de ozdnio na atmosfera
terrestre absorve toda luz UVC
e grande parte de luz UVB e,
assim, o que atinge a superficie
terrestre € UVA e uma parte da
luz UVB. A por¢ao UVB induz
principalmente dimeros de
pirimidina no DNA enquanto a
toxicidade de UVA vem de danos
por oxidacao.

jogo “Resposta ao dano no DNA” é uma proposta
de atividade facilitadora do aprendizado que integra

conhecimentos de ciclo celular, danos no DNA, mutagénese

e cAncer. O jogo propde que o estudante de ensino superior

se coloque na posi¢io de uma célula com danos no DNA —

gerados por luz ultravioleta do sol — e que reflita sobre as

possibilidades existentes para evitar que se transforme em

uma célula tumoral.

DNA é uma molécula instdvel natu-
ralmente. Diversos agentes quimicos e
fisicos podem interagir com essa molécula e
modificar sua estrutura, gerando danos no

DNA — o que ameaga a estabilidade genémi-
ca. A luz ultravioleta (UV), por ser parte

integrante da radiagio solar, é o agente fisico
capaz de lesionar o DNA a que estamos mais
expostos e por esse motivo é o maior fator de
risco para cincer de pele. Porém, para que o
processo de tumorigénese aconteca, é ne-

Tumorigénese é um processo
de mdltiplos passos, em que a
progressao depende em uma
acumulacéo sequencial de
mutacdes em uma mesma célula.
Essas mutacoes resultam em
perda da homeostase tecidual

ja que as células transformadas
adquirem vantagens seletivas
pelo aumento da taxa de
proliferagdo, diminuicdo da
inducdo de morte celular, além
da criacdo de um microambiente
propenso ao crescimento.

cessirio que os danos no DNA sejam con-
vertidos em mutacoes. Para que isso acon-

Mutacao é a alteracdo da
informacdo genética através

de mudanca na sequéncia

de nucleotideos. Podem

ser causadas apenas pela
substituicdo de uma base
(Mutacao pontual), pela inser¢ao
ou delecdo de bases ou ainda
aberraces cromossémicas como
translocacoes cromossdmicas
gerando aneuploidias.

teca, a fase do ciclo celular em que a célula
se encontra é fundamental. Para fixar uma
mutagio pontual é necessiria a replicacio
do DNA (fase S). Aberragdes cromossdmi-
cas ocorrerdo caso quebras no DNA sejam
religadas em local inadequado e aneuploidias
ocorrerdo caso as quebras persistam até a

mitose e 0s Cromossomos nio sejam separa-
dos adequadamente. Devido a essa ameaca, a
evolugio selecionou vias enzimdticas capazes
de reparar de DNA, especificas para cada

tipo de lesio.

Porém, a resposta a0 dano no DNA vai mui-
to além da maquinaria de reparo. Existe uma
sinalizagio que desencadeia uma resposta
instantinea através de modificagdes pds-tra-
ducionais (fosforilagio, ubiquitinagio, me-
tilagdo etc.) em proteinas ji existentes, alte-
rando sua fungio ou localizagio celular. Uma
segunda resposta, um pouco mais demorada,
envolve modulagio da expressio génica com
aumento ou diminui¢io da transcrigio ou es-
tabilidade do RNAm alvos. Essas respostas
culminam em paradas no ciclo celular (che-
ckpoint) — evitando catistrofe na replicagio
ou na mitose — além de mecanismos de to-
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lerdncia ao dano na fase S (sintese trans-
lesd@o) e maior eficiéncia de reparo. Como

divididos em 3 filas indianas de frente para o
projetor. Cada estudante representa uma cé-

tltima estincia, uma sinalizagio de dano
mais persistente pode levar A senescéncia ou
apoptose, evitando tumorigénese.

No Curso de Difusio intitulado “Respostas
aos danos no DNA — Implica¢oes em enve-
lhecimento e cincer’, oferecido para gradu-
andos da drea de satde (Ciéncias Bioldgicas,
Biomédicas, Farmacia e Bioquimica, Medici-
na, Biotecnologia), realizado no Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo foi criada, como parte da disciplina,
uma atividade lidica que busca integrar co-
nhecimentos de ciclo celular, danos no DNA,
mutagénese e cincer, as vezes tratados como
tépicos nio relacionados. A atividade enfati-
za a diferenca entre dano no DNA e muta-
¢d0, além de fazer com que o aluno reflita na
melhor resposta celular - dependendo de que
fase do ciclo celular ela se encontra - frente a
possibilidade de acumular mutagoes e sofrer
transformagio.

O jogo oferece uma oportunidade inova-
dora de integrar e discutir conceitos apre-
sentados em aulas teéricas previamente
ministradas com a temdtica de Mutagdes e
Reparo de DNA para alunos de graduagio
de disciplinas como Biologia Molecular, por
exemplo.

COMPONENTES DO JOGO

+ Projetor multimidia para apresentagio
(em PowerPoint) das Regras do Jogo (qua-
dros 2 e 3) e da Dinimica do Jogo (qua-
dros 4 a 7). A referida apresentagio pode
ser obtida neste link.

+ 110 cartoes de danos no ‘

DNA causado por UV

+ Todos os cartdes devem ser previamente

+ 94 cartoes de
Mutagio

+ 46 cartdes de Dupla-
-quebra no DNA

impressos a partir do anexo 1 e recorta-
dos para uso em aula.

PLANEJANDO A ATIVIDADE

A atividade deve ser realizada com um grupo
de, no maximo 20 estudantes (ou 20 duplas),

lula irradiada com luz solar e inicia o jogo em
uma das fases da interfase (G1, S ou G2). A
propor¢io das fases entre os estudantes deve
ser de 2:2:1, respectivamente (8 em G1; 8
em S e4em G2).

O objetivo do jogo é que a célula (estudante)
ndo acumule mutacgées e nio se transforme
em um tumor. O jogo contém 110 telas com
acdes para progressio no ciclo celular (Fig.
1) projetadas em PowerPoint e inicia-se com
o primeiro aluno da fila G1 escolhendo qual-
quer a¢io correspondente 4 sua fase no ciclo
celular. Se o participante progredir no ciclo
celular, ele se dirigird ao final de sua nova fila
(no caso, fase S) e esperard a vez de escolher
uma nova agio. Entio, serd a vez do préximo
estudante da fila, escolhendo sua agio. Caso,
ap6s a agio, ele nio consiga passar para a
préxima fase do ciclo, ird para o fim da fila
e esperard a vez. A sequéncia de escolha é de
2 participantes na fila G1, seguidos por 2 na
fila S e 1 na fila G2, entio, a escolha retorna

a fila G1.

REGRAS DO JOGO

1. Cada participante (ou dupla) é uma cé-
lula progredindo no ciclo celular.

2. O objetivo do jogo é progredir no ciclo
celular e ndo virar tumor.

3. Transforma-se em tumor quando 5 mu-
tacoes sio acumuladas.

4. Todas as células comegam o jogo com 5
lesdes causadas por luz UV solar.

5. As lesdes causadas por luz UV solar
podem ser transformadas em lesées de
dupla-quebra no DNA (isso acontece
devido 4 persisténcia do bloqueio da for-
quilha de replicagio).

6. Em cada rodada, o participante da vez
escolhe uma a¢do para lidar com o pro-
blema dos danos no DNA e prosseguir
no ciclo. As opg¢bes variam entre ativar
diferentes vias de reparo de DNA, mo-
dular a resposta ao dano no DNA, in-
duzir morte celular por apoptose ou
simplesmente prosseguir para a préxima
fase do ciclo sem nenhuma resposta ce-
lular. Assim, o participante na fase G1

Sintese Translesao - Danos
causados por luz UV promovem
grandes distor¢des na estrutura
do DNA e promovem um
bloqueio fisico das maquinarias
de replicacdo do DNA. Porém,
se a forquilha de replicacao
persistir bloqueada pelos
dimeros de pirimidina, podera
ocorrer o colapso e a conversao
em duplas-quebras no DNA.
Como forma de evitar esse
bloqueio desastroso e continuar
a replicacdo, as células podem
recrutar polimerases alternativas
— mais propensas a erros, mas
com capacidade de replicar um
dano no DNA. A consequéncia,
entretanto, € uma maior chance
de mutagénese.
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pode escolher: Reparo por excisio de
Nucleotideos (NER), cartio 1; ou NER

cartdo 5; ou Ativagio de checkpoint, car-

Figura 1.

Telas em Power Point com
escolha das acodes do Jogo
Resposta ao dano no DNA.
Existem diferentes possibilidades
de escolha dependendo da fase
do ciclo celular. Em G1, pode
ocorrer Reparo por excisdo de
nucleotideos (NER) para dimeros
causados por UV; Reparo por
excisao de bases (BER), para
reparar bases oxidadas como
consequéncia da radiacdo solar;
Ativacao de Checkpoint (Chk),
para continuar na mesma fase do
ciclo; Modular Expressao Génica
(Ex Gén), para responder de
maneira mais eficiente ao danos;
Ligacdo de extremidades nao
homélogas (Non homologous
end-joining -NHEJ), para reparos
de duplas-quebras quando ndo
se tem cromatide irma; Ativar
Apoptose (Apopt), para sacrificio
celular; ou Progredir direto a
fase S (Ira’s), sem querer ativar
nada. Na fase S, pode ocorrer
Sintese Translesao (TLS), para
progredir evitando bloqueio

na forquilha de replicacao;
Recombinacao Homéloga (Rec
Hom), pois em fase comeca

a sintese da cromatide irma; e
Remodelamento da cromatina
(Cromat), para auxiliar em um
reparo mais eficiente, além da
proguessao direta a fase G2 (Ir
a G2), em que além de todas
opcoes, é possivel tentar entrar
em Mitose sem ativar nada
(Mitose). (Uma stimula da
teoria passara para o inicio da
atividade).

tdo 2, e assim por diante. Na fase S, sur-
ge também a opgio de Sintese translesio
e Remodelamento de Cromatina.

7. Para remover cada tipo de lesio deve-se
escolher a acdo apropriada, incluindo a
via de reparo correta. Assim, para quem
tem lesio de dupla-quebra no DNA,
de nada adianta escolher a via de repa-
ro por excisio de nucleotideos (NER),
por exemplo. Nas fases G1 e S, escolhas
adequadas tém maior chance de obter
um cartdo de sorte, enquanto que es-
colhas inadequadas, maior chance de
azar e acimulo de mutagdes. Assim, a
estratégia de que agdes tomar de acordo
com a situagio é determinante para uma
progressio sem mutagdes no DNA. Em
G2/M, os cartdes sio de Pergunta e Res-
posta assim, para conseguir o beneficio
do cartio, é necessirio acertar a questio,
O professor coordenard a leitura das
perguntas e revelard a resposta, auxilian-
do o aluno a decidir sobre como deveri
fazer (ganhar uma mutacio, remover
danos no DNA, progredir no ciclo ou
manter-se na mesma fase, indo para o

fim da fila)

8. Os beneficios podem ser a remogio de
lesdo ou entdo um boénus, que multiplica
o reparo conseguido na rodada seguinte.
Assim, se uma célula conseguir o Bénus
Reparo x3 em uma rodada e conseguir
ativar reparo NER em uma rodada se-
guinte, a remog¢io de lesdes serd tripli-
cada, ao invés de reparar 1 dano; serio
reparados 3 danos no DNA. O bénus de
reparo pode ser guardado e utilizado no
momento desejado, podendo inclusive
ter valor acumulativo.

9. Apds a escolha da agio, a célula pode
avancar no ciclo ou manter-se na mes-
ma fase mais uma rodada, dependen-
do da consequéncia da agio escolhida
Caso permaneca, o participante deverd
dirigir-se ao final da fila de sua fase ce-
lular. Se permanecer a rodada em fase S,
acumula-se automaticamente mutagdes
proporcionais as lesoes:

5 ou 4 lesdes causadas por UV solar = 2
mutagoes pontuais;
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3 ou 2 lesdes causadas por UV solar = 1
mutagio pontual;

Se passou por mitose com 1 lesio dupla-
-quebra nio reparada = Aneuploidia
(equivalente a 3 mutagdes)

10. O vencedor do jogo é a célula que, apds

o término dos cartdes, ou ap6s um nu-
mero de rodadas predefinido, sobreviveu
sem se transformar em tumor (medalha
de OURO). Aqueles que impediram tu-
morigésese através de morte celular ou
senescéncia ficam com o prémio de con-
solagio (medalha de PRATA); enquanto
que os perdedores sio aqueles se trans-
formaram em tumor. Ainda, sugere-se
a criagio de prémios de destaque, com
a premiagio de bombons, por exemplo,
para estimular as células a progredirem
no ciclo e tentarem reparar todas lesoes:

PREMIO REPLICADOR - aquele

que completou mais mitoses

PREMIO HOMEOSTASE - aquele

que terminou com menos lesdes

PROCEDIMENTO
PARA O PROFESSOR

1.

>

3

-

Imprimir, com antecedéncia, o Anexo 1 e
recortar Lesdes UV (2 paginas), Lesoes
Dupla-Quebra (1 pigina) e Mutagdes (2
paginas).

Garantir projegio para o dia do jogo, para
apresentacio do Anexo 2, com explicagio
das regras para os alunos e cartdes de es-
colha.

No dia do jogo, apés explica¢io do jogo,
distribuir 5 lesées UV a cada um dos
participantes e dividi-los em 3 filas (G1,
S, G2)

Coordenar a escolha dos cartdes, indi-
cando que agdes o aluno pode escolher.
Apés a escolha, o professor deve clicar na
respectiva escolha e ler a consequéncia ou
a pergunta (para revelar a pergunta, bas-
ta clicar no botio “Resposta” quando em
modo de apresentacio). Para voltar 2 tela
com as opgdes de escolha € s6 clicar no bo-
tio “Voltar”. Em seguida, deve distribuir e
recolher as lesdes no DNA e mutagdes do
Anexo 1 correspondentes A consequéncia

(lembrando-se de verificar bénus). Por
fim, deve guiar o aluno para qual fila deve

seguir.

5. O professor deve ficar atento para saber

se 0 aluno possui lesdes de dupla-quebra
quando entrar em mitose ou lesdes cau-
sadas por luz solar em fase S, que nio fo-
ram reparadas ao término da rodada, para
entdo distribuir mutacdes adquiridas de
maneira adequada. Aconselha-se um mo-
nitor para auxiliar a distribuir lesdes e
mutagoes.

6. Alunos que virarem tumotr ou morrerem,

saem da fila e nio jogam mais. O fim do
jogo pode ser de acordo com um tempo
determinado ou quando acabarem as op-
¢oes de agdes — ji que uma agio nio pode
ser escolhida 2 vezes. Entio, o professor
conta quantos sobreviveram, quantos
morreram e quantos viraram tumor, po-
dendo preencher a tela final (Por exem-
plo: com 20 participantes, ao término do
jogo, 10/20 sobreviveram; 6/20 viraram
tumor e 4/20 entraram em apoptose ou
senescéncia). Como sugestio, pode-se se
dar um prémio (como um chocolate) ao
sobrevivente que passou por mais mitoses
e 20 que terminou com menos lesdes. Por
fim, o professor comenta sobre quais es-
tratégias foram mais vantajosas, retoman-
do os conceitos tedricos e faz uma reflexio
sobre a atividade.
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REFLEXAO SOBRE
A ATIVIDADE

Cada aluno comega com 5 lesdes causadas
por luz solar e deverd refletir o que serd
mais adequado para nio acumular muta-
¢oes. Assim, um ponto crucial é diferenciar
lesio no DNA e mutagio. No caso de da-
nos causados por UV, muta¢des pontuais
ocorrem principalmente quando o DNA
lesionado ¢ replicado. Por ser um proces-
so semiconservativo, o DNA a ser sinteti-
zado usa o DNA lesionado como molde,

aumentando-se a chance de incorporagdes
errOneas de bases, alterando a informagio
genética e gerando uma mutagio. No caso
de dupla-quebrano DNA, nio é necessério
replicagio para gerar uma mutagio, jd que
translocages e inversdes ocorrem quando
fragmentos sio ligados de maneira incorre-
ta, resultando em rearranjos cromossomi-
cos, como no caso da ocorréncia de repa-
ro que liga extremidades nio homdlogas.
Porém, o maior perigo para a estabilidade
gendmica ocorre quando hd persisténcias
de quebras durante a mitose e separagio
desigual dos cromossomos durante a and-
fase, o que resultard em aneuploidia. Como
consequéncia, a tumorigénese ¢ acelerada,
j& que por afetar cromossomos inteiros,
existe potencial de gerar mais mutagdes e,
assim, aumenta a chance de mais genes su-
pressores de tumor serem afetados .

Além disso, lesio de um tipo pode se trans-
formar em outra. Dimeros de pirimidina
bloqueiam a DNA polimerase e podem
gerar quebras no DNA quando a forquilha
de replicagio sofre colapso. Assim, a me-
lhor alternativa para a célula nio depende
s6 do tipo de lesio, mas também da fase do
ciclo celular em que se encontra. Durante a
replicacdo com danos, existe o risco de blo-
queio da replicagio com as DNA polime-
rases mais fiéis, com menor taxa de erros,
devido ao sitio catalitico mais restrito. Sera
melhor tentar reparar em fase S ou fazer
sintese translesio e reparar em G2? Para
uma célula, o pior cendrio é a presenca de
lesGes em fase S, pois além de aumento do
ntimero de mutagdes pontuais, aumenta-
-se a chance de converter um dimero em
quebras no DNA, lesées estas que geram
maior instabilidade genémica e sio mais
letais a célula.

Mas a resposta ao dano nio envolve apenas
reparo de DNA. Antes de tentar reparar os
danos logo no comeco e prosseguir no ciclo
celular, a célula se prepara para tal situagio
com modulagio da expressio génica (fato-
res de transcrigio como p53 sio ativados e
induzem a produgio de mais proteinas de
reparo como XPC no Reparo por excisio
de nucleotideos e de proteinas que contro-
lam o ciclo celular como p21) e remodela-
mento de cromatina (modificagio pds-tra-
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ducionais em histonas; como a fosforilacio
da histona H2AX facilita o recrutamento
de proteinas de reparo), além de ativagio
de checkpoints (parada no ciclo celular pro-
porciona mais tempo para reparo e impede
replicagio ou mitose com danos no DNA).
Assim, os participantes com estratégia de
primeiro ativar checkpoints e modular ex-
pressio génica e s6 depois reparar o DNA,
conseguirdo maior éxito na remogio e, as-
sim, diminuirio a chance de mutagées e tu-
morigénese. Assim, alunos na fase Gl e¢ S
nio dependerio somente da sorte ou azar
com a escolha do cartio, ji a escolha da es-
tratégia é determinante para seu sucesso
no jogo. Um aluno em fase S que escolhe
reparar, quase certamente permanecerd em
fase S na rodada seguinte e ganhard muta-
¢oes por isso. Aquele aluno que perceber
que a melhor estratégia é fazer a sintese
translesio e sair da fase S para remover as
lesGes em G2 se saird bem melhor, na mé-
dia, mesmo existindo carta de azar. Além
disso, com o passar das rodadas, os cartdes
vio se esgotando, portanto quem demorar
para escolher a melhor estratégia sera for-
¢ado a escolher cartées inadequados e terd
a disposi¢do mais cartas de azar.

Por fim, a sinaliza¢do pode ativar senescén-
cia ou morte celular em dltimo caso, quan-
do quantidade de lesdes é elevada. Durante
0 jogo, se ha muitas lesdes e j4 se acumula-
ram 4 mutagdes, é melhor reparar o dano
ou ativar apoptose? A célula nio consegue
identificar se tem muitas mutagdes e estd
perto de virar um tumor, como na nossa
atividade lddica, mas indica que existe uma
sinaliza¢io em relagdo aos danos que pode
ser acionada em dltima estincia, o que evi-
ta um desastre ainda maior. Afinal, célula
morta, ndo vira tumor.
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Danos por UV solar
Imprimir 2 vezes

SRR NE N
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Dupla quebra
do DNA

Imprimir 1 vez
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