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Por que estudar agentes mutagénicos?

Somos constantemente expostos a diferentes substGncias quimicas, muitas
vezes uma uUnica substancia per se ndo seja carcinogénica, mas a
exposicdo a um conjunto dessas substdncias podem perturbar os
mecanismos celulares que reconhecem essas exposicoes ambientais e
eliminariam antes que ocorra o dano ao DNA.

Agentes mutagénicos afetam a integridade estrutural do genoma, € como
consequéncia podem resultar em disturbios de uma ou mais redes
metabolicas que regulam varios aspectos das funcoes celulares. Isso pode
ser responsavel pelas doencas genéetficas.

Humanos sGo expostos a agentes fisicos e quimicos e existe um periodo de
laténcia entre a exposicdo e o aparecimento de cancer ou outras doencas
adquiridas.



Bomba Atomica em
Hiroshima e Nagasaki, 1945
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Acidente de Chernobyl (Ucrania), 1986

400 x mais radiacdao que BA Hiroshima

Explosao de um reator de energia nuclear e liberou material radioativo atingindo
Inglaterra, Europa Ocidental, Escandinavia e Unido Soviética. De 15 mil a 80 mil
mortes




Rompimento da Barragem de Rejeitos
em Mariana, 2015 e Brumadinho, 2019

Mariana: drea total = 1469 hect. (663 Brumadinho: drea total 290 hect.,

km ge rios e corregos) e destruicdo do  contaminacéo de recursos hidricos e solo
Rio doce.



Como as mutacoes podem ser introduzidas?

O Erros na replicacdo do DNA.

O Falhas nos sistemas de reparo do DNA

O Mutacbes espontaneas (depurinacdo, desaminacdo e mudancas
tautomeéricas).

O Agentes Fisicos (Ex. Radiagao, luz ultravioleta).

O Agentes Quimicos (Ex. Carcin6genos).



AGENTES MUTAGENICOS

Cellular UV Light lonizing Chemical Replication
Metabolism Exposure Radiation Exposure Errors

Cell Cycle Checkpoint Transcriptional DNA Repair Apoptosis
Activation Program Activation + Direct reversal

+ Base excision repair

* Nucleotide excision repair

* Mismatch repair

+* Double strand break repair
* Homologous recombination
* Non-homologous end joining




AGENTES MUTAGENICOS

Mutagens : types, effects and examples

Mutagens

Carcinogens

Clastogens

Teratogens

Non-specific
mutagens

Effects

Carcinogenesis
and tumor
formation.

Chromosome
breaks, deletions,
rearrangements.

Congenital
malformations.

Non-specific
damage to the
genetic material.

Examples

Chemical : Aflatoxins
Biological : Retroviruses
Physical : X-ray lrradiation

Chemical : Bleomycin
Biological : HIV virus
Physical : UV waves

Chemical : Valproate
Biological : Toxoplasma gondii
Physical : X-ray irradiation

Chemical : Innumerable types
Physical : X-ray irradiation
Biological : Toxoplasma, Viruses



MUTACOES ESPONTANEAS




MUTACAO ESPONTANEA

DEPURINACAO

DESAMINACAO

MUDANCAS TAUTOMERICAS

DANO OXIDATIVO

TRANSPOSONS



1. DEPURINACAO

< Remocao de uma base purina (adenina ou guanina) de um
nucleotideo, deixando o arcaboucgo de acucar-fosfato intacto .

1 4 2 4

= C : G = - C:G ==

| T,t:\'tz\‘T Que tipo de | TAAT/
C:G== mutacao? C. ==

== G:C == G:C

3’ 5’ 3 5’

<> Quando o DNA se replicar, qualquer nucleotideo pode ser inserido no
lado oposto da posicao vaga.
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1. DEPURINACAO

Replicacao do DNA /
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Depurinacao € sempre espontanea?

O Nao, pode ser induzida por agentes quimicos mutagénicos.

< Exemplo: Aflatoxina B,.

Guanina Aflatoxina B,
O O
| |
HO | |
o J N— »'i
|
HIN b O U ¥ 0CH,
HoN N . ,
Arcabouco
do DNA

Aflatoxina B1 — micotoxina produzida por fungo



2. DESAMINACAQ: DEFINICAO

O Que é desaminacao?
1 Perda de um radical amina.

Quais bases apresentam radical amina?

NH, NH,

Citosina (pirimidina) Adenina (purina)



DESAMINACAO: DEFINICAO

O que acontece na desaminacao da citosina?

NH, 0
e
N/gO N~ "0
H H

Citosina (pirimidina) uracil (pirimidina)



DESAMINACAQO: EXEMPLO

1

/ {l\;[% — %Ili-lll- - II% X transcription

" TAG — GCA — AAC 5'  + translation
¢ Hydrolytic deamination

» |-1-L

o'

SATCCTTTG,
wim INI§ Arginine is replaced
¢ Next replication
<3 'ﬁ\.lll—% - % /|}.|||— - -Illulll—%' ' transcription _—
3" TAG — GliA — AAC 5°  + translation



DESAMINACAO

Qual o tipo de mutacao induzida por desaminacao da citosina?

\ ¢
Co = TA

Transicao




Desaminacao é sempre espontanea?

O Nao, pode ser induzida por agentes quimicos mutagénicos.

{- Exemplo: Acido Nitroso.

H
/

H OeeceeH—N N
H /C\N HN03 / \ Y
N’~< E—) H—/U N—HeeoooN" A N
/ 0 N4—< >:N
/

0O H

H

Citosina

- Uracila Adenina



Desaminacao pode ocorrer em outra base com radical amina?

< Sim. Exemplo: Adenina

NH, o
N
N XN N Ny /fNH
GW— oA
. _ . P N~ N7 ONH,
. N . N
| Adenina | Hipoxantina guanina (purina)

TCAAIY G cdenna. ICHIAID Al - VAV
———— =
AAVIIOE s ACITA



DESAMINACAO DA ADENINA

THATR ___  TGA®
ACTIA, ACTIA,
@

Qual o tipo de mutacao induzida por desaminacao da adenina?

Transicao

Al = 6C




3. MUDANCAS TAUTOMERICAS:
PURINAS

Comum Rara
FORMA ’ O
N N Mudanga tautomenca N
evou | (T “
HoN N l\ll Guanina
Agucar Agucar
Forma ceto Forma enol
FO RMA /,“ Mudancga tautomerlca *
I M I N O Adenina
Agucar At;ucar

Forma amino Forma imino



3. MUDANCAS TAUTOMERICAS:

Comum Rara
FORMA 0 OH
ENOL : >N CHs Mudanga tautomérica NZ CH,
T - 1
o) N . Timina 0 N =
I I
Agucar Agucar
Forma ceto Forma enol
NH NH
FORMA a y y
NZ Mudanca tautomérica N
IMINO J\ | > * |
@) N H Citosina @) N H
I |
Agucar Acgucar
Forma amino Forma imino



MALPAREAMENTO DEVIDO
MUDANCAS TAUTOMERICAS

H,C O —HO)
HﬂN---H—N N

/N { Acgucar /N

Actcar O H—N\ Aclcar

H
Timina (enol) Guanina (ceto) Citosina (imino)  Adenina (amino)

0 Mudancas tautoméricas causam pareamento atipicos entre os
nucleotideos que levam a mutagdes de substituicao de par de base apos

a replicacao.



4. DANO OXIDATIVO: AGENTES
OXIDANTES

0 Os subprodutos dos produtos celulares, por exemplo, gerados
durante a respiracao aerobica normal:

SUPEROXIDOS (0,)

RADICAIS HIDROXILA (OH)

PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)

¥

SAO ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO



RADICAIS LIVRES E LESOES NO DNA

FORMATION OF FREE RADICALS
E ;’o“’ : "
- »
2




ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM

PURINAS
H\
>—H — >=0
NH2 N an
Guanina 8-Oxoguamna

Espécies

WGAT e WOROGAT
INCILR E N [



ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM
PURINAS

LOTOGAT _ WOTOGAR  WPAT
A @R A ATA T AR

\
GC =  TA




5. TRANSPOSONS

[ Repetitive DN A ]

Highly repetitive

Satellite DN A

[: Moderately repetitive ]

Tandem Repeats

[ Minisatellites ] [ Megasatelﬁtes] [ Microsatellites ]

Hypervariable | | Telomeric

Subtelomeric

.Interspersed Repeats

- RNA ~ DNA
transposons transposons

Dinucleotide repeats

L1 Alu



TRANSPOSONS NO GENOMA HUMANO

LINEs

SINEs

Retrovirus-like
elements

DNA
transposon
fossils

Classes of interspersed repeat in the human genome

Autonomous -

Non-autonomous

Autonomous |-

Non-autonomous

Autonomous

Non-autonomous

Length Copy
number
ORF1__ ORF2(po)  \ap 6-8 kb 850,000
A B
H— AAA 100-300 bp 1,500,000
gag pol (env) r— 6=11 kb
} 450,000
%Y e 1.5-3 kb
‘_ transposase < 2_3 kb
} 300,000
— = 80-3,000 bp

Fraction of
genome

21%

13%

8%

3%

Lander et al, 2001 15 Fev. Nature 409:860



CONSEQUENCIAS DOS TRANSPOSONS
MOVENDO PARA NOVO LOCAL

transposon
1

DNA gendmico O_E E )

sitio antigo sitio novo

deslocamento sem duplicagao J deslocamento com duplicagéo

‘ 1
/’,\
Q { )< - o= )

remogao do sitio antigo e copias do elemento
inser¢gao em um novo sitio nos sitios antigo e novo

REGIAO CODIFICADORA: ALTERAR A FASE DE LEITURA
OU CRIAR UM STOP CODON

INSERIR EM REGIOES REGULADORAS

ROMPER A EXPRESSAO GENICA

GERAR DANOS CROMOSSOMOMICOS: QUEBRAS DE FITA
DUPLA OU TRANSLOCACOES ETC..




EXEMPLO: RETROTRANSPOSON LINE E
HEMOFILIA A

XHY XHXH

A
]
e
N
el
—

Xhy




EXEMPLO: RETROTRANSPOSON LINE E
HEMOFILIA A

Mutacao: Exemplo insercao L1 no gene FVIII

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 kb

IvS§-10 Exon 11
L 3! Patient JH"25

1450 516 bp

5 ... ACTTTTT{AAAAAAATTGT‘ITIGAATJ —~»Agg lAAAAAAATTGTT‘I’IGAATpTTAAAA -
H L1 L H

Kazazian, H. H., et al. Haemophilia A resulting from de novo insertion of L1 sequences
represents a novel mechanism for mutation in man. Nature 332, 164-166 (1988)



AGENTE MUTAGENICO
QUIMICO




DEFINICOES

O Que é Agente Mutagénico?

O Qualquer agente quimico capaz de aumentar de forma significativa a
taxa de mutacao acima da taxa espontanea.

Quais a principais classes dos agentes mutagénicos quimicos?

1 Analogo de Base
1 Agente Alquilante

. Agentes Intercalantes

1 Agentes que dependem da ativacao metabolica: Hidrocarbonos
policiclicos aromaticos (HPA) e aminas heterociclicas (HCA)



A PARTIR DE 2005: CLASSIFICACAO DAS
SUBSTANCIAS QUIMICAS

1 Carcinogénicas para humanos
1 Sugestiva evidéncia de potencial carcinogénico

d Informacao inadequada para assegurar
potencial carcinogénico

 Provavelmente nao carcinogénico para humanos



O Que é Analogo de base?

B Definicao: Substancia quimica com estrutura semelhante a de
qualquer uma das quatro bases padrdo do DNA.
Er

CH;
RS o) H o) H
- §-Bromovracil R S
N N
- Tf S
Com mwta frequéncia I

transforma-se na Thymine 5-Bromouracil gieto form)
forma endlica.

O—H- - -0

z/_{N—H---N/ \N?\R ?_<N——-HN \!R

=
R

O O---H N

5-BrU (keto) Adenine 5-BrU (enol) Guanine



COMO INDUZEM DANOS NO
DNA




Analogo de base

Qual o tipo de mutacao?

Na forma endlica realiza o pareamento atipico com guanina. Apos a
replicacao do DNA, G faz pareamento com C. Isso gera transicao T .
AparaC.G

H
gr O---H—N O—H---0

ﬂN—H——-N (_<N———H N \;R

N
R

O R O- - -H— N
H
5-BrU (keto) Adenine 5-BrU (enol) Guanine



O Que é Agente Alquilante?
W Substancias quimicas que doam grupos alquila, como metila (CH3) ou
etila (CH3-H2) as bases dos nucleotideos.

1 Etilmetilsulfonato — adiciona grupo etil a guanina. O6-etil guanina no
proximo ciclo de replicacdo pareia com Timina.

H;C—CH, |
\ |
H N O H N O ()\\ CHs
N~ ;/// N N /
it EMS G \
N G N~—H _NE / NeesssoesoH—N T H
" ¢ —— | & \ >» .
H H | Al Lleosoe O '

Qual o tipo de mutacao? Timina

@b |:> A |_| Transicao



O Que é Agente Intercalante?

B Substancias quimicas que produzem mutacdes ao se intercalarem
entre as bases adjacentes no DNA.

® Exemplo: Proflavina, laranja de acridina, brometo de etideo —
distorcen — "" T provocam

insercoes  Qual o tipo de mutagéo? licagao .

Indel: Insergao ou dele¢cao de um unico nucleotideo
CH,

CH,
H = Bases
N 3 as
naf e " nitrogenadas
HoN N NH, N N N ~OCHjg Molécula
£ Chis Cl intercalada
N
Proflavina Acridina laranja ICR-191

A B



O Que sao aminas heterociclicas e hidrocarbonos aromaticos
policiclicos?

B Substancias que apresentam estrutura quimica de dois a cinco anéis
aromaticos fundidos formados a partir da combustdo incompleta da
matéria organica.

W Exemplos: benzopireno (produto da fumacga do cigarro),
benzantraceno, amina aromatica nafitilamina (utilizado a sintese de
corantes), antantreno (quinonas e hidroquinonas).




O Que sao aminas heterociclicas e hidrocarbonos aromaticos
policiclicos?

W Pro-carcinogénicos que requerem ativacao metabdlica e atacam o
DNA formando adutos ou levando a dano oxidativo.

Polycyclic aromatic hydrocarbons Aromatic amines
(PAHS)

=

NH,

Benzo|a)pyrene (B[a]P) B-naphthylamine (BNA)



Curva dose-resposta do carcinogénico conforme o tecido

—
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Bladder
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o
]

Liver

Tumor prevalence (%)

N
o
]

o
.

O
| b, 4 | | | |

20 50 100 200
2-acetylaminofluorene dose (ppm)

W A baixas doses induz cancer de figado e a doses elevadas céancer de
bexiga.



Daily dose giving cancer to 50% of animals (mg)

10000 1«—— Saccharin

1000 -

<—— Trichloroethylene

100 S Metronidazole

—t
o
|

0.1+

0.01

0.001 -+

<«— Methyl methanesulfonate
<—— Carbon tetrachloride

<—— Urethane

<—— Benzidine

<«— Tris(2,3-dibromopropyl)phosphate
<«—— 2-acetylaminofluorene

<—— Dibromochloropropane
<—— Propyleneimine
<— Dimethylnitrosamine

<—— 3-methylcholanthrene

<— Sterigmatocystin

<— Aflatoxin B,

POTENCIA
CARCINOGENICA
DOS DIFERENTES

QUIMICOS



AGENTE MUTAGENICO
FISICO
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Quais os principais Agentes F




CONCEITO ASSOCIADO COM
RADIACAO




AGENTES FISICOS

Quais as principais alteracoes da radiacao ionizante?

DNA double-strand breaks =——>»

DNA single-strand breaks ——>»

DNA base damage —>»

DNA-DNA crosslinks = c—‘r*
-~

\

D

A

H
— OH" |—>o
H

A

Indirect action

Photon

I .
' - e -~

/ \\

I
(@ )
\ /

\ 7/
~ -~

——

Photon

<—10/.\—>

«—20A——>

W R R W W R R W W W SRR R R R R W W W W W

| Direct action



AGENTES FISICOS

Quais as principais alteracoes da radiacao ionizante?

) Quebra da dupla-fita de DNA
) Rompimento de fita simples de DNA
1 Dano na base de DNA

) Ligacao intra-cadeia



AGENTES FISICOS

Quais as principais alteracoes da radiacao nao ionizante, como
radiacao ultra-violeta?

) Formacao de dimeros de timina



FORMACAO DE DIMEROS DE TIMINA

I Thymine

) bases
.

Sugar-phosphate
backbone

®

ot

Covalent
bonds

UV light

©

J1V

1

JV1DIVV




AGENTES FISICOS

Quais as principais alteracoes como resultado do calor?

T T T 111
AGTACGA
TCATGCT
| L1 1T T

2 Formacao de sitios apurinicos 1'- CI:
ATG
| |

\Calor

Sitios apurinicos
/ \
| \ |
T /T 1 [\
AGTAC A
TC' TGCT
[ T I
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