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Principais Topicos

1. Por que estudar agentes mutagénicos?

2. Agentes mutagénicos e efeitos desastrosos para
humanidade

3. Definicao e causas de mutacoes espontaneas

4. Definicao e causas de mutacoes induzidas

Agentes mutagénicos quimicos

Agentes mutagénicos fisicos

5. Exercicios



Por que estudar agentes mutagénicos na medicina?

Somos constantemente expostos a diferentes substancias quimicas, muitas vezes
uma unica substancia per se ndo seja carcinogénica, mas a exposicdo a um
conjunto dessas substancias podem perturbar os mecanismos celulares que
reconhecem essas exposi¢coes ambientais e as eliminam antes que ocorram danos
ao DNA.

Agentes mutagénicos fisicos, quimicos e biologicos afetam a integridade estrutural
do genoma, e como consequéncia podem resultar em disturbios de uma ou mais
redes metabolicas que requlam varios aspectos das fungées celulares. Isso pode
ser responsavel por varias doengas genéticas.

E importante também o conhecimento de que somos expostos a agentes fisicos e
quimicos na medicina e meio ambiente e existe um periodo de laténcia entre a
exposi¢cao e o aparecimento de cancer ou outras doencgas adquiridas.



2. Efeitos desastrosos para humanidade

Bomba Atomica em
Hiroshima e Nagasaki, 1945

Isétopo radioativo: Uranio

Isétopo radioativo: Plutonio 239



2. Efeitos desastrosoes para humanidade

Bomba Atomica em Hiroshima e Nagasaki, 1945
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Okuno E. Estudos Avancados 29:209 (2015)




2. Efeitos desastrosos para humanidade

Acidente de Chernobyl

Google
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E Bk 400 x mais radiagcao que BA Hiroshima

Explosao do 4° reator da Usina Nuclear Soviética e liberou material radioativo
atingindo Inglaterra, Europa Ocidental, Escandinavia e Unido Soviética (US).
Ocorreram 6.000 casos de cancer de tiredide, 4.000 fatalidades na US e entre 9.000 a
16.000 mortes na Europa.




desastrosos para humanidade

2. Efeitos

Rompimento da Barragem de Rejeitos
de Mineracao em Mariana, 2015 e
Brumadinho, 2019
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Brumadinho: area total 290 hect.,
contaminacao de recursos hidricos e solo.

Mariana: area total = 1469 hect. (663 km Liberagao de 12 milhdes de m? de rejeitos
de rios e corregos), destrui¢ao do Rio Apo6s 1 ano (2020) — niveis de Mn, Cu e Fe em
doce e lama no mar. 21 cidades muito acima dos limites da

legislagao.




2. Efeitos desastrosos para humanidade

Virus Zika — 2015 e 2016

2007-2009 2012-2014 2015 2015 2015 2016 2016 2016
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Em 2015, o virus foi identificado no Brasil e espalhou-
se para muitas cidades da Ameérica do Sul. Ha
evidéncias substanciais que o virus Zika pode ser
transmitido da mae para o feto durante a gestacéo.

Baby with Typical Baby with Baby with Severe
Head Size Moderate Microcephaly Microcephaly

Foi observado um aumento do numero de bebés com microcefalia nas mesmas
cidades onde o virus foi relatado (~4.300 casos de microcefalia).

Petersen, L.R.. New Engl. Med.374:1552 (2016)




3. Definigcdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

Mudancgas na sequéncia de nucleotideos do DNA
que aparecem nhaturalmente.

N&o existem agentes especificos associados com sua ocorréncia.

Podem surgir como resultado de um processo biologico ou quimico
no organismo que altera a estrutura das bases nitrogenadas.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Capitulo 15



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontianeas

1. Erros na replicacédo do DNA

2. Mudancas tautomeéricas
3. Depurinacédo e desaminacao

4. Danos oxidativos

5. Elementos transposons

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



. 3. Definicdo e Causas de Mutacdoes Espontineas

3.1. Erros na replicagdao do DNA e funcéao “proof
reading” da DNA polimerase

3' - 5' exonuclease
cuts here

Wrong base
added

Template
/ strand

* DNA polymerase
- Wrong base
5 excised
3 5'
+ DNA polymerase
can now add the

correct base

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definigcdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.1. Erros na replicacdao do DNA e funcao “proof
reading” da DNA polimerase

Devido a atividade proof reading da DNA polimerase erros sdo muito
raros: 1 a cada 108 bp.

Genoma hapldéide: 3 x10° bp. Cada gameta tem cerca de 30
mutacoes e cada crianca tem cerca de 60 mutacgoes.

Esse numero inclui todas as mudancas no DNA e sao raras
aquelas que tém influéncia no fendtipo.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definigcdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.1. Erros na replicagdao do DNA e funcéao “proof
reading” da DNA polimerase

Avancos na tecnologia do sequenciamento do genoma tem
permitido o sequenciamento do genoma haploide de um unico
espermatozoide.

Nesse estudo foi analisado o genoma de 100 espermatozoides de
um individuo mostraram que a taxa de mutacao no gameta
masculino é 2-4 x 108 pb DNA..

O espermatozodide carrega mais mutacdes do que o ovocito porque

Sa0 necessarias mais divisoes celulares para producao do gameta

masculino do que o gameta feminino apresentando oportunidades
para a ocorréncia de mutacoes.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definigcdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.1. Erros na replicagdao do DNA e funcéao “proof
reading” da DNA polimerase

Ha uma estimativa de que aos 13 anos o espermatozoide
apresentou 36 divisoes mitoticas e na idade de 45 anos 770 divisoes
mitoticas.

Para mulher, praticamente todos os ovocitos primarios estao
produzidos ao nascimento e ha uma estimativa de somente 24
divisOes celulares sao necessarias para producao de todos ovocitos.

A celula masculina por outro lado apresenta divisoes celulares ao
longo de toda vida.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definigcdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.1. Erros na replicagdao do DNA e funcéao “proof
reading” da DNA polimerase

Efeitos da idade paterna estio associados as mutacoes por
substituicao e indel.

Efeitos da idade materna estao mais associados a erros duante a
segregacao cromossOmica na meiose, levando a um numero
anormal de cromossomos.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.2. Mudancas tautoméricas

Cada uma das quatro bases nitrogenadas apresentam formas tautoméricas que
apresentam estruturas quimicas distintas.

Como consequéncia a DNA polimerase ira inserir uma bases distinta na fita filha
durante a sintese do DNA.
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In Hartwell et al,
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3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.2. Mudancgas tautoméricas

(a) Standard base-pairing arrangements
H
CH3

H—N
H—C/ \N—H NQS l\‘

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15
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(b) Anomalous base-pairing arrangements

CH, O—H---0O N H

\

C—C

C
Ve \\ /
H—C WN---H—N
\ \ AN
N—C\ )
/ \O---H—N
\

@ymine (en@ H@uanine (k@




3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.2. Mudancgas tautoméricas
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15




3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas
3.3. Depurinacao e Desaminagao

Depurinagéo

Consiste na hidrolise espontanea da ligagao glicosidica entre a
base adenina ou guanina (purinas) e o acucar desoxiribose
levando a perda das bases purinas no DNA.

O resultado € um sitio apurinico.

Ha uma estimativa de cerca de 1.000 desse tipo de hidrdlise/ h
em cada célula humana.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Depurinagéo
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In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7




3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Depurinagéo

5 3’ | CSG;
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— AT Replicagéio do DNA A ¥ 5’
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontianeas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Desaminagéo

| ~N ‘ | NH
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Citosina (pirimidina) uracil (pirimidina)




3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Desaminagéo
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15




. 3. Definicdo e Causas de Mutacdoes Espontineas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Desaminacéo: exemplo
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3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.3. Depurinacao e Desaminagao

Desaminagéo
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.4. Danos Oxidativos

Espéecies reativas de oxigénio podem alterar quimicamente as
bases nitrogenadas. Ex. modificagao da guanina

Como consequéncia ocorrera o pareamento erroneo pela DNA
polimerase durante a sintese da fita-filha.

(e) Oxidation
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3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.4. Danos Oxidativos

Especies reativas de oxigénio sao derivados do oxigénio molecular
(O2).

Incluem: perdxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila ("OH) e
podem danificar o DNA.

Podem ser gerados durante a respiracao aerobica normal e
metabolismo celular.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Definicdo e Causas de Mutacdes Espontaneas

3.5. Transposons

Embora, em geral, os transposons encontram-se inativo eles
apresentam o potencial de moverem-se e terem efeitos
mutagénicos.

Parte 2 da Aula 3: Exemplo de Hemofilia A.

Em 2009 foi realizada uma estimativa de que pelo menos 11
doencas humanas sao devido a insercoes de elementos LINE.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



4. Definicdo e Causas de Mutagdes Induzidas

Mudancgas na sequéncia de nucleotideos do DNA
apoés a exposicao a agentes mutagénicos

Existem agentes especificos associados com sua ocorréncia.

Podem ser componentes naturais de nosso meio ambiente: toxinas
de fungos, raios cosmicos, luz UV etc..

Podem ser poluentes industriais, raios X utilizados na medicina,
substancias quimicas, gases, entre outros.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Capitulo 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

Mudancgas na sequéncia de nucleotideos do DNA
apoés a exposicao a agentes mutagénicos

1. Analogos de bases

2. Agentes alquilantes, intercalantes e
formadores de adutos

3. Luz ultravioleta

4. Radiagdo ionizante

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Capitulo 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.1. Analogos de bases

Substancias quimicas mutagénicas com estrutura semelhante a
qualquer outra base nitrogenada e podem substituir as purinas ou
pirimidinas durante sintese do DNA.

Qs || W

H—C6 IN—H H—C N—H H—C N
\y/ \ / \\/
N—C N—C N—C
(f \ (N ( N\
IS-Bromouracil (keto form) I I 5-Bromouracil (enol form) |

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15




4. Definicdo e Causas de Mutagoes Induzidas

4.1. Analogos de bases
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes
e formadores de adutos

Agentes alquilantes

Substancias quimicas mutagénicas que transferem radicais
alquil-eletrofilicos (R-CH5;-CH,) as bases de DNA.

Em geral, esses grupos sao adicionados as bases guanina,
gue irao induzir um pareamento atipico durante a replicagao do
DNA.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes

e formadores de adutos
Agentes alquilantes
CH,CH;
H o 0 CH;
Nc# N\ \\C_C/
r‘\,-\ // T-\— /7N
v N=--H—N C—H
s’ / \ /
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In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes
e formadores de adutos

Agentes intercalantes

Substancias quimicas mutagénicas que se intercalam entre as
bases do DNA resultando em uma distorcao da dupla-hélice.

H__CHyCH,CI

N
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4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes e
formadores de adutos

Terapia anti-tumoral

Exemplos: doxorubicina utilizada no tratamento de linfoma de
Hodgking e dactinomicina utilizada no tratamento de sarcoma.

Como as células neoplasicas apresentam um potencial
proliferativo maior que as células normais, os efeitos de danos
no DNA nessas células por essas substancias quimicas sao
maiores, quando comparada com as celulas saudaveis.

Tambem, as células normais tém os sistemas de reparo intactos,
0 que minimiza a susceptibilidade a essas terapias.




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes intercalantes

Uso no laboratorio

Exemplo, brometo de etideo € uma substancia fluorescente utilizada
no laboratorio de genética molecular para corar o DNA e visualiza-lo
apos a exposicao a luz UV.

E um agente intercalante mutagénico e deve ser utilizado com
cuidado.




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes
e formadores de adutos

Agentes formadores de adutos

Aduto de DNA é uma substancia quimica que liga-se
covalentemente no DNA, altera sua conformacao e interfere na
replicacao e reparo de DNA.

Exemplos: acetaldeido (componente da fumaca do cigarro) e
aminas heterociclicas geradas durante o cozimento de carnes
como carne de boi, frango e peixe.




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes

e formadores de adutos
Agentes formadores de adutos
Aldehydes
- o Exogenous ﬂ Endogenous
/

H—C C\

H H
Acetaldeido ,

(C2H,0) DNA-Al&:hydes Adducts
lesions




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.2. Agentes alquilantes, intercalantes
e formadores de adutos

Agentes formadores de adutos

Aminas heterociclicas



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3 e 4.4. Luz ultravioleta e radiacédo ionizante

Regides do espectro eletromagnético e seus respectivos
comprimentos de onda

Visible spectrum (wavelength)
750nm 700nm 650 nm 600nm 550nm 500 nm 450 nm 380 nm

Gammal Cosmic
rays rays

Radlo waves X rays

| | | 1 | | |
109 nm T nm 107 nm 10 nm

(1 m)
| Decreasing wavelength |
-
I Increasing energz I
.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3 e 4.4. Luz ultravioleta e radiacdo ionizante

Luz ultravioleta

As purinas e pirimidinas podem absorver a radiagao ultravioleta,
mais intensamente no comprimento de onda de 260 nm.

Embora a camada de 0z6nio da
Terra pode absorver os tipos mais
perigosos de radiacao UV,
quantidade suficiente de UV pode
iInduzir milhares de lestes no DNA
por hora e por celula.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3 e 4.4. Luz ultravioleta e radiacdo ionizante

Luz ultravioleta

Single strand

of DNA
O principal efeito da o )

C , o) AN /
radiagdo UV no DNA € a . e
formacéo de dimeros de \/cbase W

pirimidina. " N,
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de carbono de duas bases a
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dimer

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3. Luz ultravioleta e radiagdo ionizante

Luz ultravioleta

& 2 UV light ¢

>—
2 5
56

:/ ‘, /
r_ Thymine lent ".\ ﬂ\\ >
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Ha uma distorcao na dupla-hélice e como resultado a DNA
polimerase tem dificuldades de replicar o DNA com dimeros de
pirimidina, ocorrendo erros na replicacao.




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3 e 4.4. Luz ultravioleta e radiagcéo ionizante

Radiac@o ionizante

X ray

A , ¢ HNEEN — NERNGEEN

Deletion

A principal consequéncia da radiacao ionizante € a quebra da
dupla-hélice de DNA.

A radiacao ionizante pode romper a integridade dos
cromossomos e produzir diferentes aberracoes
cromossOmmicas, como delecao, translocacao e fragmentacao.




4. Definicdo e Causas de Mutacoes Induzidas

4.3 e 4.4. Luz ultravioleta e radiacdo ionizante

Radiac@o ionizante

Hiroshima & Nagasaki: Leukemia incidence (1950 - 1987)
12 ‘ | ‘

mm attributed to radiation
= spontaneous

10 \©

cases per year
(=)}

1950 1955 1960 1965 18970 1975 198D 1985 1390
calendar year

Entre os sobreviventes de Hirosihama e Nagasaki a incidéncia de
leucemias aumentou nos primeiros anos atribuidos a irradiacao.




REVISANDO
CONCEITOS




1. Quais os processos naturais que podem produzir
mutacoes por danos no DNA?

2. Quais as principais classes de agentes mutagénicos?
Como podem produzir mutacoes por danos no DNA?

3. Quais sao os danos que ocorrem no DNA como
resultados da exposicao a luz ultravioleta e a radiacao
ionizante?



