Universidade Tecnolégica Federal do Parana
IFPR Departamento Académico de Quimica e Biologia

MUTAGENESE E CARCINOGENESE
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MUTACOES

» Sdo alteracGes do material genético, que sdo transmitidas a outras células.
* somaticas: mutagcdes passam as células-filhas

e germinativas: transmissao aos descendentes

Consequéncia do funcionamento normal/interacdo com o meio:
v’ quando deletérias: mecanismos de reparo — eliminacdo

v’ vantagens adaptativas s3o conservadas: selecdo natural

MUTACOES

> Ti pOS: Types of mutation

Deletion Duplication Inversion

1. Microlesoes: afetam apenas 1 par de bases
(“pontuais”)

2. Macrolesdes: envolvem grandes extensdes do DNA
(translocacdes, delecdes, insercdes, duplicacdes,

inversdes) — em geral associadas a carcinogénese,

na fase de progressao tumoral. e ocaton
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MUTACOES PONTUAIS:

> Tipos: substituicdes, perdas, adi¢cdes de bases.

Substituicbes: Transi¢do (purina—>purina ou pirimidina—>pirimidina)
Transversao (pirimidina—>purina ou purina-»pirimidina)

AT T---A AT = = T---A
G Co G Coodi —— G
Transitions Transversions

» Efeitos da mutacdo:
1) substituicdes de bases: - mis-sense (codifica para outro aa)
- non-sense (codon de finalizagdo: UAA, UAG, UGA)
- silenciosa (cédon “sinbnimo”)
2) adigcdo ou perda: altera o quadro de leitura

> Origem: falhas em mecanismos enddgenos (replicacdo e reparo)
modificacdes quimicas direta em uma das bases do DNA

» As modificagdes quimicas podem ser espontdneas ou induzidas.
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MUTACOES PONTUAIS:

U Modificagcdes Quimicas Espontaneas:
v’ despurinagées: quebra de ligacdo N-glicosidica (A e G) com a desoxirribose
causa: variacoes térmicas (~10.000 por dia!!)
v desaminag¢ées: adenina — hipoxantina; citosina — uracila
(reconhecimento e reparo)
citosina metilada — timina (ndo reconhece!) ha substituicdo: G - A
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MUTACOES PONTUAIS:

U_Modificacées Quimicas Espontaneas:

v’ tautomerismo: ceto-endlico (timina e guanina) e ‘ pareamento
amino-iminico (adenina e citosina) incorreto das bases
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MUTACOES PONTUAIS: Agentes quimicos

Agentes fisicos

U_Modificac6es Quimicas Induzidas:

Agentes Mutagénicos:
1. Quimicos:
a) metabdlitos reativos (ex.: ERO’s — oxidacOes com alteracdes de
pareamento, quebras ou ligacdes covalentes entre filamentos)
b) andlogos de base: semelhanca estrutural; incorporadas ao DNA
durante replicacdao — pareamento errébneo no préximo ciclo
ex.: 5-bromouracila (L timina) —» pareamento incorreto
5BU-A - 5BU-G - C-G

5-Bromouracil Guanine
{enol tautomer})

MUTACOES PONTUAIS:

U_Modificacées Quimicas Induzidas:

Agentes Mutagénicos:
1. Quimicos:
c) agentes de acdo direta:
ex.: HNO, (desaminagdo oxidativa: adenina, citosina e guanina)
transigcoes: G-C « A-T
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MUTACOES PONTUAIS:

U_Modificac6es Quimicas Induzidas:
Agentes Mutagénicos:

1. Quimicos:
d) agentes alquilantes: espécies muito reativas, adicionam grupos
alquila em varias posicdes do DNA;
Consequéncias: pareamento incorreto (substituicdo) ou perda de bases
alquiladas (sitios apurinicos ou apirimidinicos)
ex.: etil-metanossulfonato, etil-etanosulfonato, nitrosoguanidina, ...
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MUTACOES PONTUAIS:

U Modificagées Quimicas Induzidas:
Agentes Mutagénicos:

1. Quimicos:
e) agentes intercalantes: promovem distorcdes do DNA, adicao ou eliminagao
de bases (modificam a sequéncia de leitura)
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MUTACOES PONTUAIS:

U_Modificagées Quimicas Induzidas:

Agentes Mutagénicos:
2. Fisicos:

v'RadiacBes ionizantes (raios X, Y e particulas atdmicas): formacio de
espécies reativas — mutacgdes pontuais, quebras, rearranjos
cromossdmicos

v'Radiacéo UV (250 — 400 nm): transicdes eletrdnicas e formacgio de
dimeros de pirimidinas (efeitos na replicacao e transcricao; mutacao
ocorre duranjce mecanismo de reparo)
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CARCINOGENESE
DANO AO DNA
¥
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N
REPARO DA LESAO
©
CONTINUACAO MORTE CELULAR (APOPTOSE)
DO CICLO
INSTABILIDADE GENOMICA

* processo multifatorial (exégenos e enddgenos);

* em geral sdo necessarias varias mutacdes para seu desenvolvimento e progressao




CARCINOGENESE

Fases:
1 - Iniciac¢ao:

* induzida por mutacdo quimica/fisica (radiacdo): agdo genotoéxica

* agentes biolégicos (virus)

» célula com mutacdo permanece “dormente” por tempo variavel

2 - Promogao
e duracdo variavel

* fatores epigenéticos (ativacdao da expressao génica e da atividade mitodtica)
envolve indugao da proliferacao celular desordenada — aumenta numero de

células com mutacao e inicio do dano tecidual

* substancias promotoras: alcaléides do indol, ciclamato, sacarina, TCDD, etc.

3 — Progressao tumoral
* baixa estabilidade genética
* mutagdes adicionais e selecao

* perda da diferenciacao celular (morfologia e funcao)

* malignidade

CARCINOGENESE

Formacao do Tumor:

v’ expansdo clonal acelerada de 1 célula

v’ formacao de clone com vantagem proliferativa

v baixa estabilidade genética: novas mutacdes com
elevada frequéncia

v’ Progressdo Tumoral: ciclos de mutac3o e selecdo
(alteracao do comportamento celular, expansao da
massa tumoral, invasdo de tecidos adjacentes)

v’ progress3o final: malignidade (invasdo de tecidos e

metastases)

. Células epiteliais
Producao acidental crescendo na

de uma célula mutante lamina basal
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Metastase tumoral:

Células crescem no epitélio como um tumor benigno Células se tornam Invasivas e penetram o capilar

o mnuuua :

Lamina basal

Séo transportadas pela corrente
sanguinea (menos de uma em mil células
sobreviverd para formar metédstases)

Aderem a parede de Escapam do vaso sanguineo para Colonizam o figado formando
um vaso do figado formar micrometastases uma metdstase desenvolvida

Estagios de progressao do cancer; ex.: colo uterino

NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL DE NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL
EPITELIO NORMAL BAIXO GRAU DE ALTO GRAU CARCINOMA INVASIVO

epitélio

tecido conective

Mutacdes sucessivas:
»aparecimento de
células indiferenciadas 2 7

[




Carcindgenos Quimicos:

v’ Genotdxicos: agentes mutagénicos iniciadores (espécies reativas)

e carcindgenos primdrios: reacao direta com DNA (ex.: 6xido de etileno,

perdxidos, sulfonas, elementos radioativos ...)

e carcindgenos secunddrios: produtos do metabolismo (ex.: aminas

aromaticas, HAP’s, nitrosaminas, corantes, hidrocarbonetos clorados)

v Imunossupressores: facilitam a progressdo do cancer

v’ Epigenéticos (promotores): ndo se ligam ao DNA; ex.: ésteres de forbol,

hormonios naturais ou sintéticos, fibras de amianto.

Carcindgenos Quimicos:

Carcinégenos genotdxicos

Mutacdes que levam ao cancer podem ocorrer em: (iniciagéo)
v’ proto-oncogenes (codificam proteinas que Formagao de adultos
i X - i Dano no DNA Alteragao oxidaqva
estimulam o ciclo celular; mutacdao dominante). Quebipz daicatiel do DNA
v genes supressores de tumores (codificam Replicagéo do DNA
proteinas que controlam o ciclo celular; l
mutacao recessiva). Mutagéo
(A) Mutagdo de hiperatividade (ganho de funcdo) l l

~ ~ Ativagdo de proteinas  Inativagao de proteinas
Evento dnico de mutagio — - oncogénicas supressoras do tumor
Cria um oncogene - —
~ ~ | |

/ N
Célula normal / | \ l
Mutagdo ativadera permite , L
a0 oncogene promover C:!I';',I;s Célula neoplastlca
a transformacao celular.
o do cancer
(B) Mutagio de hipoatividade (perda de fungao)
Expanséo clonal
Evento evento /
mutacwonal mulamonal - —_
Inaliva o \natwa a -
gene supressor segunda copia / \
de tumor do gene
Célula normal Mutagao sem / | \
efe':; n:rfgpla Duas mutagbes inativadoras Tumor
g eliminam funcionalmente o gene

supressor de tumor, promovendo
a transformagao celular.




Promocao da carcinogénese quimica

Dano no DNA
(espontaneo)
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CARCINOGENESE QUIMICA

v'desenvolvimento do cancer: processo lento e gradual
v’ ex.: 2-naftilamina e cancer de bexiga em operarios de industria quimica
(incidéncia dependente do periodo de exposicao)
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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE
AGENTES QUIMICOS

> Testes in vivo:

* espécies mais usadas: roedores
» dificuldades/limitacGes:
a. testes muito demorados (exposicao — consequéncias)
b. custo
c. informagdes nem sempre validos para humanos (# intraespécies)
d. equivaléncia entre doses de testes e niveis de exposicao humana

» Epidemiologia:
* estimativa de carcinogenicidade baseada na exposicdo humana
* fundamenta a extrapolacao dos ensaios com animais

» Estimativa do risco carcinogénico ao homem:
* HERP (Human Exposure/Rodent Potency):
exposicdo humana/potencial carcinogénico em roedores

AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGENTES QUIMICOS
1. TESTE DE AMES

* avaliacdo in vitro de mutagdes devido a genotoxicidade

* reversao da mutacdao em cepas de Salmonella typhimurium em relagao a
auxotrofia para histidina

e variacOes: adicdo de microssomas hepdticos de mamiferos (ativacdo metabdlica)
e potencial mutagénico: contagem de col6nias (comparado com n2de revertentes

espontaneos) g Mistura 59

| —~ /=

Amostra A o Agar minimo
S. typhimurium

his™ ‘
Controle Amostra positiva 66 h 37°C

Revertentes espontaneos Revertentes espontéaneos
+ induzidos
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AVALIAGCAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA DA TALIDOMIDA PELO
TESTE DE AMES

Evaluation of thalidomide mutagenic activity by Ames test
Jean L. Santos”, Eliana A. Varanda®, Lidia M. Lima®, Chung M. Chin'

'Lapdesf — Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos — Universidade Estadual Paulista “Jilic de
Mesiuita Filho™ UNESP Araraquara - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Depto. Farmacos e Medicamentos
Universidade Estadual Paulista *Jdlio de Mesquita Filho™ UNESP Araraquara - Faculdade de Ciéncias
. Famacéuticas — Depto. Ciéncias Biologicas
“LASSBio — Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas — Universidade Federal do Rio de

subnnidade ftalimidica

Crir

Janeiro - Faculdade de Farmacia

* linhagens: Salmonella typhimurium TA100 e TA102;
* presencga e auséncia de ativacao metabdlica (fracdo microssomal S9 de

homogeneizado de figado de ratos)

Tabela 1: Avaliacdo mutagénica da talidomida nas linhagens TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium na
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica (S9) representada pelo nimero médio de revertentes por placa,

desvio padrio e razdo de mutagenicidade.

RM = média n” revertentes por placa teste (espontineos + induzidos)

média n® revertentes por placa do controle negativo (espontineos)

composto concentragdo TA100 TA102
+59 -S9 +59 -S9
pmal/placa

talidomida 0® 103,7+7 .4 139495 323,3+10,02 30361145
0,0309 109,349 (1,05) 1457+6,9 (1,04) | 286,7+8,1(0,89)  330+17 (1,09)
0,155 1214353 (1,16)  148+9,1(1,06) 2537437 (0,78) 364+14,5(1.2)
0,774 120,7+20 (1,16)  145+8,5(1,04) 341,3436 (1,05)  357,8+21 (1,17)
3,87 104,348 (1) 131+4,9 (0,94) 258,540,8 (0,8) 292422 (0,96)
194 102,5¢31(0,96) 122+9,6(0,87) 1974296 (0,6) 23045,6 (0,75)

Controle positivo 592463 (5.7) 1584+8.9 (114 | 17134189 (5,3)° 825+15.1 (2.71)°

a) controle negative: DMSQ (100 pL); k) 2-antramina: 1,25 pg/placa (50uL); c) azida sodica: 1,25 pg/placa (100pL);

d) 2-aminoflucreno: 1,25 pgiplaca (50pL); mitomicina: 0,5 pg/placa (100pL).

talidommda

» Resultados
negativos para
atividade
mutagénica da
talidomida.

» RM<2,0

AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGENTES QUIMICOS

2. ANALISE CITOGENETICA

* analise de cromossomos e presenca de micronucleos em linfocitos

* Efeitos: clastogénicos (aberra¢des devido a quebras cromossémicas)

ou aneugénicos (numero alterado de cromossomos)

/Y 7\

inteiros.

Chromatid breaks Chromarid gaps
“M\ '
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¢ > glEE A
- - 1 T
Chiromosoee breaks Fig.1 Chraim nsoee Faps [ ‘U‘-\
!
f

Micronucleo: sao nucleos pequenos, separados e adicionais ao
nucleo principal das células, produzidos durante a tel6fase da
mitose por perda de fragmentos cromossOmicos ou cromossomos




AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGENTES QUIMICOS
2. TESTE DO COMETA

* detecta danos cromossomicos em células individuais

* alta sensibilidade, diversas aplica¢des

* eletroforese em microgel e coloragao (observagao em M.O. fluorescéncia)

* migracao do DNA: formacdo de “cometa”

v tamanho e intensidade de coloracdo da “cauda” — proporcional ao dano ao DNA

(S ;
)@v Coleta de material

Y 4 ;
5 ul susp. celular + 0,5%
@ Low Melting 5 — &
Point Agarose 37°C Exposigéo a
‘ i solugdo alcalina — pH > 13
g Eletroforese — 25 V — 300 mA

+10.000 cels _
@ ® Neutralizagao Coloragao
Lise >1h m

AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGENTES QUIMICOS
2. TESTE DO COMETA

Classificacdo do dano pela forma e tamanho da cauda

Imagem Observada Cauda/Cabeca Classes de Danos

sem cauda 0
=1 ]
1-2 2
=2 3

sem cabega 4




Testes de Genotoxicidade Ambiental

* poluentes ambientais e a etiologia do cancer: 90% s3o carcinomas
(células epiteliais — contato com o ambiente)
e Evidéncias: alta incidéncia de tumores em funcdo de exposicdes ocupacionais
* ex.: angiosarcoma de figado — operarios de industrias de cloreto de vinila
cancer de pulmao — operarios de fabricas de amianto
* em peixes: maior incidéncia de tumores, aberra¢des cromossdmicas, cancer
em ambientes contaminados.
» Apenas 10% dos compostos quimicos sintéticos foram avaliados quanto a
capacidade de causar mutagao.
» No meio ambiente... diversas misturas podem ser formadas (composi¢do

complexa) —» importancia dos testes de genotoxicidade (~200 tipos atualmente)

* Testes Microbianos: Teste de Ames é o mais usado

Testes de Genotoxicidade Ambiental

SBMCTA

SOCIEDADE BRASILEIRA DE MUTAGENESE
CARCINOGENESE E TERATOGENESE AMBIENTAL

- padronizagdes: USEPA, OECD, ISO;
- Brasil: CETESB (norma técnica L5.620)
- em amostras ambientais: resultados expressos em numero de revertentes por

litro ou grama equivalente de amostra e, quanto maior esse numero, maior a

guantidade ou a poténcia de compostos mutagénicos na amostra analisada.

Efluentes e residuos solidos industriais Aguas superficiais
Classificacdo da Poténcia — teste de Ames Classificagdo da Poténcia -
genotoxicidade | payertentes/L | Revertentes/mg* genotoxicidade | teste de Ames
Baixa iOO—lOOO 10;100 ) Revertentes/

Moderada 1.000-100.000 | 100-10.000 Baixa <500
Alta 105-10' | 104-106 s =
Sl > 107 = Alta 2.500 - 5.000

*

mg de material organico extraido Extrem > 5.00C




Alguns compostos organicos cancerigenos detectados pelo teste de Ames

Composto organico Classificagao de acordo com a IARC

(International Agency for Research on Cancer)
4-Aminobifenila

Benzidina Grupo 1
2-Naftilamina (composto comprovadamente cancerigeno para humanos)
Aflatoxina

Benzo[a]antraceno

Benzo[a[pireno

4-cloro-o-toluidina

Dibenzo[a,h]antraceno Grupo 2A
Metilmetano sulfonato
N-nitrosodimetilamina
N-etil-N-nitrosouréia
N-metil-N-nitrosouréia
N-nitrosodietilamina
Benzo[b]fluoranteno
3,3'-Dimetoxibenzidina
4-Cloro-o-fenilenediamina
Cl Acid Red 114

Cl Basic Red 9

Citrus Red N.° 2 o
Disperse Blue 1
3,3'-Dimetilbenzidina
HC Blue N.° 1
2-Nitrofluoreno
2-Nitroanisole

(composto provavelmente cancerigeno para humanos)

(composto provavelmente cancerigeno para humanos)

Testes de Genotoxicidade Ambiental

QOutros Testes Microbianos:

v Induteste: inducio do fago A em Escherichia coli lisogénica (WP2)

v Cromoteste: linhagem de E.coli (PQ37) com mutac3o no gene lacZ —
producao de B-galactosidase é proporcional ao potencial mutagénico da
amostra

v resultados rapidos e complementares ao Teste de Ames

Organismos-sentinela e ambientes aquaticos:

= mexilhdes, ouricos, animais bentdnicos, esponjas, anfibios e peixes
= analise citogenética em varios tipos celulares:
v’ contagem de aberracdes cromossdmicas, trocas de fragmentos, micronucleos.
= monitoramento ambiental: organismos de locais contaminados
testes com animais de laboratorio;
culturas de células in vitro.




Testes de Genotoxicidade Ambiental

» Cantareus aspersus: exemplo de organismo-sentinela bioindicador

g C / J Braz. Soc. Ecotoxicol, v. 2, n 1, 2007, 45-51 ]B S E
4

—
SETAC — Brazil

O Ensaio Cometa na Avaliacdo da Genotoxicidade Induzida por
Poluentes Atmosféricos Utilizando como Biomonitor o Molusco
Cantareus aspersus (Miller. 1774)

I paSmwa ™ N Spvmora! A A Grore,' M. [avsterr! V. Bevee! & N. T. Scerdper®

Laboratorio de Gendtica Toxicolégica, PPGGTA, Universidade Luterana do Brasil. Canoas, BS
*Laboratorio de Pohogio Ambiental PPGEAW Universidade Tuterana do Brazil Canoas, RS

* exposicdo de moluscos a poluentes atmosféricos em Canoas/RS:

v’ periodo: 7, 15 e 30 dias (invervo e ver3o)

* mostras analisadas: células de pulmao e hemolinfa

* classificacdo de danos (tamanho da cauda, n = 100 céls./amostra): 0 — 400

e controle positivo: sangue exposto a radiagao UV por 4 s.

e controle negativo: organismos mantidos no laboratério durante mesmo periodo

» Cantareus aspersus: exemplo de organismo-sentinela bioindicador

Danos em células de hemolinfa (inverno) Danos em células de hemolinfa (verao)
400 400
5 350 = 350
3 300 § 300
w 250 = a0 : s I
& 200 B 200 I I -
2 150 2 150 -
_E 100 I F E LT — —
* o - = o
T contole 7 dias " {i5dias | O Contrde 7 dias " i5dias | 30dias
Tampo de exposicio Tempo de exposicio
Danos em células de pulmao (inverno) Danos em células de pulmao (verao)
400 400
g 350 g 0 .
; 300 - ; 300
§ 250 - E 250 ]
5 200 - g 200
2 1501 - & 150 T |
2 1004 - 8 1004 .
2 0 - ] 2 gl
o Controle T dias I 15 dias I 30 dias o Controle I T dias I 15 dias ' 30 dias
Tempo de exposicio Tempo de exposigio

v maior sensibilidade de células pulmonares a poluentes atmosférico
v’ efeito proporcional a exposicdo
v’ pouca influéncia da estacdo do ano (temperatura, umidade); IQAr semelhantes
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**Plantas Superiores como Organismos Indicadores

Artigo de Revisio
_ Radiol Bras 2005;38(6):459-462

Heloisa de Andrade Carvalho®

A TRADESCANTIA COMO BIOINDICADOR VEGETAL
NA MONITORACAO DOS EFEITOS CLASTOGENICOS
DAS RADIACOES IONIZANTES*

* Tradescantia sp.: organismo bioindicador de genotoxicidade
v efeitos de radiacdes ionizantes

v’ poluentes atmosféricos

v’ efluentes industriais e amostras de solo contaminadas
* vantagens: planta de facil adaptacao e cultivo, perene, ampla distribuicao

* Brasil: Tradescantia pallida é a espécie mais comum

Micronucleos: visualizados em células-made de graos de pdlen ’ G

em estagio de tétrade; deteccdo de agentes clastogénicos

(quebra cromossémica)

*¢Plantas Superiores como Organismos Indicadores

CAMPOS JUNIOR. E.O;: EERR. W.E

Teste de micronucleo com Tradescantia Pallida aplicado ao
Biomonitoramento da qualidade do ar da cidade de Uberlandia

* plantas cultivadas e mantidas em laboratério

* exposi¢cdao em locais da cidade com trafego intenso
* n = 20 plantas, exposi¢ao por 30 horas

* inflorescéncias colhidas e fixadas (etanol: ac. acético, 3:1 v/v) por 24 h
* preparo das laminas e contagem (300 tétrades por lamina)

Resultados: frequéncia de micronucleos e relagdo com material particulado (r = 0,94)
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¢ Plantas Superiores como Organismos Indicadores

U Preparo de laminas de botdes florais de Tradescantia pallida para
visualizacao de micronucleos

*¢Plantas Superiores como Organismos Indicadores

AVALIAQ@O DO POTENCIAL CLASTOGEGICO DE EFLUENTES DE
LATICINIO UTILIZANDO BIOENSAIO DO MICRONUCLEO DE

Tradescantia pallida (Rose) Hunt. var. purpurea Boom

(COMMELINACEAE) (TRAD — MCN)

Autores: Stela Maris Pagnussat (Universidade do Oeste de Santa Catarina)
Marcia Bundchen (Universidade do Oeste de Santa Catarina)
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