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RESUMO

O arsénio (As) é um semi-metal de alta toxicidade danoso ao meio ambiente e aos seres
humanos. Ele é classificado como um carcinégeno humano de grupo | podendo levar ao
surgimento de cénceres de pulmé&o, pele, bexiga, entre outros. Diversos mecanismos
explicam a toxicidade do As: reacdo com grupos sulfidrila (eSH) de proteinas, substituicao
do fosfato em moléculas, substituicdo do zinco em proteinas e inducao de espécies reativas
(ERs). Estes mecanismos em conjunto desencadeiam danos no DNA e promovem a
disfuncéo das vias de reparo de DNA. A proposta deste estudo foi investigar através de uma
revisao sistematica os danos no DNA induzidos por As e suas consequéncias. Para tal, foram
feitas buscas que abordaram o tema na plataforma PubMed, na qual foram encontrados
2689 artigos e 30 destes foram selecionados através dos critérios de filtragem. Os danos
mais mencionados, em ordem decrescente de resultados, foram: oxidacdo de bases,
quebras simples, quebras duplas, crosslinks e metilagées. Os estudos foram conduzidos in
Vivo, in vitro ou ambos, de forma que os estudos in vivo medem as concentracdes de As de
amostradas coletadas ou presentes na agua consumida pelos individuos e os estudos in
vitro fazem o tratamento das células com arsenito de sodio, trioxido de arsénio e acido
dimetilarsinico. Nenhum estudo abordou com detalhes a acdo ou uso de arsenato. Ha
também uma observacdo mediante o tempo de exposicdo, sendo crénico ou agudo. Diante
disso, concentracdes mais altas de As promovem um maior acumulo de danos, porém
exposi¢des crbnicas, além do maior acimulo de danos, geram impactos mais severos, ndo
s6 nas células, mas no organismo todo, e podem ser impulsionados em baixas
concentracbes. J& exposicbes agudas demonstram maiores danos apenas em
concentracfes altas e culminam em uma maior chance de reversao dos impactos apds o
organismo ndo ser mais exposto ao As. A capacidade de metilacdo do As e espécies
metiladas trivalentes parecem possuir um papel fundamental para a carcinogénese
acelerada pelo semi-metal, levando a um maior nimero de danos no DNA. Estes danos no
DNA sao causados, principalmente, pela capacidade dos compostos de As induzirem a
geracdo de ERs, seguido por altera¢des estruturais de grupos quimicos de enzimas e outras
proteinas, o que leva a mudancas de conformacdo e inativacdo destas. Muitas dessas
enzimas e outras proteinas estdo ligadas a manutencdo da integridade do DNA, como
aguelas atuantes nas vias de reparo, o0 que leva ao acumulo dos danos por gera-los e nédo
repara-los. Assim, o As tem sua toxicidade explicada por mecanismos multifatoriais, gerando
danos no DNA por diversas vias que podem atuar conjuntamente e diferem pelo no tipo
organismo e linhagem celular. Os resultados apontam que o desequilibrio entre promocéao e
reparo de danos no DNA gera acumulos de danos que culminam em atrasos no ciclo celular,
clastogénese, mutagénese e carcinogénese.

PALAVRAS-CHAVE: Arsénio, danos no DNA, ERs, oxidacao de bases, metilagcbes, quebras
simples, quebras duplas, crosslinks, carcinogénese.



ABSTRACT

Arsenic (As) is a semi-metal of high toxicity that harms the environment and living beings. It
is classified as a group | human carcinogen and can lead to lung, skin, and bladder cancers,
among others. Several mechanisms explain the toxicity of As: reaction with sulfhydryl groups

(®SH) of proteins, the substitution of phosphate in molecules, substitution of zinc in proteins,

and induction of reactive species (ERs). These mechanisms together trigger DNA damage
and promote dysfunction of DNA repair pathways. This study aimed to investigate through a
systematic review the DNA damages induced by As and its consequences. Thereby,
searches were made that addressed the topic on the PubMed platform, in wich were founded
2689 articles e 30 of them were selected trough filtering criteria. The most mentioned
damages, in descending order of results, were: base oxidation, single-strand breaks, double-
strand breaks, crosslinks, and methylations. The studies were conducted in vivo, in vitro, or
both. The in vivo studies measured the As concentrations of samples collected or present in
the water consumed by the individuals. The in vitro studies treated the cells with sodium
arsenite, arsenic trioxide, and dimethylarsinic acid. No studies addressed in detail the action
or use of arsenate. There is also an observation based on the exposure time, whether chronic
or acute. Therefore, higher concentrations of As promote more significant accumulation of
damage, but chronic exposure, in addition to greater accumulation of damage, generate more
severe impacts,on cells, andthe whole organism, and can be boosted at low concentrations.
On the other hand, acute exposures demonstrate greater damage only at high concentrations
and culminate in a greater chance of reversing the impacts after the organism is no longer
exposed to As. The methylation capacity of As and trivalent methylated species seems to
play a key role in the accelerated carcinogenesis of the semi-metal, leading to more DNA
damage. Those DNA damages are mainly caused by the ability of As compounds to induce
the generation of ERs, followed by structural changes in chemical groups of enzymes and
other proteins, which leads to conformational changes and inactivation of these. Many of
these enzymes and other proteins are linked to the maintenance of DNA integrity, such as
those acting in repair pathways. This leads to the accumulation of damage by generating
them and not repairing them. Thus, As has its toxicity explained by multifactorial mechanisms,
causing DNA damage by several pathways that can act together and differ by the type of
organism and cell type. The results indicate that the imbalance between DNA damage
promotion and repair generates accumulations of damage that culminate in cell cycle delays,
clastogenesis, mutagenesis, and carcinogenesis.

KEY-WORDS: Arsenic, DNA damage, Reactive Species, base oxidation, methylation,
simple-strand breaks, double-strand breaks, crosslinks, carcinogenesis.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) é um dos 20 elementos quimicos mais abundantes da Terra (IARC, 2012).
E um semimetal que possui uma alta toxicidade, sendo danoso ao meio ambiente
(RATNAIKE, 2003) e para os seres humanos (REHMAN et al., 2018). IniUmeras doencgas
estdo associadas a exposi¢do ao arsénio como anemias graves, lesdes cutaneas, diabetes
e comprometimento cognitivo (USEPA, 2000; OMS, 2018; HU et al, 2020). Tal metal pesado
é classificado como um carcinégeno humano de grupo | pela Internacional Agency for
Reserach on Cancer, podendo levar ao surgimento de canceres de pulméao, pele, bexiga,
entre outros (IARC, 2012).

A principal forma de intoxicacdo humana por arsénio, é através do consumo de agua e
alimentos contaminados (RATNAIKE, 2003; REHMAN et al., 2018). No entanto, este também
pode ser inalado ou absorvido através da pele (LAUWERYS & HOET, 2001). O As, apos
entrar em contato com o corpo e/ou ser ingerido, é preferencialmente acumulado na pele,
cabelo e unhas (RAZA et al, 2018).

Apesar do As estar distribuido naturalmente por todo o planeta, algumas regiées o possui
em maiores concentracdes (RAVENSCROFT, 2007). O As pode ser encontrado tanto em
formas organicas quanto inorganicas (IRGOLIC, 1994), nesta dultima formando
principalmente compostos sulfetados junto a metais como ferro, prata, cobre e ouro (IARC,
2012). E por ser bastante sollivel em &gua, altos niveis de contaminacdo sdo observados

(CHUNG et al, 2014), pelas formas inorganicas (iAs) de arsenito (As3*) e arsenato (4s°%).

No Brasil, 0 As esta amplamente distribuido pelo territério, sendo o Quadrilatero Ferrifero
(QF), no estado de Minas Gerais, uma regiao que merece destaque pela alta concentracéo
e risco toxicolégico do semi-metal (ALDERETE, 2020). O intemperismo e as atividades
antrépicas sdo as maiores fontes de contaminacéo por As. A erosdo das rochas ricas em
minerais com arsénio ira disponibilizar o elemento para o ambiente de forma natural,
podendo ser acelerado por atividades humanas (RIOS et al, 2010) como o uso de pesticidas,
agrotoxicos e a mineracado (RIOS et al, 2010; HUGHES, 2011), esta ultima bastante

expressiva no QF.

A toxicidade do As esta relacionada com os diversos mecanismos acionados pelo
composto ao entrar em contato com as células, estes que podem ser diferentes de acordo
com a forma quimica ao qual o organismo foi exposto (MOLIN et al, 2015). De maneira geral,
0 arsenito e as espécies organicas trivalentes reagem com grupos sulfidrila (eSH) de

proteinas (NURCHI et al, 2020; HU et al, 2020). J4 o arsenato pode substituir o fosfato em
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varias moléculas (HU et al, 2020). Outros mecanismos estéo relacionados a metilacdo do
DNA, ou seja, mudancas epigenéticas (MARTIN e FRY, 2018) e substituicdo do a&tomo de

zinco em moléculas de forma direta ou indireta (ZHOU et al, 2021).

Ao entrar em contato com o corpo humano o iAs sera bioconvertido em As organico
(HUGHES, 2002). A metabolizagdo do composto ocorre nas células hepaticas da seguinte
forma (Figura 1): 0 iAs>* é reduzido com o auxilio da molécula glutationa reduzida (GSH)
para iAs3*, em seguida o arsenito serd metilado com o auxilio das enzimas S-
adenosilmetionina (SAM) e arsenito metiltransferase (As3MT), sendo transformado nas
formas orgéanicas &acido monometilarsénico (MMA) e o acido dimetilarsinico, (DMA)
pentavalentes e trivalentes (com atividade de GSH), estas ultimas sdo altamente cito e
genotoxicas (DROBNA, STYBLO & THOMAS, 2009). A ordem de toxicidade das formas
quimicas é: iAs3*t>iAs>*>As3*organico>As>*organico. Ao final do processo, além de serem
usadas enzimas antioxidantes gerando um desequilibrio enziméatico no organismo, espécies
reativas (ERs) sédo geradas (VAHTER 2009; WU et al, 2001).

i r @

- — _’__.AE_\_\_\_
HO J_)H CH GSH HOY OH SAM HO éHs OH
Pentavalente

GSH@
o o @ ¢

As
5 5
H.C~  CH, PRCL s B HHC’/(LJHEDH «—AM ~CHj,
. 1] 3 ASBMT Ul
Trivalente DMA DMA MMA™ Trivalente

Pentavalente

Figura 1. Bioconverséo do arsenato (iAs) em acido dimetilarsinico trivalente (DMA Ill). (1) O arsenato absorvido
€ reduzido em arsenito pela doagdo de elétron da molécula glutationa reduzida (GSH). (2) Em seguida o
arsenito é metilado com o auxilio das enzimas S-adenosilmetionina (SAM) e arsenito metiltransferase (As3MT)
formando o acido monometilarsénico pentavalente (MMA v). (3) Molécula glutationa reduzida (GSH) reduz a
molécula pentavalente em acido monometilarsonico trivalente (MMA 111). (4) As enzimas SAM e As3MT irao
metilar o recém-formada MMA Ill em &cido dimetilarsinico pentavalente (DMA V). (5) Por fim, a GSH ira reduzir
o DMA V em &cido dimetilarsinico trivalente (DMA Ill) concluindo a bioconverséo. Fonte: Imagem adaptada de
TAM, PRICE & WANG, 2020.

Espécies reativas (ERs) sdo elementos ou moléculas que possuem elétrons
desemparelhados nas suas estruturas que resultam em alta reatividade (AUGUSTO, 2006).

Exemplos comuns sdo o anion radical superéxido (e0z2), peréxido de hidrogénio (H202),
11



oxido nitrico (eNO"), radical hidroxila (¢OH) e metais de transicao (JACOB et al, 2013),
categoria na qual o As esta inserido. A producéo de ERs pode ter origem enddgena, a partir
da respiracdo celular na cadeia transportadora de elétrons (CTE), ou em processos de
sinalizacao celular e vias inflamatoérias (AUGUSTO, 2006; JACOB et al, 2013). Elas também
podem ter origem exdgena, por exposicao a agentes quimicos, radiacao ionizante, radiacédo
ultravioleta (UV), fumaca de cigarro e poluentes (AUGUSTO, 2006; JACOB et al, 2013).

O As induz a geracéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por diversas vias como:
producédo direta de anions superoxido (02’ e perdxido de hidrogénio (H202) (TAM, PRICE
e YANG, 2020); ativacdo da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase (NOX) associada a membrana (ELLINSWORTH, 2015); inibicdo da enzima
succinato desidrogenase na cadeia transportadora de elétrons (CORSINI et al, 1999),
evidenciando uma perturbacé@o na atividade mitocondrial; uso de moléculas antioxidantes,
como as glutationas, para a prépria bioconversdao do composto ao entrar no organismo
(AHMAD, KITCHIN e CULLEN, 2000), entre outros. Desta forma, o conjunto de todos esses
mecanismos, e outros ainda nao totalmente compreendidos, evidenciam o potencial toxico

do As, implicando em disfun¢des moleculares que impactam todo o organismo.

As ERs podem danificar varias biomoléculas essenciais pela alteracdo quimica destas
(GERSCHMAN et al., 1954; HARMAN, 1956). Proteinas que passam por oxidacdo podem
sofrer crosslinks ou serem transformadas em proteinas carboniladas (JACOB et al 2013),
causando uma perda de funcdo ou funcionamento incorreto (VICTOR et al., 2009). Lipideos
sao lesionados através da peroxidacao lipidica iniciada pela reacdo com o radical hidroxila,
processo que pode promover o rompimento de membranas plasmaticas (AUGUSTO, 2006).
O DNA ¢ alvo recorrente de ERs (AMES et al, 1993), seja por acéo direta de oxidacao de
bases ou indireta pelas proteinas disfuncionais e co-produtos da peroxidacdo lipidica,
gerando danos no DNA (AUGUSTO, 2006; VICTOR et al, 2009; JACOB et al, 2013).

Portanto, ERs podem levar ao comprometimento do genoma e aumento dos efeitos
deletérios, caso ndo ocorra a neutralizacdo dessas (RAMOS et al, 2009). Este
comprometimento pode culminar em mutagdes, disfuncéo das vias de reparo de DNA e
desequilibrio entre a expressédo de proto-oncogenes e genes supressores de tumor, que
evidenciam o potencial carcinogénico do As (TAM, PRICE & WANG, 2020).

No entanto, 0s organismos possuem um sistema de enzimas antioxidantes capazes de
combater as ERs. Esse sistema é composto por enzimas do tipo catalases (CAT), glutationas

e superoxido dismutases (SOD), que em conjunto irdo converter o anion radical superoxido
12



(#0O27) em agua (H20). Alem do sistema antioxidante, para manter a integridade do genoma,
as células contam com vias de reparo de DNA. Estas irdo identificar e reparar lesées no DNA
com a atuacao de diversas proteinas. As vias se diferem pelo tipo da lesdo que reconhecem
e pelo mecanismo utilizado para o reparo (JACKSON e BARTEK, 2010).

Existem diversos tipos de lesées que podem comprometer o DNA, podendo ser tanto de
origem endogena quanto exdgena (CHATTERJEE e WALKER, 2017). Elas sao classificadas
em: oxidacdo de bases, quebras simples, quebras duplas, sitios abasicos, transversoes,
ligacbes covalentes entre bases adjacentes e crosslinks (JACKSON e BARTEK, 2009).
Estes danos podem ser originados a partir de ataques de ERs (enddégenas ou exdégenas),
erros de replicacdo, agentes quimicos (acao direta ou por meio da geracdo de ERSs), radiacéo
ultravioleta (UV) e poluicao (hidrocarbonetos, aldeidos) (CHATTERJEE e WALKER, 2017;
CARUSILLO e MUSSOLINO, 2020). Um compilado dos danos e suas principais causas

estdo na figura abaixo (2).

Causas ERs Radiagio UV Agentes quimicos  Erros de replicagdo  Poluigio  Cigarro

! | :

3 As

1 2 3 4 5 ] 7

Dano no . _ . . ]
Sitio abdsico Transversdo Omidacio © Quebra Quebra Crosslink Ligacio

DNA _
de base dupla simples covalente

Figura 2. Resumo dos danos no DNA e suas principais causas. A seta indica a acdo das causas sobre a dupla

fita de DNA e os nimeros indicam qual € o dano. O As na imagem indica quais os danos causados por arsénio.

Visto que ha muitos danos possiveis, também existem diversos tipos de vias de reparo.
Em eucariotos as mais estudadas e conhecidas sdo: o Reparo de Pareamento Erréneo
(MMR), Reparo de Quebras de Fita Dupla, Reparo por Excisdo de Bases (BER) e Reparo
por Excisdo de Nucleotideos (NER) (HOEIJMAKERS, 2001). MMR repara pareamentos
incorretos e BER repara sitios abasicos e oxidacdes de bases, estas que possuem
marcadores como  8-oxo0-7,8-dihidro-guanina  (8-oxo-gua) e  8-0xo-7,8-dihidro-2
desoxiguanosina (8-oxo-dG). O reparo de crosslinks é realizado pela via de reparo Fanconi
Anemia (FA), que ainda precisa ser melhor estudada (CARUSILLO e MUSSOLINO, 2020).
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Ja existem duas possiveis vias de reparo de quebras duplas: a via de reparo por Unido de
Extremidades Nao Homologas (NHEJ) e a via de reparo por Recombinagdo Homologa (HR)
(Vitor et al, 2020).

A via de NER é acionada quando hé identificacao de lesdes que distorcem a dupla hélice
do DNA (SCHARER, 2013) e blogueiam a transcrigdo da RNA polimerase (HOEIJMAKERS,
2001). Os substratos para que essa identificacdo ocorra podem ser: dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPDs) e fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4 PPs), gerados por radiacao
ultravioleta (UV), e também adutos gerados por agentes quimicos e ciclopurinas resultantes
de oxidacBes no DNA (COSTA et al., 2003).

Estudos anteriores ja revelaram que o arsénio desregula a via de NER através de
perturbacdes na expressao génica das proteinas XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF, XPG e
TFIIH, estas que sdo as principais atuantes no mecanismo (NOLLEN et al, 2009; TAM,
PRICE & WANG, 2020). Outras perturbacfes envolvem a interagcdo com 0s grupos quimicos
na estrutura das proteinas, como por exemplo, a substituicdo do zinco no dominio de dedos
de zinco das proteinas XPA e XPC (ZHOU et al, 2011).

Em vista de todos os possiveis danos que a molécula de DNA pode sofrer e dos
mecanismos de toxicidade do As, é possivel perceber porque a exposicao a este semi-metal
deve ser tratada com atencao. Varios estudos avaliando os riscos do As na saude humana,
no meio ambiente e sobre as biomoléculas podem ser encontrados na literatura, mas faltam
trabalhos de revisdo que associam os mecanismos de toxicidade do composto aos danos
especificos no DNA, nos diferentes modelos experimentais ja testados e as metodologias
utilizadas para estas avaliagdes. Portanto, este trabalho visa auxiliar o preenchimento
dessas lacunas, trazendo mais conhecimento sobre os mecanismos de acéo do As sobre o

DNA e como isso pode ser avaliado experimentalmente de diferentes formas.

2. OBJETIVOS
2.1.0BJETIVO GERAL

Investigar através de uma revisao sistematica os efeitos da exposicado ao arsénio sobre

0s mecanismos de inducao de danos no DNA.
2.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

| — Analisar os possiveis danos de DNA induzidos direta e indiretamente por As.
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I — Comparar as metodologias, doses e modelos utilizados para todos os danos

encontrados.

3. METODOLOGIA

A reviséo sistematica foi realizada através de buscas por artigos cientificos na plataforma
on-line PubMed. Foram utilizadas palavras-chave para que a pesquisa pudesse ser feita
como: “Arsenic DNA damage”, “Arsenic DNA lesion”, “DNA damage arsenite” e “DNA

damage arsenate”.

De todos os resultados encontrados, foi feita uma filtragem para que o foco da pesquisa
fosse atendido, primeiramente utilizando o Display da busca para mostrar a ordem dos
artigos como best match (melhor combinacé&o com os termos digitados), limitando até a 102
pagina de busca, sendo usados somente artigos por busca direta e, em seguida, utilizando
artigos apenas em inglés, que abordavam especificamente sobre danos no DNA, excluindo:
outros impactos pelo arsénio e artigos que nao especificaram os danos ou que nao estavam
disponiveis para serem lidos por completo. O critério de avaliacdo de qualidade dos artigos
foi feito através da propria plataforma de busca, na PubMed os artigos sdo publicados em

revistas cientificas que realizam revisédo por pares.

Os dados encontrados foram reunidos e listados para expor os danos no DNA
associados a exposicdo ao arsénio. E ndo foi feita filtragem por ano de publicacdo. A

metodologia e filtragem de buscas sdo mostradas no fluxograma abaixo (Figura 3).

bche;:inozsna | Paracada | Contagem do total de X Elab(()irac.ﬁo de t_ezibedla q
termo " | resultados = 2689 artigos >| separando a quantidade de
plataforma resultados por termo
PubMed
Y -
Display da busca como best
. match (melhor combinacéo Artigos em
Filtragem e ( oonaga = 508
com os termos) até a 10 Inglés
pagina
y
Sem Artigos sem acesso livre, apenas A )
Busca do artigo | especificaros | com resumo ps(r)la];NXlos
no CAFe CAPES |~ danos e/ou |~
. causados por As
metodologia.

Elaboragdo da tabela
y com danos, modelo

Ainda sem acesso ou celular, metodologia e
especificagdo: —I—b referéncia. Total de

DESCONSIDERADOS artigos = 30

Figura 3. Fluxograma delineando a metodologia e como as tabelas foram feitas através da filtragem utilizada.
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Assim, foram averiguados quais os impactos moleculares podem ser causados pelo
arsénio, quais as respostas para esses danos e a obtencao de um maior conhecimento sobre
as consequéncias tanto na célula quanto no organismo como um todo geradas pelo

composto.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de artigos encontrados na plataforma PubMed, conforme os 4 termos
chaves utilizados para a realizacdo do trabalho, estdo sintetizados na tabela abaixo (1).
Dentre todos eles, pode-se observar uma prevaléncia de artigos em que 0s estudos ocorrem
no continente asiatico, onde a concentracao de As em aguas subterraneas é a mais elevada
comparada com os outros continentes (AMEN et al, 2020; YADAV et al, 2021).

Tabela 1. Quantidade de artigos encontrados no PubMed de acordo com os termos pesquisados.

Termos Numero de resultados
Arsenic DNA damage 1074
Arsenic DNA lesion 130
DNA damage arsenite 410
DNA damage arsenate 1075

No geral, os termos de busca foram satisfatérios para o propésito do trabalho. Porém, é
valido ressaltar que os resultados do termo “Arsenic DNA lesion” tiveram uma relagéo baixa
com o intuito do uso da palavra “lesion”, que seria encontrar lesdes no DNA. Isso pode ser
explicado pela palavra “lesdo” estar mais relacionada com um impacto macroscopico no
organismo, ou seja, lesdes teciduais. Portanto, o uso do termo “lesdo” ndo é totalmente

adequado para se tratar de danos no DNA.

Ao total foram encontrados 2689 artigos, destes 30 foram selecionados para realizar o
trabalho através dos critérios de filtragem. Com a realizagédo destes para cada termo, foi feito
um compilado dos danos no DNA causados por arsénio, separados pelo tipo de dano,
levando em consideracdo qual foi o modelo experimental utilizado, a metodologia realizada
para a caracterizagdo de cada tipo (tabela 2) e também as a espécie quimica de arsénio e

as dosagens de tratamento.

16



Tabela 2. Resumo dos danos no DNA associados a exposigdo ao arsénio, modelo experimental e metodologia

utilizados. Os numeros sobrescritos estdo associando qual modelo estd em qual referéncia. Os ndmeros em

vermelho estéo associando referéncias ja citadas em danos anteriores.

Modelo
Células epiteliais alveolares
embrionarias humanas (L-
132)!
Linfécitos extraidos do
sangue de humanos de 25-
35 anos?

Danos no DNA

Célula hepatica fetal
Crosslinks humana (WRL-68)*
Fibroblastos de pulmao
humano (MRC-5)*

Linfoblastos humanos
(TK6)®

Fibroblastos de pulméo
humano (MRC-5)8

Urina de mulheres gravidas
(28-38 semanas de
gestacéo)’
Metilacdo de
bases
Urina de pessoas de 20 a
58 anos (variagdo devido
20 anos de estudo)?

Reacéo direta DMI (iodeto
de dimetilarsina) e timina®

Urina de criancas e adultos
(até 69 anos)*°

Oxidacgéao de

bases Linfocitos humanos??

Camundongos do tipo
IRC*?

Queratinécitos humanos
(HaCat)®?

Metodologia

Ensaio Filter-binding

Ensaio cometa com
proteinase-K

Isolamento e
precipitacdo de DPC
(DNA-protein
crosslinks)

Ensaio Cometa

Ensaios K-SDS e
Cometa com
proteinase-K

Ensaio Cometa com
proteinase-K
Quantificacdo de N’-
MeG por
cromatografia liquida
e espectrometria de
massa
Quantificacédo de N’-
MeG por
cromatografia liquida
e espectrometria de
massa

Deteccédo de cis-

timina glicol por
cromatografia
gasosa e
espectrometria de
massa
Quantificacao de 8-
OHdG por ELISA
Ensaio Cometa +
enzima FPG (DNA-
formamidopirimidina
glicosilase)
Cromatografia
liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e
imunohistoquimica
Deteccéo de 8-
OHdG por ensaio de
imunocitoquimica

Referéncias

Kato et al, 1994;
Schaumloffel e Gebel,
19982; Ramirez et al,
20003; Mourdn, Golijow e
Dulout, 2001*; Hornhardt et
al, 2006°; Mouron et al,
20066,

Chou et al, 20147 ; Tsai et
al, 20218

Yamanaka et al, 2003°;
Yamauchi et al, 2004°;
Basu et al, 2005'; Piao et
al, 2005%; Qin et al,
2008*3; Kojima et al,
2009*: Ruiz-Ramos,
2009*°; Hinhumpatch et al,
2013%:Litwin et al, 2013"";
Chou et al, 2014"; Qu e
Waalkes, 2015%8;
Chayapong et al, 2017%9;
Navasumrit et al, 2019%°
Tsai et al, 20218; Cooper et
al, 202221,
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Tabela 2 (continuacdo). Resumo dos danos no DNA associados a exposi¢éo ao arsénio, modelo experimental
e metodologia utilizados. Os nimeros sobrescritos estdo associando qual modelo esta em qual referéncia. Os
ndmeros em vermelho estdo associando referéncias ja citadas em danos anteriores.

Células epiteliais
de figado de
camundongo

(TRL1215),
Células epiteliais
da préstata
humana
deficientes em
metilacao
(RWPE-1),
células uroteliais
humanas
(UROtsa) e
UROtsa/F35
(UROtsa que
expressam
As3MT)
Adenocarcinoma
humano (MCF-7)
- Cancer de
mama'®
Saliva, unha e
urina de
criancas?®

Levedura
Saccharomyces
cerevisiae e
Saccharomyces
pombe?’

Camundongos
transgénicos (MT-
null) e Linhagem
parental (WT)*®
Fibroblastos de
pele de
camundongo
(m5S)*°

Mulheres
Gravidas (entre
20 e 40 anos)?°

Queratinécitos
neonatais
humanos (HEKn)
e camundongos??

Urina de mulheres
gravidas (28-38
semanas de
gestacao)’

IST e ELISA

Deteccéo de 8-
OHdG por ensaio
fluorimétrico
(OxyDNA)

Quantificacao de 8-
OHdG por HPLC

Deteccgédo de 8-
OHdG por ELISA

Immuno-spin
trapping (IST) e
ELISA

Quantificacao de
80OHdG por ensaio
de imunocoloracéo

Quantificacdo de 8-
OHdG e 8-
nitroguanina por
ELISA

Quantificacdo de
80OHdG por
imunohistoquimica

Quantificacao de 8-
OHdG por
cromatografia liquida
e espectrometria de
massa
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Tabela 2 (continuacdo). Resumo dos danos no DNA associados a exposi¢ao ao arsénio, modelo experimental
e metodologia utilizados. Os nimeros sobrescritos estdo associando qual modelo esta em qual referéncia. Os
ndmeros em vermelho estao associando referéncias ja citadas em danos anteriores.

Urina de pessoas
de 20 a 58 anos
(variacdo devido
20 anos de
estudo)®
Ovarios de
Hamster Chinés:
WT-(CHO-K1),
Xrs-5 (mutante em
Ku80) e irs-20
(mutante em
DNA-PKcs)?2

Leucécitos
humanos
extraidos do
sangue?®

Queratindécitos
humanos (HaCaT
e Ker-CT)%*
Quebras duplas Hepatocito
humano (LX-2)?®

Queratinécitos
neonatais
humanos
(HEKn)2®
Leveduras

Saccharomyces
cerevisiae e
Saccharomyces
pombe!’

Queratindécitos
neonatais

humanos (HEKn)
e camundongos®®
Machos de
camundongos do
tipo ICR?’
Leucdcitos
extraidos do
sangue de
homens
trabalhadores de
indastria
fundidora de
cobre?®
Urina de criancas
(até 7 anos)
residentes em
regido de
mineragdo?®

Quebras simples

Quantificacdo de 8-
OHdG por

cromatografia liquida
e espectrometria de

massa

Ensaio CHEF
(Eletroforese de
Campo elétrico

homogéneo fixado
por contorno)

Ensaio Cometa
duplo

Ensaio Cometa

Deteccgéo de Y-
H2AX por Western
Blotting

Ensaio Cometa

Ensaio Cometa +
PFGE (eletroforese
em gel de campo
pulsado)

Quantificacao de
PH2AX por ensaio
imunohistoquimico

Ensaio Cometa

Ensaio Cometa +
FPG

Ensaio Cometa

Okayasu, 2003%2; Litwin et
al, 2013'"; Jiménez-
Villarreal et al, 201723;
Cooper et al, 2022*°; Nail
et al, 2022%*; Okamura et
al, 20222%; Volk et al,
20222,

Kato et al, 1994%;
Yamanaka e Okada,
199427: Schaumloffel e
Gebel, 19982 Mouron,
Golijow e Dulout, 2001
Palus et al, 2005%%; Mouron
et al, 2006°;Jasso-Pineda
et al, 20112°; Flora et al,
201230 Jiménez-Villarreal
et al, 20172%; Navasumrit et
al, 2019%; Volk et al,
2022.%5
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Tabela 2 (continuacdo). Resumo dos danos no DNA associados a exposi¢ao ao arsénio, modelo experimental
e metodologia utilizados. Os nimeros sobrescritos estdo associando qual modelo estd em qual referéncia. Os
ndmeros em vermelho estao associando referéncias ja citadas em danos anteriores.

Machos de .
Ensaios Cometa e
camundongos do
. 7% TUNEL
tipo Swiss
Células epiteliais
alveolares

SR Ensaio cometa
embrionarias

humanas (L-132)*
Linfocitos
extraidos do
sangue de Ensaio cometa
humanos de 25-
35 anos?
Fibroblastos de
pulm&o humano Ensaio Cometa
(MRC-5)*
Fibroblastos de
pulm&o humano Ensaio Cometa
(MRC-5)°
Mulheres
Gravidas (entre Ensaio Cometa
20 e 40 anos)?°
Leucdcitos
humanos Ensaio Cometa
extraidos do duplo
sangue?®
Queratindécitos
neonatais
humanos
(HEKn)?>

Ensaio Cometa

Os estudos foram conduzidos in vivo, in vitro ou ambos. Para 0s ensaios in Vvivo,
observamos que, em geral, inicialmente foi feita uma caracterizacdo da forma quimica pela
qgual os modelos foram expostos, seja uma exposi¢ao crénica ou aguda, e uma medicdo da
concentracdo de As. Em seguida foram feitas coletas de amostras de sangue, urina e/ou
unhas, assim como a quantificacdo da concentracdo de As presente, e uma medicao direta
de marcadores de danos no DNA ou a extragdo do DNA para que os métodos possam ser
aplicados. Para os estudos in vitro, foram feitos tratamentos com As nas linhagens celulares
utilizadas, podendo ser com sais inorganicos de arsenito, DMA, DMI (iodeto de
dimetilarsina), MMA e TMA (trimetilarsina). Nao foram encontrados tratamentos com formas
organicas ou inorganicas de arsenato. Os tratamentos nos estudos revisados utilizaram tanto

uma Unica espécie quimica de As quanto varias, para fins comparativos.

Entre todos os resultados, apenas um artigo teve como objetivo avaliar danos diretos do

As ao DNA (Yamanaka et al, 2003). Neste estudo, autores apontam que a rea¢ao quimica
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direta entre DMI e timina promove a oxidacdo desta base nitrogenada, formando cis-timina
glicol, que poderia ser usado como marcador de intoxicacdo por DMI e talvez outras espécies
de As. Ainda assim, ha uma lacuna sobre os danos diretos no DNA induzidos pelo semi-
metal que ainda precisam ser mais investigados, como Nail et al (2022) pontua.

4.1.0Oxidagao de bases

A maior parte dos danos encontrados sdo de origem oxidativa. A oxidacdo de bases é
majoritariamente avaliada por quantificacdo do marcador 8-OHdG (tabela 2). Mas ha
também a deteccdo da base oxidada 8-nitroguanina (Navasumrit et al, 2019) e adutos de
nitrona (Kojima et al, 2009). Para além dos marcadores, Basu et al (2005) detecta a oxidacéo
de bases com o auxilio da enzima DNA-formamidopirimidina glicosilase (FPG), atuante em

BER e responsavel por reconhecer purinas oxidadas.

A conducéo das pesquisas variou entre 0 uso de modelos in vivo, in vitro ou de ambos.
A maioria dos estudos realizados somente in vitro (Qin et al, 2008; Kojima et al, 2009; Ruiz-
Ramos, 2009; Litwin et al, 2013; Qu e Waalkes, 2015) realizaram os tratamentos com
arsenito de sddio (NaAsOz2), com excecao de Chayapong et al (2017) que utilizou o Triéxido
de arsénio (As203). O estudo de Yamanaka et al (2003), ja mencionado, destaca-se por ser
0 Unico, dentre todos os artigos encontrados, que realiza uma reacao quimica direta do As
com o DNA, utilizando a espécie de lodeto de dimetilarsina (DMI) e a base nitrogenada

timina.

No geral, as concentracdes de As variam muito entre os estudos e sao medidas de
maneiras diferentes entre os estudos in vivo e in vitro. Além disso, 0s tempos de exposi¢ao
também diferem. Geralmente 0s ensaios com modelos in vitro sdo de exposi¢cdo aguda ao
As, exceto para o trabalho de Kojima et al (2009). J& aqueles com modelos in vivo sdo de
exposicdo crénica ao As, mas Yamauchi et al (2004) e Cooper et al (2022) averiguaram
ambas exposicdes crbnica e aguda em seus estudos. A exposi¢cdo aguda compreende um
tempo de contato com elemento potencialmente téxico por um periodo de até 24h e a crbénica
0 contato continuo, geralmente a pequenas doses, por um longo periodo de tempo (INCA,
2022).

4.1.1. Concentragdes e tempos de tratamento com As in vivo

Algumas das pesquisas realizadas com modelos in vivo, possuiam uma etapa de
caracterizacdo das formas quimicas do As a partir das amostras coletadas ou da fonte de

exposicao (Yamauchi et al, 2004; Hinhumpatch et al, 2013; Chou et al, 2014; Tsai et al,

21



2021), identificando-as em Ass*, Ass*, MMA e DMA. Dois estudos identificaram também
outras formas quimicas, como a arsenobetaina (AB), metabdlito de baixa toxicidade
associado ao metabolismo de organismos marinhos e ao consumo de frutos do mar
(Hinhumpatch et al, 2013) e trimetilarsina (TMA) (Yamauchi et al, 2004). Porém, outros
estudos nado fizeram distincdo das espécies de As e conduziram 0S experimentos

classificando o As como As total (Basu et al, 2005; Navasumrit et al, 2019).

Ja Piao et al (2005) conduziram seus trabalhos contaminando a agua de camundongos
com As20s. E Cooper et al (2022) além de contaminar a agua de camundongos com Ass",
também faz o tratamento com o mesmo composto em linhagens de células humanas (etapa

in vitro), mas em diferentes concentragdes.

As concentracdes de As foram quantificadas de amostras de urina, unhas e/ou saliva
(Basu et al, 2005; Hinhumpatch et al, 2013; Chou et al, 2014; Navasumrit et al, 2019; Tsai et
al, 2021) ou de agua e alimentos contaminados (Yamauchi et al, 2004). Como acima
mencionado, Piao et al (2005) e Cooper et al (2022) contaminaram agua consumida por

camundongos, em doses conhecidas.

As concentracdes sdo particulares de cada estudo pois dependem de como o individuo
foi exposto, em que nivel, por quanto tempo e o estilo de vida dos mesmos. Além disso,
conforme o tipo da amostra, as concentragdes sdo designadas em diferentes unidades de
medidas: para urina foram utilizadas ug/gcre (micrograma por grama de creatinina)
(Hinhumpatch et al, 2013; Chou et al, 2014; Tsai et al, 2021) e ug/L (Basu et al, 2005); para
unhas ug/g (Navasumrit et al, 2019); saliva ug/L (Hinhumpatch et al, 2013); dgua mg/L
(Yamauchi et al, 2004; Cooper et al, 2022) e ppm (Piao et al, 2005); e para alimentos em mg
(Yamauchi et al, 2004). As concentracgdes avaliadas em cada estudo associadas ao tipo da
amostra e a forma quimica do As estdo reunidas na tabela abaixo (3).

Tabela 3. Resumo das concentracdes dos estudos in vivo de oxida¢gBes associados ao tipo da amostra e forma

guimica do As. Os valores das concentracdes sdo as médias das amostras, exceto para os valores marcados
com * (concentracdo fixa para tratamento) e “ (minimo e maximo).

Referéncia Tipo da Forma quimica Concentragao
amostra

IAs (Assz*+Ass") 9.65ug/g cre

Tsai et al, 2021 Urina MMA 8.96ug/g cre

DMA 83.26ug/g cre
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Tabela 3 (continuac&o). Resumo das concentracfes dos estudos in vivo de oxida¢gbes associados ao tipo da
amostra e forma quimica do As. Os valores das concentracdes sao as médias das amostras, exceto para 0s
valores marcados com * (concentracgéo fixa para tratamento) e “ (minimo e maximo).

Urina As total 118.64ug/g cre
Hinhumpatch et al, 2013 {iAs (Ass* + Ass*) + MMA
Saliva + DMA + AB} 2.23ug/L.
Asz* 0.30ug/g cre
Ass* 0.21ug/g cre
Chou et al, 2014 Urina
MMA 0.46ug/g cre
DMA 20.01ug/g cre
Basu et al, 2005 Urina As total 259.75 ug/L

Grupos separados em
Navasumrit et al, 2019 Unhas As total <0.5ug/g, 0.5ug/qg,
lug/g e >1ug/g

Cooper et al, 2022 Agua Ass* 5mg/L*
Piao et al, 2005 Agua As20s3 1ppm e 2ppm*
Agua 0.13 a 0.20mg/L”
Yamauchi et al, 2004 As total 5 ” (cri
Alimento 23 até 49mg (criancas)
s

26 até 56mg” (adultos)

Como citado anteriormente, 0s tempos de exposicdo sdo majoritariamente crénicos,
passando por 28 dias (Cooper et al, 2022), 40 dias (Piao et al, 2005), a partir de 1 ano
(Navasumrit et al, 2019), 5 anos (Basu et al, 2005), 10 anos (Hinhumpatch et al, 2013) e 40
anos (Tsai et al, 2021). Chou et al (2014) néo especifica 0 tempo de exposicdo e 0s
participantes do estudo nao residiam em areas naturalmente contaminadas por As.
Yamauchi et al (2004) também né&o especifica 0 tempo da exposi¢cdo cronica, mas pontua
que os individuos participantes do estudo sdo residentes de uma regido naturalmente
contaminada. Este trabalho também avaliou os efeitos de uma intoxicacdo aguda acidental,
pelo consumo de alimentos contaminados. Apds 24h da ingestdo da comida contaminada,
com concentracdo de 23 até 56mg de As, 4 pessoas faleceram. Este resultado ressalta a

toxicidade e periculosidade do semi-metal.
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Hinhumpatch et al (2013) observou que criangas expostas ao As desde o utero,
apresentaram maiores concentragdes de As na saliva e na urina comparado com criangas
expostas ao As depois do nascimento e com o grupo controle. Também foram encontradas
maiores concentracdes de 8-OHdAG e um menor reparo de bases oxidadas, avaliado pela
expressdo da enzima hOGGL. Portanto, criancas expostas desde o Utero ao As possuem
risco de danos induzidos por oxidacdo persistentes no DNA, por conta do mau
funcionamento de BER, evidenciando que a toxicidade deste semi-metal também esti

relacionada com a disfuncéo de vias de reparo de DNA.

Mediante esses dois fatores, foi observado que maiores concentracdes e maiores tempos
de exposicdo ao As induzem um maior acumulo de danos no DNA. Nos estudos que havia
diferentes concentracdes (Piao et al, 2005; Chou et al, 2014; Navasumrit et al, 2019; Tsai et
al, 2021), foi observado que a o acumulo de 8-OHdG é dependente do aumento de
concentracdo de As, ou seja, maiores doses de As geram um maior nimero de bases

oxidadas.

Através dos estudos in vivo fica nitido que para além da concentracdo, o tempo de
exposicdo é crucial para o maior acimulo de danos, que gera consequéncias severas para
0 organismo. A partir de 5 anos de exposi¢ao as pessoas apresentaram lesdes na pele, hiper
e hipopigmentacdo e hiperqueratose (Yamauchi et al, 2004; Basu et al, 2005). Piao et al
(2005) sugere que as ERs induzidas por As ocasionam a oxidagdo de bases, que sao
responsaveis por mudancas patolégicas no tecido cerebral, evidenciando a neurotoxicidade

do composto.

O estudo de Tsai et al (2021) relacionou diretamente a constante exposi¢do ao arsénio
ao cancer de bexiga, mediante altos niveis de 8-OHdG na urina. Basu et al (2005) pontua
que o acumulo de oxidacdo de bases induzidas por As pode estar relacionado com a alta
incidéncia de cancer na regido do estudo, West Bengal na india, naturalmente contaminada
pelo composto. Navasumrit et al (2019) observou a formacéo de micronucleos nas células
de recém-nascidos, o que pode levar a uma maior propenséo ao desenvolvimento de cancer.
Mesmo diante desses impactos, o estudo demonstrou que os efeitos podem ser reversiveis

se a exposi¢do ao composto ndo for continua.

Yamauchi et al (2004) observou que mediante exposicdo aguda, os niveis de 8-OHdG
tiveram sua deteccdo maxima 30 dias apds a contaminacéo (23.2ng/g cre), e depois de 180
dias os niveis retornaram ao normal. Para a exposi¢cdo cronica foi observada uma alta

correlacdo entre a concentracdo de As e alta concentracdo de 8-OHdG detectada,
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principalmente para exposicdo ao DMA. Também foi observado que os danos no DNA
podem ser reduzidos apds 1 ano sem exposi¢cao ao As e ha uma melhora nos sintomas da
pele. No entanto, vale destacar que mesmo gue o0s hiveis de danos diminuam com o tempo,
a mutagénese induzida durante a exposicdo ndo pode ser revertida, 0 que ndo exclui

consequéncias deletérias apds o término da exposi¢cédo, como 0 aparecimento de tumores.
4.1.2. Concentracfes e tempos de tratamento com As in vitro

Nos estudos que avaliaram a formacédo de bases oxidadas usando modelos in vitro, as
concentragfes dos tratamentos com As variaram de 0,25uM até 500uM e os tempos de 2h
a 24h (exposicao aguda). Uma excecéo foi o estudo de Kojima et al (2009) que foi conduzido
por 30 semanas (exposicdo cronica). A maioria dos estudos utilizou pelo menos duas
concentragdes diferentes de As para avaliar os danos resultantes, exceto Cooper et al (2022)
e Yamanaka et al (2003) que usaram apenas uma concentragdo, 1uM e 5uM,
respectivamente. Na tabela abaixo (4) estédo reunidas as concentracdes e formas quimicas

utilizadas para os ensaios in vitro.

Tabela 4. Resumo das concentragdes dos estudos in vitro de oxida¢des associados a forma quimica do As.

Referéncia Forma quimica Concentracao
Yamanaka et al (2003) DMI + Timina 5uM (DMI) para 1uM (timina)
Qin et al (2008) NaAsO, 1uM, SuM, 10uM, 20ulM & 40
0.25uM, 0.5uM e 1uM
N (TRL1215, UROtsa e
Kojima et al (2009) NaAsO, UROtsa/F35)
1uM, 2.5uM e 5uM (RWPE-1)
Ruiz-Ramos (2009) NaAs0, 0-ouM, 2ul, SuM, 10ul e 50
Litwin et al (2013) NaAsO, 50uM, 100uM, 250uM e 500uM
Qu e Waalkes (2015) NaAsO, 1uM e 5uM
Chayapong et al (2017) As,04 100uM e 500uM
Cooper et al (2022) As3 1uM

Chayapong et al (2017) tratou células de camundongo com 100uM e 500uM com As203

durante 18h e observou o aumento nos niveis de ERs de acordo com o aumento da
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concentracdo de As. A mesma relacéo foi observada para os niveis de 8-OHdG, gerando

atrasos no ciclo celular.

Apesar dos impactos do triéxido de arsénio, ha estudos comprovando 0 seu uso
terapéutico no combate ao cancer. Chen et al (2021) observa que a habilidade dessa forma
quimica do As de se ligar as cisteinas, resgata a conformacao estrutural da proteina p53 e,
portanto, a sua funcéo de supressora de tumor. Mas pontua que essa modulacao nao é feita
a nivel de transcricdo, assim sd0 necessarios maiores estudos sobre a interacdo do
composto com o DNA para saber como esse equilibrio entre supressao de tumor e inducao
ao tumor € estabelecido.

Ruiz-Ramos (2009) utilizou diversas concentracfes de NaAsO:2 (0.5uM, 2uM, 5uM, 10uM
e 50 uM) para tratar linhagem de células tumorais e analisou seus impactos em diferentes
tempos de exposi¢cdo aguda (2h, 4h, 6h, 12h e 24h). Foi observado que mesmo as menores
concentracfes de As usadas, induziram a oxidacao de bases para todas as faixas de tempo.
Conforme a concentracdo aumentou, o acumulo de danos também aumentou. Os autores
também destacaram que a oxidacdo de bases se deu pela alta producédo de ERs induzidas
pelo composto.

Qin et al (2008) tratou células HaCat com concentracfes de 1uM, 5uM, 10uM, 20uM e
40uM de NaAsO: por 24h. Foi observado que em concentracfes acima de 10uM, os niveis
de 8-OHdG aumentaram exponencialmente, mas nas concentracdes abaixo de 5uM néo
houve danos significativos. Como aqui as células tratadas eram nao-tumorais, este estudo
evidencia que células que jA possuem mutacfes sdo mais suscetiveis a danos no DNA,
como observado por Ruiz-Ramos (2009). Ainda assim, nas doses mais baixas (até 5uM) foi
observado que o As foi capaz de inibir a atividade de PARP-1, uma proteina com 2 dominios
dedos de zinco, atuante na via de BER. Mas ao realizar o tratamento com zinco a atividade
da proteina foi restaurada e os niveis de 8-OHdG diminuiram, mostrando que o maior
acumulo de danos por oxidacao de bases esta relacionado com disfungcéo das proteinas da
via de BER para além da producdo de ERs. Este pode ser um fator significativo para os

mecanismos de toxicidade do As.

Cooper et al (2022) também observou disfuncdo da proteina PARP-1, porém com o
estudo in vivo e com exposicao cronica de 28 dias, explicada pela modulacdo de NOX
induzindo a producédo de ERs. Além disso, ao tratar HEKn com 1uM de arsenito por 24h

observou-se que o0 As sozinho nao foi capaz de gerar bases oxidadas de forma significativa.
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O acumulo de danos de bases oxidadas s6 ocorreu mediante a exposicdo conjunta com

radiacéo UV.

Qu e Waalkes (2015) tratou células de camundongo com 1uM e 5uM de NaAsO:2 também
por 24h, observando que células da linhagem WT que possuiam a proteina MTF-1 (Fator 1
de Transcricdo ativado por metal), mostraram um aumento ndo significativo dos danos por
oxidacdo (5uM). Ja nas células da linhagem MT-null, que ndo possuiam MTF-1, houve um
aumento dos niveis de danos oxidativos dependente da concentracdo de As e mesmo com
1uM, os danos foram significativos. Para essa linhagem, ao trata-las com MTF-1 os
resultados se assemelharam com aqueles da linhagem WT, mostrando que a proteina tem
acao importante no controle da toxicidade do As, porém nao se sabe ao certo se MTF-1 atua
como antioxidante ou se sequestra 0 composto e impede a sua interagdo molecular.
Também houve um aumento dependente da concentracdo de As da expressao de 2 genes
marcadores de estresse oxidativo, HO-1 e GSTa2, evidenciando uma inducéo da producgao
de ERs para ambas as linhagens. Diante desse resultado, fica claro que células que ja

possuem algum tipo de desregulacdo de proteinas sdo mais suscetiveis a danos por As.

Kojima et al (2009) também tém resultados semelhantes, porém mediante uma exposi¢éo
cronica com arsenito de sédio, na qual as linhagens celulares TRL1215, UROtsa e
UROtsa/F35 foram tratadas com concentracdes de 0.25uM, 0.5uM e 1uM, e a linhagem
RWPE-1 com 1uM, 2.5uM e 5uM. Para esta ultima, ndo houve oxidacdo de bases
significativa em nenhuma das concentracdes testadas. Mas para a linhagem TRL1215, os
niveis de oxidacdo de bases aumentaram ap0s 5 semanas de exposicdo de forma
dependente da concentracdo de As, na qual 2uM mostrou a maior quantidade de danos na
marca no tempo de 16 semanas. Ambas as linhagens adquiriram fenétipo cancerigeno, para
TRL1215 na marca de 18 semanas e para RWPE-1 no tempo de 30 semanas.

A aquisicao do fendtipo cancerigeno sem a formacéao de bases oxidadas foi associada a
outros mecanismos de toxicidade do As que ndo foram avaliados no estudo. Porém, foi
observado que a capacidade de metilacdo parece ser obrigatoria para a formacao de danos
por oxidacdo de bases e acelera o processo de formagédo de tumor, isso foi corroborado
através dos experimentos com as linhagens UROtsa e UROtsa/F35, a primeira sem a enzima
arsenito metiltransferase (As3MT) e a segunda com a enzima ativa. UROtsa/F35 mostrou
um numero muito maior de danos do que UROtsa bem como formacgéo de tumor mais rapida.
De qualquer forma houve fenétipo cancerigeno em todas as linhagens, mostrando que a
carcinogénese induzida por As é multifatorial, na qual a velocidade depende do nimero de
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mecanismos de toxicidade ativos ao mesmo tempo. Portanto, sugere-se que formas

metiladas do As séo fatores chave para a carcinogénese induzida pelo composto.

Yamanaka et al (2003) ao realizar a reacédo direta da forma metilada DMI com a base
timina, observa a formacédo de uma espécie reativa intermediaria, o peréxido de arsénio.
Este modifica a base nitrogenada através de oxidacdo em cis-timina-glicol e néo foi
observada formacéo de anion superoxido ou peroxido de hidrogénio. O estudo conclui que
formas metiladas trivalentes de As podem ter um papel chave na carcinogénese através da

oxidacao de bases, o que corrobora em parte com o que foi proposto por Kojima et al (2009).

Litwin et al (2013) exp6s leveduras a 50uM, 100uM, 250uM e 500uM de arsenito de sédio
por 2h e detectou baixos niveis de 8-OHdG, mesmo na maior concentracdo. No entanto, foi
possivel observar que o processo de replicagdo é perturbado. Os autores pontuam, que
diferentemente de mamiferos, para leveduras, o mecanismo de toxicidade do As pode nao
estar tdo ligado a oxidacdo de bases e sim a outros fatores. Assim, em organismos
diferentes o As impacta de formas diferentes, mas parece que o ciclo celular é afetado

independente da espécie.

4.1.3. Panorama geral sobre a oxidacado de bases induzidas por As

7z

Com base nestes resultados é evidente que diferentes tipos de células reagem de
maneiras diferentes a exposicdo de As. Mas podemos observar uma tendéncia: quanto
maior a concentracdo e tempos de exposicdo ao As, maiores serdo os niveis de oxidacao
de bases. O acumulo de bases oxidadas tem relacdo com a disfuncao de vias de reparo de
DNA, principalmente BER, através da inibicdo ou modulacdo das proteinas e enzimas

atuantes no processo.

Umas das principais causas da oxidacdo de bases € através da acdo de ERs. Kojima et
al (2009) e Yamanaka et al (2003) pontuam que para que isso ocorra a capacidade de
metilacdo e as formas metiladas do As sdo cruciais para a formacdo de ERs. Em
contrapartida, Hinhumpatch et al (2013) observa que a capacidade de metilar o As € menor
em criangas expostas, o que pode levar ao aumento de danos em resposta ao As. Tal
discordancia pode estar relacionada tanto ao tempo de exposi¢cdo quanto ao tipo do ensaio,
visto que estudos in vivo possuem fatores que interferem nas analises e podem culminar em

resultados diferentes.

Por fim, caso os danos nao sejam reparados, ha uma propenséo de formacao de quebras

no DNA, simples ou duplas (Litwin et al, 2013; Navasumrit et al, 2019; Cooper et al, 2022).
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Aumentando a possibilidade de atraso no ciclo celular e replicacao errénea, o que pode levar
ao acumulo de mutacdes caso a célula sobreviva. Em muitos casos as células entram em
apoptose, o tipo mais comum de morte celular impulsionada por acumulo de danos no DNA
(Kaina, 2003).

4.2.Metilagcdes

Ambos os artigos encontrados que abordam este tipo de dano em decorréncia da
exposicao ao As (tabela 2) conduziram as pesquisas com modelos in vivo. Foram analisadas
amostras de urina. As espécies quimicas de As presentes foram identificadas, apontando a
presenca de As®*, As®, MMA e DMA, e quantificadas na unidade de ug de AS por g de
creatinina.

Chou et al (2014) encontraram 0.30ug/g cre, 0.21ug/g cre, 0.46ug/g cre e 20.01ug/g cre
de As3®*, As®>*, MMA e DMA respectivamente. Ja Tsai et al (2021) encontraram concentracao
9.65ug/g cre para as formas inorganica de As e 8.96ug/g cre para MMA e 83.26ug/g cre para
DMA. Pode-se observar que a dosagens de DMA estd muito elevada em comparacédo as
outras espécies de As, e 0s autores sugerem que este aumento pode estar ligado ao
consumo regular de frutos do mar. Para averiguar os danos no DNA, foi medida a
concentracdo do marcador N7-metilguanina (N’-MeG), formado pela metilacdo de bases
nitrogenadas, em ambos os estudos. Foi observada que quanto maiores as doses de As
encontradas, maiores também foram as concentracdes de N’-MeG, indicando uma
correlacao diretamente proporcional a exposicdo ao composto e metilagdo do DNA.

Chou et al (2014) fizeram a coleta de urina de gestantes entre 28 e 38 semanas de
gestacdo. Foi observado que as espécies inorganicas em comparacdo as espeécies
organicas produziram uma maior concentracdo do marcador. Isso pode ser explicado pelo
fato das espécies inorganicas serem bioconvertidas nas espécies organicas. Aqui 0s
impactos da metilacdo de bases foram averiguados na qualidade do parto, este que foi
impactado pela alta concentracédo de N’-MeG. Os autores também propuseram que para
danos de bases nitrogenadas em mulheres gravidas, N’-MeG é um marcador mais sensivel
do que 8-OHdG, visto que impacta o processo de nascimento ao reduzir a qualidade do
parto.

O estudo conduzido por Tsai et al (2021) teve uma duragédo de aproximadamente 20
anos. A populagéo que fez parte da pesquisa consumiu agua contaminada por As por cerca
de 40 anos, as coletas de urina foram feitas na época em que eram jovens, por volta de 20
anos de idade, e depois com aproximadamente 55 anos de idade. Como pontuado

anteriormente no tépico de danos por oxidacdo de bases, muitos participantes
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desenvolveram cancer de bexiga e o marcador de dano no DNA que tem relagcdo com o
cancer nao foi N’-MeG e sim 8-OHdG, este que também foi medido nas duas pesquisas e é
originado a partir da acdo das ERs. Para Tsai et al (2021) a metilagao de bases nao levou a
danos destrutivos a nivel celular, mas pode ter auxiliado os impactos na oxidacdo do DNA.
Vale ressaltar que entre as duas pesquisas, as concentracdes gerais de As medidas por
Tsai et al (2021) sdo mais altas do que as medidas por Chou et al (2014), por conta do tempo
e concentracdo de exposi¢cdo ao As ser maior. As mulheres gravidas que participaram do
estudo de Chou et al (2014) ndo estavam consumindo regularmente agua contaminada,
inclusive o estudo aponta que a area nao tinha alta incidéncia de As. Em suma, pouco foi
encontrado sobre danos no DNA por metilagcdes causadas por As. Pode ser que 0s termos
buscados pouco se correlacionam com a categoria de danos por metilacdes, estes
associados as mudancas epigenéticas (Smith et al, 1992), necessitando de uma busca mais

aprofundada sobre o assunto.

4.3.Crosslinks

Todos os estudos que avaliaram a formacao de crosslinks (tabela 2) foram conduzidos
in vitro e a forma quimica do As mais utilizada foi o arsenito de sédio (NaAsO3z). No trabalho
de Hornhardt et al (2006), além do NaAsO: também é utilizado o trioxido de arsénio (As203)
conhecido como arsénico. Apenas Kato et al (1994) faz uso da forma metilada DMA.

As concentracbes variaram bastante entre os estudos, indo desde 1nM até 25uM e
apenas Kato et al (1994) e Hornhardt et al (2006) utilizam 10mM. Mas h& um consenso entre
todos eles: nas doses mais altas de (a partir de 10uM) hd uma maior formacao de crosslinks
demonstrando mais uma vez que a inducdo de danos no DNA, e consequentemente a
toxicidade do As, é dose dependente (Schaumloffel e Gebel, 1998; Ramirez et al, 2000;
Mouron, Golijow e Dulout, 2001; Mouron et al, 2006).

Apenas um tempo de tratamento foi utilizado para quase todos os estudos, mas que
variam ao compara-los. Sao eles 2h (Mourén, Golijow e Dulout, 2001), 16h (Ramirez et al,
2000), 22h (Hornhardt et al, 2006) e 24h (Schaumléffel e Gebel, 1998). Apenas Kato et al
(1994) avaliou diferentes tempos, sendo 6h, 8h, 10h e 12h, demonstrando também que o
tempo de exposicdo auxilia no efeito tdxico do composto, visto que a formacgédo dos danos
so6 foi observada a partir de 8h de exposicdo na dose de 10mM. Vale ressaltar que Kato et
al (1994) também testou diferentes doses para corroborar que a toxicidade do As também &

dependente da concentracdo. As células foram tratadas por 12h, sendo utilizadas as doses
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de tratamento 5mM, 7.5mM e 10mM. Para todas houve formacéao de crosslinks, mas a maior

quantidade foi vista na concentragéo de 10mM.

Hornhardt et al (2006) pontua que, mesmo que 0 NaAsO: tenha levado a formacéo de
mais crosslinks que o As20s3, ao analisar os danos estatisticamente, ndo houve diferenca
significativa de ambos os tratamentos em relacdo ao controle. Isso pode estar ligado ao
longo tempo de tratamento e as células possuirem vias de reparo de DNA para mitigar 0s

efeitos a longo prazo.

No estudo de Kato et al (1994) foi observada a formacéo de sitios abasicos (AB), através
de eletroforese em gel de agarose, antes do tempo em que os crosslinks fossem detectaveis.
Este resultado sugere que a formacdo de AB podem ser precursores da formacédo de
crosslinks e de quebras simples, que também foram avaliadas neste estudo. Esses AB sao
provavelmente originados da extracdo de uma base nitrogenada oxidada pelas ERs geradas
na metabolizacdo do DMA, evidenciando a interacao indireta do As com o DNA através de

oxidacoes.

De maneira geral, a formacdo de crosslinks pela exposicdo ao As também esta
correlacionada com a conseguinte formacao de quebras simples no DNA. Isso foi visto em
todos os estudos, exceto os de Ramirez et al (2000) e Hornhardt et al (2006), pois nao
avaliaram experimentalmente este dano e nem propuseram essa possibilidade nas suas
pesquisas. Também foi visto que a formacdo de crosslinks pode mascarar as quebras
simples no Ensaio Cometa, reduzindo o tamanho da cauda, principalmente no tratamento
de 10uM de NaAsO2, onde ha maior dano por crosslinks comprovado com o uso da
proteinase-K. Ramirez et al (2000) avalia também a capacidade de reparo apds a formacao

dos crosslinks, apenas apos a retirada do As em concentragfes muito baixas (1nM).

Sendo isso possivel, provavelmente demonstra que o acumulo de danos é causado por
nao ou mal funcionamento das vias de reparo de DNA. Os danos por crosslinks séo
considerados muito citotoxicos, caso ndo sejam reparados. Além de quebras e fragmentacao
do DNA, podem ser causados atrasos no ciclo celular, erros de replicagéo e ao final, caso a
célula ndo morra ou entre em apoptose. Caso a célula ndo morra, pode haver erros na
separacdo das cromatides irmés (Mourdn et al, 2006) e formacdo de micronucleos
(Schaumloffel e Gebel, 1998), levando ao acumulo de mutac¢des e possivel tumorigénese.

31



4.4.Quebras duplas

Quase todas as pesquisas que avaliam a formacéao de quebras duplas foram conduzidas
in vitro. Jiménez-Villarreal et al (2017) e Cooper et al (2022) também realizam ensaios in vivo
com o consumo de agua contaminada. A forma quimica do As mais utilizada é o NaAsO2,
com excecao de Jiménez-Villarreal et al (2017) que ndo caracteriza as formas de As e mede
as concentragbes como As total.

As concentracdes avaliadas nos estudos in vivo variam entre 11.2ug/L até 17.4ug/L
(Jiménez-Villarreal et al, 2017) e 5mg/L e 1uM (in vitro) (Cooper et al, 2022). Para ambos os
estudos o tempo de exposi¢do € cronico. Enquanto o primeiro avalia os efeitos do composto
de 1 até 4 anos, o segundo os observa em 28 dias e também 24h. Os efeitos do As para a
formacdo de quebras duplas avaliados por Cooper et al (2022), sdo os mesmos discutidos
anteriormente no tépico de oxida¢des, portanto quebras duplas sdo acumuladas mediante a
exposicdo conjunta do As com radiacdo UV em baixas doses e, a disfungdo da enzima de
via de reparo leva ao acumulo os danos numa exposic¢ao cronica.

Jiménez-Villarreal et al (2017) pontua que, mediante uma exposicdo cronica, a
fragmentacao do DNA foi maior em pessoas expostas ao composto do que o controle, mas
nao houve diferengas significativas nos tratamentos com diferentes concentracdes de As.
Ou seja, o acumulo de danos néo foi dose dependente. Foi observado que houve um maior
acumulo de danos do tipo quebras duplas do que quebras simples. Isso pode ser explicado
pelas quebras simples prontamente induzirem as quebras duplas e os autores sugerem que
€ necessario fazer uma caracterizacdo das espécies de As e suas concentracdes
acumuladas nas células para obter um maior conhecimento da inducéo de quebras duplas,
bem como o seu reparo pode ser modulado.

Para os estudos in vitro, apenas em Nail et al (2022) o tratamento foi feito com a
concentracdo de 100nM NaAsO2, a menor dentre as outras pesquisas, e mediante uma
exposicao crénica de 7 semanas (linhagem HaCat) e 8 semanas (linhagem Ker-CT). Neste
trabalho, foi observado que a exposigéo crénica a uma baixa concentracdo de iAs culminou
num acumulo de quebras duplas. Este dano foi relacionado com a supressao da fosforilagcao
da proteina ATM (ataxia telengectasia mutated) tornando-a inativa. A proteina ATM é
responsavel por ativar uma transducao de sinal que ira recrutar proteinas responsaveis por
iniciar a via de reparo por recombinacdo homéloga (HR), uma das vias responsavel por
reparar quebras duplas. Com isso, ha uma nova descoberta de mecanismo molecular
induzido pelo iAs associado a clastogénese (alteracdo na estrutura dos cromossomaos), por
acumulo de quebras duplas. Ainda nao fica claro como o iAs modula a escolha da célula em
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ativar cada via de reparo de quebras duplas, HR ou NHEJ, sendo necessario uma maior
investigacdo desse novo mecanismo.

Em varios estudos realizados com diferentes concentracfes de As, foi observado que o
acumulo de quebras duplas foi diretamente proporcional a concentracdo de As. Okayasu
(2003) tratou células da linhagem xrs-5 por 2,5h com 0,2mM, 0,4mM, 0,6mM, 0,8mM e 1mM
de arsenito de sédio e observou uma grande formacdo de quebras duplas, visto que esta
linhagem é deficiente em ku80 (proteina da via de reparo NHEJ) e acumula os danos ao nédo
0S reparar.

Litwin et al (2013) pontua que o As induz a formacdo de quebras duplas atraves de
quebras simples nao reparadas, e que as quebras duplas séo dependentes de replicacao e
também de forma independente da replicacao e transcricdo. As concentragdes utilizadas nos
experimentos foram de 50uM, 100uM, 250uM e 500uM num tratamento de 2h. Como
pontuado anteriormente no tépico de oxidacdes, para leveduras néo foram detectados niveis
de 8-OHdG significativos, assim o mecanismo de danos no DNA induzidos por As para esse
organismo nao é impulsionado pela producéo de ERs e sim pela producao direta de quebras
duplas. Os autores sugerem que isso ocorre devido a uma oxidagao in situ do DNA pelo
composto, gerando quebras simples e logo em seguida quebras duplas.

Okamura et al (2022) ao realizar os tratamentos com 2uM, 5uM e 7,5uM de arsenito de
sodio nos tempos de 24h, 72h e 144h, e foi observado que o nimero de quebras duplas
aumentaram conforme o aumento da concentracdo de As e com tempo de exposicao.
Diferencas significativas em relacdo ao controle foram observadas nos tempos de 72h e
144h a partir de 5uM de As e mesmo depois de cessar o tratamento com As, apos 72h, ainda
havia marcadores de danos por quebras duplas, mostrando que os impactos por esse dano
podem ser persistentes, caso a via de reparo também esteja disfuncional. Nessa pesquisa
também ha evidéncias de que uma das vias de inducdo de carcinogénese por As € atraves
da aceleracéo da senescéncia celular.

Volk et al (2022) utilizou duas concentragdes, 1uM e 5uM, no periodo de 24h e observa
gue ambas demonstraram acumulos de quebras duplas, porém apenas conjuntamente com
radiacdo UV, o As sozinho ndo promoveu acumulo de quebras duplas, mas sim de quebras
simples. Também foi avaliado que houve supressao da proteina Radl18, importante para o
equilibrio da sintese de translesédo (TLS), mecanismo de tolerancia a danos no DNA que
impede o colapso da forquilha de replicacdo, portanto desequilibra o mecanismo

promovendo um maior acumulo de quebras simples e duplas.
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As quebras duplas sdo os danos no DNA mais deletérios que podem gerar
consequéncias graves, como o rearranjo de cromossomos (Vitor et al, 2020). Em muitos
estudos é demonstrado que boa parte do acumulo esté ligado ao impacto do As nas vias de
reparo de quebras duplas. Além disso, foi visto que altas concentragcdes geram um maior
acumulo, porém baixas doses aplicadas de forma crbnica também geram acumulos
significativos e com uma maior dificuldade de reversdo do dano depois de cessar a

exposicao.

4.5.Quebras simples

Os resultados encontrados para quebras simples envolveram estudos que também
avaliaram outros tipos de danos, como crosslinks, oxidacdo de bases e quebras duplas
(Tabela 2). Assim, os resultados das concentracdes e tempos utilizados foram semelhantes
aos observados para os outros danos. Kato et al (1994), Schaumloffel e Gebel (1998),
Mourdén, Golijow e Dulout (2001), Mouron et al (2006) e Navasumrit et al (2019) observaram
uma relacdo dose dependente do As para quebras simples. Kato et al (1994) sugere que a
formacdo destas € devido a inducdo de ERs pelo DMA, que gera a oxidacdo de bases,
seguido de AB e estes formam as quebras simples. Mourdn, Golijow e Dulout (2001) ainda
pontuam que a cauda do Cometa na maior dose nao mostrou diferencga significativa com o
controle e isso pode ser explicado pela maior formacédo de crosslinks mascarando as
quebras.

Jiménez-Villarreal et al (2017) pontua que ha uma maior formacéo de quebras duplas do
que quebras simples. Isso pode estar ligado ao fato das quebras simples induzirem as
quebras duplas ou entdo das quebras simples serem reparadas mais rapidamente.
Navasumrit et al (2019) observa uma associacdo entre o acumulo dos diferentes danos no
DNA a impactos no nascimento. Volk et al (2022) associa a formagéo de quebras duplas em
baixas concentracbes de As apenas com acao conjunta de radiagcdo UV e que o maior
acumulo de danos gerados pela radiacdo UV foi acelerado pela supressdo da proteina
Rad18 pelo As.

O restante dos estudos que abordaram apenas sobre quebras simples (tabela 2) foram
conduzidos de forma in vivo, com a avaliagdo de uma concentracao e por exposi¢ao cronica,
exceto Yamanaka e Okada (1994) que induziram uma exposi¢cdo aguda. Palus et al (2005)
conduz o estudo no maior tempo de exposicéo, trabalhadores de uma indastria fundidora de
cobre foram expostos a vapores e poeira com presenca de As durante aproximadamente 18
anos. No estudo as formas quimicas nao foram caracterizadas e a média da concentracao
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de exposicéo foi de 57ug/L. Um alto nivel de danos foi observado e quebras simples foram
formadas, e apds o uso de FPG as quebras aumentaram, indicando que parte dos danos no
DNA foram impulsionados por oxidacdo de bases. Os autores ressaltam que o nivel de
exposicao ao As ndo tem alta correlagdo com os danos no DNA, evidenciando que esses
danos ndo sado somente advindos do As mas também de possiveis outros contaminantes no
ambiente de trabalho. Importante pontuar que apés 3h de incubacdo das células in vitro
houve uma diminui¢cdo dos danos, mas mesmo assim eles permaneceram altos com relacao
ao controle, evidenciando que as vias de reparo de DNA estavam ativas, porém impactadas.

Jasso-Pineda et al (2011) conduziu o estudo com criangas residentes de 3 comunidades
diferentes por aproximadamente 6 anos, cada comunidade apresentava um nivel de
exposicao diferente, o que foi corroborado pela concentragcdo de As total na urina das
criangas. Na comunidade “A” a média da concentracao foi de 44.5ug/g cre, na “B” 16.8ug/g
cre e na “C” 12.8ug/g cre. Criangas da comunidade A, que possuiam a maior concentragao
de As na urina, foram as que apresentaram o maior acimulo de quebras simples. Apos 3h
do periodo de reparo com incubacéo das células in vitro, as criancas da comunidade A ainda
apresentavam altos danos no DNA em comparacdo as comunidades B e C, nas quais 0s
danos diminuiram bastante, evidenciando o impacto do As também nas vias de reparo de
DNA.

Flora et al (2012) observou danos macicos identificados pelo tamanho da cauda do
Cometa. A exposicao crénica de 28 semanas com 50mg/L em camundongos mostrou que
h&a uma perda na integridade do DNA pela formacéo de quebras simples e que o aumento
da producdo de ERs e do desbalanco enzimético impulsionados pelo arsenito de sédio
auxiliaram nas lesdes teciduais do figado e do cérebro. Nesta pesquisa também foi feita uma
co-exposicdo com fluoreto, a formacdo do complexo Arsénio+fluoreto apresentou menor
namero de danos no DNA, que pode ser explicado pelo complexo ser pouco absorvido pelas
células. Ainda assim, o As apresentou uma toxicidade mais alta do que o fluoreto com um
maior numero de quebras simples.

O estudo realizado por Yamanaka e Okada (1994) traz informacdes que complementam
estudos anteriores de Yamanaka et al (2003), que realiza a reacao direta do As com o DNA.
Ao utilizar DMA na concentracdo de 1500mg/kg, na agua dos camundongos, por 9h, 12h,
15h e 24h, foi observado que as quebras simples surgiram apenas nos pulmdes. O
surgimento ocorreu ap6s 12h da exposicdo e nos tempos de 15h e 24h foi observado reparo
dos danos, visto que houve diminuicdo da cauda do cometa. Os autores pontuam que as

quebras ndo foram causadas por acao direta do composto e sim pela producéo do radical
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peroxil dimetilarsinico, sugerindo que essa espécie reativa tem papel fundamental no
desenvolvimento de cancer de pulmdo, visto que além dos danos também foi observada uma

aglomeracao da heterocromatina.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os 2689 resultados encontrados para os termos de busca utilizados, 30 foram
selecionados para a elaboracéo dessa reviséo sistematica. Desses 30, 15 abordavam sobre
oxidacOes de bases, mostrando o quanto as oxidacfes tém papel importante sobre os danos

de DNA induzidos por arsénio.

Até entdo, os danos no DNA causados por As sdo impulsionados principalmente pela
capacidade do composto de gerar de ERs, seguido por alteracbes estruturais de grupos
quimicos de enzimas e proteinas através da substituicdo do zinco, por exemplo, 0 que leva
a mudancas de conformacéo e inativacdo destas. Muitas dessas enzimas e proteinas estao
ligadas a manutencéo da integridade do DNA, como aquelas atuantes nas vias de reparo, 0

que leva ao acumulo dos danos por gera-los e néo os reparar.

Concentra¢des mais altas de As promovem um maior acumulo de danos, porém o tempo
de exposi¢cdo ao composto tem papel importante para impulsionar ou retardar o processo.
Exposi¢bes cronicas além do maior acimulo de danos, geram impactos mais severos, ndo
s6é nas células, mas no organismo todo, e podem ser impulsionados em baixas
concentracbes. Ja exposicdbes agudas demonstram maiores danos apenas em
concentracfes altas e culminam em uma maior chance de reversao dos impactos apos o

organismo nao ser mais exposto ao composto.

A capacidade de metilacdo e espécies metiladas trivalentes parecem possuir um papel
fundamental para a carcinogénese acelerada pelo semi-metal, impulsionando maiores danos
ao DNA. Porém uma maior investigacao nesse quesito deve ser feita, apenas um estudo

evidencia esse fator através de uma reacéo direta do As com o DNA.

A formagdo de tumores, também conhecida como tumorigénese, é impulsionada pelo
processo chamado mutagénese, no qual ocorre uma mudanca genética espontanea ou
induzida por substéncias que possuem essa capacidade. Essa instabilidade genética
promovida por acumulo de danos no DNA nao reparados, podem levar ao surgimento de
cancer (Hoeijmakers, 2001). Como visto em todos os topicos discutidos, o As € um indutor

de todos esses fatores, podendo ser considerado um composto mutagénico.
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O As tem sua toxicidade explicada por mecanismos multifatoriais, gerando danos no DNA
por diversas vias que podem atuar conjuntamente e diferem pelo no tipo organismo e
linhagem celular. Portanto, devem ser feitos novos estudos sobre mecanismos moleculares
do As, para averiguar se ha um fator chave das interacbes do composto que impulsionam a
sua toxicidade, bem como uma maior investigacdo sobre seus impactos nas vias de reparo

de DNA, mutagénese e inducéo de doengas, como o cancer.
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