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RESUMO

KATZ, 1. S. S. Mielotoxicidade por 7,12-Dimetilbenzantraceno e sua repercussiao
na resposta imunolégica dos camundongos AIRmax e AIRmin. 2012. 121 f. Tese
(Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, SaoPaulo, 2012.

O DMBA ¢ um agente genotoxico que reage diretamente com o DNA, induzindo
citotoxicidade, dependente de p53. O processo de metabolismo do DMBA ¢ dependente
da ativacdo de receptor aril hidrocarbonetos (AHR). Camundongos geneticamente
selecionados para alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) resposta inflamatéria aguda
apresentam completa segregagdo dos alelos de baixa (44r) ou alta (4h+"") afinidade
para HPA, respectivamente. Essas linhagens apresentam diferencas importantes na
sensibilidade aos efeitos toxicos e carcinogénicos do DMBA. Neste trabalho estudamos
os efeitos toxicos do DMBA na medula 6ssea e sua repercussdo na resposta
imunolégica destes camundongos. Para isso os animais foram tratados com uma Unica
injecdo ip de DMBA em 6leo de oliva. A producdo de anticorpos IgG anti-HGG e a
migragdo celular para o tecido subcutineo apos injecdo sc de Biogel, como agente
inflamatorio, foram suprimidas nos animais AIRmin tratados com DMBA. As células
da medula o6ssea foram enumeradas e caracterizadas por andlise morfologica e
citometria de fluxo. A hipocelularidade da medula éssea observada em camundongos
AIRmin apdés 24 horas do tratamento com DMBA ¢ reflexo da diminui¢do
principalmente de neutrofilos em estagio final de diferenciacdo. Por outro lado, houve
um aumento no numero de blastos e neutrdfilos imaturos apds o tratamento. A anélise
da morte celular com PI/Anexina V revelou um aumento de células em apoptose e
necrose. Além disso, o tratamento DMBA causou em camundongos AIRmin um
bloqueio na progressdao do ciclo celular da fase Gl para S em células Lin". Esses
resultados condizem com o aumento da expressdo das proteinas p53 e p21. A cinética
de dano no DNA em células da medula 6ssea por ensaio cometa revelou que o reparo da
lesdo foi mais rapido em camundongos AIRmax. Os niveis de expressdao do RNAm do
gene parp-1, cuja fungdo ¢ restaurar a integridade gendmica, triplicou em AIRmax,
enquanto que nos animais AIRmin aumentou a expressdo de p53 e caspase-3.
Adicionalmente, observamos perda da capacidade proliferativa e de diferenciagdo de
c¢lulas da medula 6ssea de animais AIRmin quando estimuladas in vitro com diferentes
fatores hematopoeticos. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com DMBA
causa citotoxicidade e genotoxicidade de longa duragdo nas células da medula 6ssea de
camundongos AIRmin e bloqueio do ciclo celular de células indiferenciadas afetando o
desenvolvimento das respostas imunoldgicas. Por outro lado, camundongos AIRmax
sdo mais resistentes aos efeitos toxicos do DMBA e apresentaram ainda maior
capacidade na remogdo da lesdo do DNA, o que sugere que essa linhagem pode ter um
eficiente mecanismo de reparo do DNA. Finalmente, essa diferenga de sensibilidade ao
DMBA pode estar também relacionada com o polimorfismo do AAr, indicando que este
gene pode ser um candidato na regulagdo da resposta inflamatdria aguda, bem como a
sensibilidade aos hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Medula 6ssea. DMBA. Ahr. Ciclo celular. Camundongos. Toxicidade.



ABSTRACT

KATZ, I. S. S. Myelotoxicity by 7,12-Dimetilbenzantraceno and its impact on
immune response in AIRmax and AIRmin mice. 2012. 121 p. PhD thesis
(Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2012.

DMBA is a genotoxic agent that reacts with DNA directly, inducing p53-dependent
cytotoxicity. The process of DMBA metabolism depends on the activation of the aryl
hydrocarbon receptor (Ahr). Mice genetically selected for high (AIRmax) or low
(AIRmin) acute inflammatory response presented a complete segregation of Ahr alleles
endowed with low (447) or high (4h#"") affinity to PAHs, respectively. AIR mice differ
in susceptibility to toxic and carcinogenic effects induced by DMBA. Therefore, in this
study we investigated the myelotoxic effects of DMBA treatment on the BM and its
impact on the immune response. Animals were treated in vivo with a single i.p. dose of
DMBA in olive oil. Specific IgG anti-HGG antibody production and the cellular
migration to the inflammatory site after sc injection of Biogel were suppressed after
treatment with DMBA in AIRmin mice. BM cells were characterized by flow cytometry
and morphology. Hypocellularity was observed in BM from AIRmin at 24 hours post
DMBA treatment, mostly in the terminal neutrophil differentiation. Nevertheless there
was an increase of blasts and immature neutrophils at 1 and 50 days after treatment. Cell
death analysis with PI/Annexin V revealed high levels of apoptosis and necrosis. Also,
DMBA treatment caused in AIRmin mice a blockade in the cell cycle progression from
G1 to S phase in Lin cells. These results are consistent with the high levels of p53 and
p21 proteins. The kinetics of cell repair demonstrated the early removal of DNA lesion
in BM cells from DMBA-treated AIRmax mice. The parp-1 gene showed 3 fold
increased mRNA expression in AIRmax cells 12h after DMBA treatment, however in
AIRmin mice there was an increase in p53 and caspase-3 mRNA expression.
Additionally, we showed low differentiation and proliferation capacities of bone
marrow cells from DMBA treated AIRmin after in vitro stimulation with different
hematopoietic factors. Our results demonstrated DMBA produced long lasting
genotoxicity and cytotoxicity in BM cells in AIRmin mice and blocking cell cycle of
undifferentiated cells, affecting immune response development. On the other hand,
AlRmax mice have larger capacity in the removal of DNA lesion, which suggests that it
has an efficient DNA repair mechanism. Finally, the AAr pollimorfism might be
correlated with the phenotypes of susceptibility to DMBA, suggests Ahr as a candidate
gene in contributing to the differential inflammatory responses and differential
susceptibility to hydrocarbons.

Key words: Bone marrow. DMBA. Ahr. Cell cycle. Mice. Toxicity
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1 INTRODUCAO

O sistema hematopoiético, devido as suas caracteristicas biologicas, pode sofrer
alteracdes quando exposto a agdo de fatores ou substidncias nocivas presentes no
ambiente. Entre os fatores agressores do sistema hematopoiético, sdo bem conhecidos
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), as radiacdes ionizantes (raios-X e

particulas atomicas), radiagdes ultravioletas e os agrotdxicos.

1.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) constituem uma familia de
compostos caracterizada por possuirem dois ou mais anéis aromaticos condensados. Os
HPA s3o uma classe de substancias amplamente distribuidas no ambiente, muitas das
quais com potencial téxico. Sdo formados principalmente nos processos de combustio
incompleta de matérias organicas como a exaustao de motores a diesel ou a gasolina, a
queima de carvao, a exaustdo de plantas de incineracdo de rejeitos, a fumaca de cigarro
(BOSTROM et al., 2002). Por se tratar de compostos quimicos estranhos a um
organismo ou sistema bioldgico, sdo também conhecidos como Xenobidticos.

A dioxina (tetraclorodibenzodioxina ou 2,3,7,8-TCDD), o benzeno, ¢ o
benzopireno sdo exemplos de HPA encontrados em abundancia no meio ambiente. J4 o
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) ¢ um prototipo sintético de HPA. Dentre os varios
efeitos, estes xenobidticos causam citotoxicidade, genotoxicidade e consequentemente,
carcinogénese ¢ imunossupressao, conforme resultados obtidos experimentalmente em
modelo murino (KAWABATA; WHITE, 1987; LADICS et al., 1991; LUSTER;
ROSENTHAL, 1993; GALVAN et al., 2003; YOON et al., 2002).

Em modelo murino o DMBA tem efeitos profundos sobre o sistema imune,
abrangendo, principalmente, diminui¢do da celularidade no bago ou na medula Ossea.
(DEAN et al., 1985; WARD et al., 1984; GALVAN et al., 2003, GAO et al., 2008).
Consequentemente camundongos tratados com esse xenobidtico apresentam diminuigao
acentuada na citoxicidade mediada por célula T, na resposta proliferativa ao mitogeno T
dependente e na inducdo da producdo de citocinas (DEAN et al., 1985). Ocorre também
uma diminui¢do do nimero de células pré B, interferindo na fisiologia normal de
células B, que leva a uma situagdo critica para a expansdo dos linfocitos B antigeno-
especificos durante a sele¢do clonal. Com isso, o desenvolvimento das células

produtoras de anticorpos e de memoria fica prejudicado, resultando na ineficacia da
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resposta imune humoral (DEAN et al., 1986; THURMOND et al., 1987; YAMAGUCHI
et al., 1997; HEIDEL et al., 1999; GAO et al., 2008). Estes processos que afetam o
sistema imune induzem a diminui¢do de resisténcia dos animais expostos aos HPAs, a
agentes infecciosos e a tumores transplantados (WARD et al., 1984; DEAN et al.,
1986).

O DMBA também ¢ conhecido como sendo um potente carcindgeno apds ser
oxidado para a forma ativa, DMBA-3,4-dihydrodiol (DEAN et al., 1985; LADISCS et
al.,, 1991; GALVAN et al., 2003). Os produtos da metabolizacdo deste xenobidtico
ligam-se covalentemente a bases do DNA promovendo ataque a grupamentos
nucleofilicos dessa molécula, formando adutos. Estes estdo associados a muta¢des no
DNA (NEBERT et al., 1990; HEIDEL et al., 2000; RUNDLE et al., 2000; GALVAN et
al., 2003), podendo mediar distarbios na formagdo do fuso durante a divisdo celular
com a indug¢do de aneuploidias, poliploidia e instabilidade cromossomica, em linhagens
celulares (WU et al., 1997; MATSUOKA et al., 1998). Tais alteragdes cromossomicas
podem induzir a carcinogénese ou morte da célula (AGRAWAL; PANDEY, 2009).

1.2 PROCESSO DE METABOLIZACAO DO DMBA

O processo de toxicidade produzida pelo DMBA envolve uma cascata de
eventos que se inicia pela sua ligagdo ao receptor de Aril hidrocarboneto (AHR). Esse
receptor ¢ uma proteina basica do tipo hélice-alga-hélice (bHLH) e membro da
superfamilia PAS (Per-Arnt-Sim)), cujo peso molecular varia de 104 a 95 kda
(HANKINSON, 1995).

Quando ocorre a ligagdo dos HPAs com o AHR este se dissocia do complexo de
proteinas heat-shock protein 90 (hsp90) e p23, e dirigi-se para o nucleo onde ¢
heterodimerizado com uma proteina estruturalmente relacionada, a ARNT (do inglés:
Ah receptor nuclear translocator). O complexo agonista-AHR-ARNT interage com
sequéncias especificas do DNA onde existe o elemento de resposta a xenobioticos
(XRE) (do inglés: xenobiotic responsive element), localizado nas regides promotoras ou
nas seqiiéncias de genes alvos que irdo codificar enzimas metabolizantes da fase 1
(biotransformacao) e da fase 2 (excre¢do), responsaveis pela transformagdo do DMBA
em produtos toxicos (VRZAL; ULRICHOVA; DVORAK, 2004). A fungdo biologica
destas heme-proteinas pertencentes a familia do citocromo P450 (CYP) ¢ promover a
transformagdo de varias moléculas lipofilicas, em moléculas hidrossoluveis e de facil

excregdo pelo organismo humano (HANKINSON, 1995).
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Para regular a funcdo do AHR existe o AHRR (Aryl Hidrocarbon Receptor
Repressor) que compete com o AHR regulando a expressao de genes envolvidos na
metabolizacao de HPA (LAl et al., 1996) (Figura 1).

O DMBA ¢, primeiramente, metabolizado no figado por uma das enzimas da
familia do citocromo P450, a CYP1A1, formando 3,4-dihydrodiol. Na medula dssea
este composto ¢ transformado em DMBA-3,4 diol-1,2-epoxido pela enzima CYP1BI
que ¢ expressa constitutivamente pelas células do estroma desse compartimento.
Camundongos knockout para o gene CYP1BI1 e tratados com DMBA, ndo sofrem os
efeitos toxicos, como apoptose de células pré B ou imunossupressdo, demonstrando que
essa enzima ¢ essencial na metaboliza¢do desses HPA. (HEIDEL et al., 1999; GAO et
al., 2005).

Figura 1 - Mecanismo molecular da ativagdo da expressao génica pelo AHR.
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1.3 POLIMORFISMO DO AHR

Analise filogenética da evolucdo molecular do AHR tem revelado que esta
proteina tem origem ancestral, 450-510 milhdes de anos atrés, e estd presente em todos
os grupos de vertebrados e de alguns invertebrados, mostrando que este gene ¢
altamente conservado entre diferentes espécies (HAHN et al., 1997). O locus 4hr ¢
polimorfico em camundongos e em humanos. Estudos em 13 diferentes linhagens de
camundongos, incluindo 8 linhagens isogénicas, 2 subespécies Mus musculus e trés

espécies adicionais Mus, demonstraram polimorfismo genético representado por 4
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alelos onde o alelo A, que codifica o receptor de baixa afinidade, estd presente nas
linhagens DBA/2, SIL, CAST/Ei e 129/SvJ; os alelos Ahr”', A e AW’ que
codificam o receptor de alta afinidade, estdo presentes, respectivamente, nas linhagens
C57Bl/6, em Balb/cB4, C3H/HeJ, A/J e CBA/J, e em camundongos MOLF/E;,
SPRETUS/E, PANCEV/Ei®, CAROLI/E (THOMAS et al., 2002). Estes alelos sao
definidos por variagdes no exon 7, estrutural e no exon 9, funcional (SCHIMIDT et al,
1993; THOMAS et al., 2002).

O polimorfismo no exon 7 ¢ observado por RFLP, ou seja, encontramos a perda
do sitio de uma enzima de restricdo, a Eco47Ill no nucleotideo 752
(AGCGCT—>AGCACT) (SCHIMIDT et al, 1993). O polimorfismo do exon 9 resulta
em uma troca de aminoécidos alanina por valina na posi¢ao 375 do sitio de ligacdo do
receptor, o que leva a uma diminui¢do de afinidade (THOMAS et al., 2002). Assim,
camundongos C57BL/6, que apresentam receptores Ah de alta afinidade, possuem o
alelo Ah/”" que é caracterizado por manter o sitio da enzima de restrigio no exon 7 e
Alanina na posicdo 375, enquanto que os camundongos DBA/2, que apresentam
receptor de baixa afinidade, tém o alelo A cuja proteina possue um defeito no sitio de

acdo da enzima e apresenta a substitui¢ao por Valina na posi¢ao 375 (SCHIMIDT et al,

1993).

1.4 FUNCOES DO AHR

Além de regular a expressao de uma variedade de genes que codificam as
enzimas do citocromo P450, o AHR regula genes envolvidos com proliferacao celular,
produ¢do de quimiocinas e citocinas, apoptose, diferenciacdo de fagbcitos, fungdes
imunolodgicas e reprodutivas (MARLOWE; PUGA, 2005; KNAAPEN et al., 2007).

Alguns estudos apontam para mecanismos interativos entre o receptor AHR e o
fator de transcrigdo NF-kB, que estd relacionado com as respostas fisiologicas e
patologicas, incluindo modulagdo imune, resposta inflamatoria e apoptose (TIAN;
RABSON; GALLO, 2002). Estudos realizados em humanos e em modelos
experimentais mostraram que durante infec¢des por bactérias (Escherichia coli), virus
(Influenza), protozoarios (Plasmodium) ou ainda durante processos inflamatorios
(hepatite, colite), ocorre diminui¢dao na expressao ou na atividade das CYP (MORGAN,
1997).

No mesmo sentido, Thatcher e colaboradores estudaram, em camundongos
Knockout para o gene Ahr, os efeitos da fumaga de cigarro ou de endotoxina bacteriana

(LPS) no desenvolvimento de uma reagdo inflamatéria. Os autores verificaram que,
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apos inalagdo dos produtos, estes animais desenvolveram reacdo inflamatéria aguda no
pulmdo, com aumento da atividade do NF-kB, quando comparados com os animais
normais. Nesse estudo os autores sugerem que na auséncia do AHR ha ativacao
exacerbada do NF-kB, resultando no aumento de multiplos produtos pro-inflamatérios
detectados no lavado bronco-alveolar e na circulagdo, indicando, com isso, que o AHR e
NF-kB estao envolvidos em mutua regulacdo (THATCHER et al., 2007). Outro estudo
demonstra que a ativagdo do AHR pela dioxina 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) diminui a colite induzida por DSS (do inglés: Dextran Sodium Sulfate)
possivelmente pela produgdo aumentada de Prostaglandina E2 provocada pela dioxina
(TAKAMURA et al., 2010).

Além de se ligar a compostos exdgenos como DMBA, o receptor AHR liga-se
também com alta afinidade aos compostos enddégenos como os aminoacidos derivados
do triptofano (indolo[3,2-b]carbazole), lipoxina A4 e prostaglandinas, sugerindo que
este receptor seja sitio de ligacdo para diferentes tipos de compostos (HELFERICH;
DENISON 1991; PERDEW; BABBS 1991; SCHALDACH et al., 1999; SEIDEL et al.,
2001).

Esse receptor liga-se também ao hormoénio de crescimento, responsavel pelo
desenvolvimento e crescimento normal de embrides de roedores € humanos, sugerindo
assim funcao fisiologica do AHR (ABBOTT et al. 1994; PETERS; WILEY 1995). Tem
sido muito estudada a ligagdo do AHR com o crescimento rapido de células normais e
tumorais na auséncia de ligantes exdgenos. Por exemplo, o gene AAr tem alta expressao
em fibroblastos e linfocitos ativados por mitégenos (VAZIRI et al.., 1996; MARCUS et
al., 1998) e nos diversos tipos de tumores em roedores ¢ humanos, incluindo leucemias
e tumor mamario (TROMBINO et al., 2000; ABDELRAHIM et al., 2003;
HAYASHIBARA et al., 2003). Por essa razdo esse receptor pode estar envolvido no
crescimento anormal de células tumorais.

Evidéncias sugerem que o AHR modifica o equilibrio de células Treg/Th17
através da modificagdo de citocinas. Em estudos de indugdo de encefalomielite
autoimune (EAE) em camundongos, foi demonstrado que quando o AHR ¢ ativado por
um ligante exdgeno, como a dioxina, ocorrendo aumento de células Treg. Estas células
tém a fungdo de inibir a secrecdo de IL-12 impedindo ativagdo e diferenciacdo de
LTCD4" efetoras, produzem citocinas inibitorias (como IL-10 e TGF-B) e podem
tolerizar células aprensentadoras de antigenos por interagdes célula-célula suprimindo
assim a EAE. Por outro lado, a ativacdo do AHR por um ligante endodgeno, 6-

formylindolo [3,2-b] carbazol (FICZ) interfere no desenvolvimento das células Treg,
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aumentando a diferenciacdo de células TH17 com consequente aumento da severidade
da EAE nesses camundongos (QUITANA et al., 2008).

Tem sido relatado que alguns produtos naturais, presentes na dieta, tais como
7,8-dihydrorutacarpine, dibenzoylmethanes, curcumina e caroten6ides podem inativar a
via de sinalizacdo do AHR exercendo um efeito antagonista e competindo assim com 0s
ligantes classicos, como os HPAs (DENISON; NAGY, 2002). Outros compostos como
os flanoivoides sintéticos, semelhante a [-naftoflavona (5,6-benzoflavone) e a-
naftoflavona (7,8-benzoflavone: o-NF) sdo conhecidos também como antagonistas do
AHR (LEE et al., 2007). Em murinos e linhagens de hepatdcitos humanos o o-NF
impede a toxicidade induzida pela dioxina, competindo com TCDD na ligagdo com o
AHR e impede assim que este receptor medeie a ativacao transcricional dos genes da
familia do citocromo P450 (MERCHANT et al., 1990; WHILHELMSSON et al., 1994;
GASIEWICZ; RUCCI, 1991). Além disso, o a-NF diminui a incidéncia e a gravidade
das malformagdes fetais causadas pela exposi¢cdo a dioxina, DMBA ou metilcolantreno
(SHIROMIZU; MATTISON, 1985; JANG et al., 2007).

Um estudo recente sugere que na auséncia do ligante exdgeno, o AHR interage
com o complexo Cdk4/Ciclina D1 facilitando a progressdo do ciclo celular pela
hiperfosforilacdo da proteina de Retinoblastoma (Rb) (BARHOOVER et al., 2010).
Quando essa interagdo ¢ interrompida por ligante exdgeno, como o DMBA ou mesmo a
dioxina, o AHR interage com uma Rb hipofosforilada, regulando negativamente a
ciclina D1, resultando na repressdo da fase G1 do ciclo celular (CURRIER et al., 2005;
BARHOOVER et al., 2010).

1.5 CICLO CELULAR

O ciclo celular compreende uma seqiiéncia complexa de eventos que garante a
transmissdo correta, para as células filhas, de uma copia completa do genoma. E um
processo que ocorre em todas as células somaticas e engloba uma série de passos
coordenados ao longo do ciclo, assegurando o correto crescimento e desenvolvimento
do organismo (VAN DEN HEUVEL, 2005).

Esse processo ¢ dividido em duas fases principais, a intérfase e a mitose. Ao
longo da intérfase ocorre a duplicagdo do DNA e a preparagdo para a fase seguinte. A
intérfase ¢ dividida em quatro fases: fase GO (Gap 0), onde as células se encontram em
repouso; fase G1 (Gap 1), no qual a célula responde a estimulos positivos ou negativos,
sendo levada ao crescimento, diferenciagdo, multiplicagdo ou apoptose, bem como a

producgdo de enzimas e outras moléculas necessarias para a proéxima fase do ciclo; fase S
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(sintese), onde ocorre a sintese de DNA; e a fase G2 (Gap 2) que ocorre a sintese de
RNA, de proteinas e outras estruturas necessarias para o inicio da divisio celular. E
também na fase G2 onde se inicia a condensa¢dao da cromatina, facilitando as fases de
metafase e anafase da mitose. Durante a mitose ocorre divisdo celular propriamente dita.
Essa fase ¢ subdividida em préfase, prometafase, metafase, anafase, telofase (VAN
DEN HEUVEL, 2005).

Na fase GO ¢ importante haver um balanco de proteinas reguladoras chamadas
quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e ciclinas. As CDKs sdo ativadas no ciclo
celular de maneira fase dependente, sendo necessaria a associagdo com as ciclinas para
que sejam ativadas. As ciclinas obedecem a um padrao ciclico controlado, aparecendo e
desaparecendo durante as fases do ciclo celular. As CDKs ligam-se a ciclinas
especificas formando complexos ciclina-CDK, assim, CDK4 une-se a ciclina D,
enquanto que a CDK2 une-se as ciclinas E e A. A medida que o ciclo celular progride
ocorre a inativagdo de um tipo de complexo e a consecutiva formagdo de outro (VAN
DEN HEUVEL, 2005).

Quando as células sdo expostas a agentes danosos ao DNA sofrem bloqueio do
ciclo celular para permitir a reparagdo do DNA danificado e/ou morte celular por
apoptose, evitando a fixacdo de mutagdes (KASTAN; BARTEK, 2004). Nesses
processos, a proteina supressora de tumor, p53 age como indutor de transcri¢ao ligando-
se diretamente ao promotor de seus genes alvos envolvidos no bloqueio do ciclo celular.
Nesse sentido, p53 ¢ capaz de controlar a expressdo de p21, levando ao bloqueio do
ciclo celular na fase G1, impedindo as células, que sofreram acdo desses agentes,
dividirem-se (GARNER; RAJ, 2008). A proteina supressora de tumor, p21, liga-se as
ciclinas D ¢ E, inibindo a cinases dependentes destas ciclinas (cdk 2 e cdk 4) necessarias
para a progressdo do ciclo celular. Além deste papel no controle do “checkpoint” da
fase G1, p53 também controla o ciclo celular na fase G2 através da inibi¢do do
complexo B/Cdk2 (SANCAR et al., 2004). A funcdo da p21 nesse processo ¢ ligar-se e
inativar o complexo ciclina D1/Cdk4 resultando na hipofosforilagdo da proteina de
retinoblastoma (RB), bloqueando o ciclo celular. Isso ocorre porque o Rb ¢ um
regulador negativo do fator de transcri¢do E2F, necessario para a expressdo de genes da
fase S do ciclo celular (VAN DEN HEUVEL, 2005; GARNER; RAJ, 2008).

Outro controlador que atua ao término da fase G1 ¢ a p27 (Kip1), que funciona
como um bloqueador da atividade de quinase do complexo ciclina E/Cdk2, causando
também uma parada no ciclo celular (LEE; KIM, 2009). Nas células em estagio

quiescente (GO) do ciclo celular, a concentracdo de p27 ¢ alta, ao contrario do que
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ocorre com as ciclinas D. Quando as células reiniciam o ciclo, passando de GO para G1,
as concentragdes de p27 caem, enquanto que as de p2l aumentam (AGAMI,
BERNARDS, 2002).

Essa regulacdo permite a célula iniciar a progressao do ciclo, o crescimento e a
multiplicagdo, a diferenciac¢do celular, ou, ainda, permanecer em condicdo de laténcia.
Quando ocorrem falhas nesses mecanismos regulatorios, a célula pode ser direcionada a

apoptose ou ocasionar o desenvolvimento tumoral (KASTAN; BARTEK, 2004).

1.6 MECANISMOS DE MORTE CELULAR

Kerr, Wyllie e Currie (1972) demonstraram a existéncia de pelo menos dois
tipos distintos de morte celular (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Um deles ¢ a morte
por necrose, uma forma violenta e répida de degradagdo celular, que afeta um grande
nimero de células e ¢ caracterizada pelo aumento no volume citoplasmatico, destrui¢ao
de organelas e rompimento da membrana citoplasmatica, levando a liberac¢ao de fluidos
para o meio extracelular desencadeando um processo inflamatério que pode lesar
células vizinhas. Outro tipo de morte celular, denominada apoptose, ocorre em células
individualizadas e se caracteriza por condensacdo do citoplasma e nucleo, convolugdo
da membrana celular seguida pela sua fragmentagdo e formacao de corpos apoptdticos,
sem liberagdo do conteudo do citoplasma para o meio extracelular e ndo desencadeia
reacdo inflamatoria (CHO et al., 2010; KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010).

A abertura do poro de permeabilidade mitocondrial causa, simultaneamente,
ativacdo das caspases (potencialmente levando a apoptose) e deplecio de ATP
(potencialmente causando necrose). Quando as caspases sdo diretamente ativadas pelos
receptores da superficie celular ou granzime B e quando o poro de permeabilidade se
abre em apenas algumas mitocondrias, permitindo que as demais sintetizem ATP a
célula entra no processo de apoptose. Por outro lado, se o poro de permeabilidade ¢
aberto rapidamente e a célula ndo pode obter energia suficiente a partir da glicolise
anaerdbia, a deple¢do do ATP leva a célula morrer por necrose (CHO et al., 2010;
KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010).

Em condi¢des patologicas, o grande nimero de células que sofre apoptose pode
exceder a capacidade fagocitaria. Nessas circunstancias, 0s corpos apoptoticos nao-
fagocitados sofrem processo secundario de necrose, com resposta inflamatoria (CHO et
al., 2010; FULDA et al., 2010).

O processo de apoptose pode ser deflagrado por estimulos externos através de

receptores especificos na superficie celular chamados de “receptores da morte”, como o
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CD95 e o receptor TNF-a ou por estimulos internos de estresse intracelular, tais como
lesdo do DNA ou perturbagdes no ciclo celular ou nas vias metabdlicas. Estas diferentes
vias culminam com a ativagdo de proteases conhecidas como caspases, que tém papel
fundamental no processo de morte celular (GUICCIARDI; GORES, 2009).

As caspases estdo presentes no citosol sob a forma de pro-enzimas inativas,
tornando-se ativas apos clivagem proteolitica a altura de residuos do acido aspartico.
Uma vez ativada, a maioria das caspases tem a habilidade de catalizar a ativacao de
multiplos outros membros dessa familia, resultando em amplificacdo da cascata
proteolitica. Alguns membros, tais como a caspase-8 e caspase-9, ocupam posicao
proximal na cascata proteolitica ¢ agem como reguladores e iniciadores, enquanto
outros, como a caspase-3, sdo mais distais ¢ agem como efetores da fragmentagao
celular (GUICCIARDI; GORES, 2009). Atualmente sabe-se que a apoptose
desempenha um papel importante no desenvolvimento embriondrio, na homeostase
tecidual e no desenvolvimento do sistema imune. Alteragdes no processo apoptdtico
podem levar ao aparecimento de diversas patologias, desde doengas neurodegenerativas
até doengas autoimunes e cancer (FULDA et al., 2010). Além disso, tem um papel
importante na linfopoiese na medula dssea normal, pois durante o desenvolvimento de
linfécitos B, os que sdo potencialmente auto reativos ou que seus genes sao
indevidamente reorganizados, sdo eliminados por apoptose (MUSCHEN et al, 2002).

Embora a apoptose em células da medula o6ssea in vivo ndo tenha sido
caracterizada apds o tratamento com DMBA, um estudo in vifro com precursores de
células B em co-cultura com células do estroma da medula 6ssea demonstraram indugao
de apoptose apos tratamento com este xenobidtico (YAMAGUCHI et al., 1997,
HEIDEL et al., 2000; PAGE et al., 2003). Neste sentido, quando o DNA dessas células
sofre danos pelos metabdlitos reativos do DMBA, a célula pode iniciar o processo de
apoptose ou o DNA ¢ reparado e a célula se mantém viva. Um processo essencial para
mediar a hipocelularidade que ocorre em animais tratados com DMBA seria a ativacao
do receptor de TNF-a que regula positivamente PKR (do inglés: Protein kinase RNA-
activated) este por sua vez fosforila a p53 ativando mecanismos de morte celular e
impedindo que as células, que possuem o DNA danificado, proliferem (PAGE et al.
2004, 2003). Esse mecanismo procede primariamente pela ativagdo da caspase-8

(PAGE et al., 2002).
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1.7 GENOTOXICIDADE

Uma lesao no acido nucléico, denominada lesdo genotdxica, corresponde a uma
alteragdo na estrutura fisica da dupla hélice, perturbando as fun¢des que necessitam da
integridade conformacional do polimero, tais como a repli¢ao e transcri¢do. Essas lesdes
sdo variadas e incluem quebras simples, quebras duplas, alquilagdes das bases, perda de
bases e oxidacdes das bases, entre outras (MARNETT; PLASTARAS, 2001; PAGES;
FUCHS, 2002; HOUTGRAFF et al. 2006; ROOS; KAINA 2006).

Imediatamente apds o estresse genotdxico, as vias de sinaliza¢do sdo ativadas
pela presenca do dano, reduzindo assim a velocidade de progressdo do ciclo celular, a
fim de favorecer a reparagdo do material genético alterado (HOUTGRAAF et al. 2006;
BARTEK; LUKAS 2007). No entanto, algumas vezes, o sistema de reparagao de DNA
permite que a célula tolere o dano no DNA e, embora ndo consiga corrigir a lesao
eficientemente, garanta sua sobrevivéncia. Desse modo, as lesdes removidas de forma
ineficiente acabam gerando a restauragdo imperfeita da sequéncia de nucleotideos
original, causando muta¢des (JEGGO; LOBRICH 2006). Estas muta¢des génicas
podem atingir alvos criticos, como proto-oncogenes, genes supressores de tumor, genes
envolvidos na reparacdo de DNA ou de inducdo de apoptose, acarretando alteragdes no
ciclo celular, acimulo de mutagdes, mutagdes cromossomicas, podendo desencadear a
transformagdo celular maligna.

O DMBA reage principalmente com as bases de purinas no DNA, formando
muitos adutos estaveis ou depurinados, induzindo reparo por excisao de nucleotideos ou
por excisdo de base, respectivamente. Quando ocorre um erro no reparo do DNA ha
formagao de mutacdes heteroduplex que sdo fixadas nas células filhas apos a replicagdo
da célula mutada. Estas mutacdes ocorrem principalmente nos oncogenes H-ras, K-ras,
N-ras e p53 (HSUE et al., 2008; CHAKRAVARTI et al., 2008). Os genes da familia
Ras codificam as proteinas G, que se ligam ao GTP para ativar ou inibir a proliferacdo
celular, e quando mutados, estes genes codificam a proteina anormal que ndo mais
depende da presenca de GTP ligado para sinalizar e estimular a proliferagao celular, e
assim as células mutadas proliferam descontroladamente. Geralmente, a mutagdo que

ocorre nesse gene € a troca de apenas um par de bases, isto ¢, mutaciao de ponto.

1.8 POLY ADP RIBOSE POLYMERASE (PARP)
Proteinas especificas sdo ativadas em resposta a danos no DNA gerados
diretamente por agentes genotdxicos, como radicais de oxigénio, radiagdes ionizantes e

agentes alquilantes. Dentre essas proteinas, esta a superfamilia de enzimas chamada
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poli-(ADP-ribose) polimerase, PARP, (AME et al., 2004), uma proteina nuclear de 116
kDa, que usa a molécula NAD+ para catalisar a sintese de polimeros de ADP-ribose,
que sao adicionados a uma série de proteinas nucleares (D’AMOURS et al., 1999)
Dentre as 18 proteinas da familia do PARP, a PARP-1 vem sendo muito
estudada por ser o membro da superfamilia com expressdao mais abundante. Essa
proteina nuclear possui trés dominios funcionais: (Figura 2). O dominio de ligacdo de
DNA, localizado na regido N-terminal, o qual contém a sequéncia de localizagao
nuclear (NLS) e dois Zn fingers; o dominio de automodificagdo que medeia a
autoribosilagdo e contém o BRCT (BRCA-dominio C-terminal), o qual medeia
interagdes proteina-proteina; o dominio catalitico C-terminal, que é essencial para a
conversao de NAD+ em ADP-ribose (MEYER-FICCA et al., 2005). Dentro da NLS
esta o peptideo DEVD, que pode ser clivado pela caspase-3 e caspase-7. Quando isto

ocorre, ha o desligamento do dominio catalitico, fazendo com que a enzima perca sua

funcao (OLIVER et al., 1998).

Figura 2 - Estrutura do gene parp-1.
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FONTE: Modificado de Meyer-Ficca et al., 2005

O papel da PARP-1 no reparo de DNA deve-se a sua capacidade de modificar
bases transitorias, mediante a poli-ADP-ribosilagdo de proteinas que interferem na
estrutura da cromatina, especialmente as histonas (D’AMOURS et al., 1999), tornando
acessiveis as proteinas que participam do complexo de reparo do DNA. Além disso,
PARP-1 também participa do recrutamento e regulacdo das proteinas de reparo do DNA
como XRCCl1 (X-ray repair cross-complementing factor), WRN (Werner syndrome
nuclear protein), DNA-polimerase p ¢ DNA ligase III (AME et al., 2004; LEPPARD et
al., 2003). A atividade de PARP-1 durante o reparo do DNA ocorre por excisdo de
bases (BER) (do inglés: Base excision repair) e reparo do dano em cadeia simples

(SSBR) (do inglés: Single-strand break repair) (SHALL; MURCIA, 2000).
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Muitos estudos apontam para a participagdo de PARP-1 na regulagdo da
replicagdo do DNA. Sabe-se que a PARP-1 tem associa¢do fisica com proteinas
envolvidas na replicagdo do DNA, tais como DNA: polimerases a ¢ 3, DNA helicase,
DNA ligase e topoisomerase I e II. Sugere-se que PARP-1 pode desempenhar um papel
regulador da replicagdo do DNA no controle da progressao de replicagdo ou de algumas
enzimas associadas a esse processo (SIMBULAN-ROSENTHAL et al.,, 1996;
DANTZER et al., 1998; BAUER et al., 2001).

Embora o papel da PARP durante o processo de apoptose ndo esteja bem
esclarecido, estudos recentes sugerem que esta proteina poderia estar associada a morte
celular. Neste sentido, Kaufmann e colaboradores (1993) mostraram que durante a fase
inicial de apoptose, PARP-1 ¢ clivada por caspase-3 em um tnico local, separando-a do
seu dominio catalitico e inativando a enzima. (KAUFMANN et al. 1993). Portanto a
clivagem dessa proteina pode promover a desativacdo de mecanismos essenciais de
vigilancia gendmica. Em contrapartida, a inibi¢do da atividade da caspase pode
provocar necrose ao invés de apoptose (HIRSCH et al. 1998). Portanto, a inducdo de
apoptose protege o organismo de danos de tecidos necroticos. Por outro lado, a falha de
células para inativar totalmente as PARPs pode levar ao enorme consumo de NADI1 e
deplecdo de energia, contribuindo para a morte celular por necrose (SZABO et al.,
1998).

Alguns estudos demonstraram também a associacdo do papel da proteina PARP
em danos no DNA mediada por p53. Ensaios com esplendcitos, células da medula
Ossea, células embriondrias e fibroblastos primarios de camundongos deficientes de
PARP mostraram um acumulo de p53 apds o tratamento com agentes alquilantes (DE
MURCIA et al. 1997; OLIVER et al., 1998).

Além desses aspectos, PARP-1 ¢ necessaria para ativacdo do fator de transcricao
NF-kB e para conseqiiente expressao dos genes dependentes das respostas a estimulos
pro-inflamatorios e ao estresse genotoxico. Na auséncia de PARP-1 hé translocacao de
NF-xB para o nucleo, porém nao ha ligacdo deste fator de transcri¢do com as sequéncias
promotoras dos genes por ele regulados. Isto indica que deve existir um controle nuclear
de NF-xB por parte de PARP-1, que pode ser por interacdo direta destas proteinas ou
por modificagdes da poli-ADP-ribolizagdo do NF-kB (HASSA et al., 2005).

Inibidores de PARP-1 vém sendo testados em alguns tipos de leucemias, com
aumento de efeito anti-tumoral. Alguns trabalhos demonstram que inibidores de PARP-
1 potencializam os efeitos citotoxicos da temozolomida nos blastos leucémicos e células

leucémicas (TENTORI et al., 2001; HORTON et al, 2009). Portanto, parece claro que
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uma terapia com inibidor de PARP-1 pode ser eficaz para controlar o crescimento

tumoral e evitar a progressao da doenca.

1.9 HEMATOPOIESE E DOENCAS HEMATOLOGICAS

O processo de formacdo, desenvolvimento e maturagdo de células sanguineas
maduras a partir das células-tronco hematopoiéticas (HSC) (do inglés: Hematopoietic
Stem Cell) ¢ denominado de hematopoiese. As HSCs possuem a capacidade de
diferenciarem-se em todos os tipos de células sanguineas, sendo assim responsaveis
pela manutengao, renovagdo e protecao do organismo.

Existem dois tipos principais de células progenitoras no sistema hematopoiético:
as progenitoras mieldides comuns (CMPs) e as progenitoras linféides comuns (CLPs).
Cada uma destas células ird originar tipos especificos de cé€lulas precursoras. Sendo que,
as CMPs originam os progenitores eritroides-megacariocitos (MEPs) e os granuldcitos-
macrofagos (GMPs) capazes de gerar eritrdcitos, megacariocitos, neutrofilos,
eusinofilos e mondcitos. Enquanto as linfoides originam principalmente as células
precursoras de linfocitos (SINGH et al., 2009). Com o processo de amadurecimento as
células da medula 6ssea vao ganhando ou perdendo marcadores de superficie

especificos (Figura 3).

Figura 3 - Esquema simplificado da hematopoiese, indicando os marcadores de
superficie expressos em diferentes estagios de diferenciagao.
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Quando o sistema hematopoiético € exposto a agentes tdxicos como o0s
hidrocarbonetos aromaticos, podem ocorrer algumas perturbagdes no processo de
diferenciagdo e/ou maturagdo das células da medula o6ssea. Dentre os distiurbios
hematologicos decorrentes dessa exposicdo estdo leucopenia, anemia apldstica,
sindromes mielodisplésicas e leucemias.

A leucopenia refere-se a um decréscimo na contagem do niimero total de células
leucocitarias decorrentes da diminui¢do de um ou mais elementos € que sao mensurados
a partir de valores de referéncia utilizados como padrao de normalidade.

As anemias aplasticas sdo caracterizadas pelos seguintes achados diagnosticos:
pancitopenia periférica e alteragdes na medula déssea (deplecdo celular e presenga de
hipoplasia grave ou aplasia). Nesses quadros ha substituicio das células
hematopoiéticas por tecido adiposo. Ha evidéncias clinicas de que os casos de anemia
aplastica desenvolvem-se como conseqiiéncia de um defeito qualitativo em uma
populacao de células-tronco (YOUNG, 2002).

As sindromes mielodisplasicas (SMD) s3o um grupo de transtornos
hematoldgicos clonais adquiridos pelas células tronco hematopoiéticas e t€ém como
conseqliéncia a ineficaz proliferacdo e diferenciacdo celular. Estes distirbios
caracterizam-se pela ineficiéncia na hematopoiese de linhagens celulares que determina
uma anormal proliferagdo e diferenciagdo destas células como alto risco de evoluir para
uma leucemia mieloide aguda. O diagndstico positivo ¢ dado com a observagdo de uma
ou mais citopenias por pelo menos 2 meses: hipocelularidade na medula dssea
acompanhada de apoptose de precursores hematopoiéticos e atipias medulares em pelo
menos uma série celular (YOUNG, 2002; NIMER, 2008).

Leucemias sdo neoplasias malignas das células primitivas hematopoiéticas que
se originam na medula Ossea e se distribuem pela circulacdo e 6rgdos. Representam um
grupo de doengas hematoldgicas malignas caracterizadas pela expansdo clonal de
células hematopoiéticas com proliferacdo descontrolada, diminui¢do de apoptose e
bloqueio de diferenciacdo. As leucemias mais freqiientes sao classificadas segundo o
grau de diferenciacdo das células (agudas ou cronicas) e a linhagem predominante de
células, mieloides ou linféides. Sao descritas: Leucemia Mielobléstica Aguda, Leucemia
Linfoboblastica Aguda, Leucemia Mieldide Cronica e Leucemia Linfocitica Cronica
(JAMRA; LORENZI, 1997; GOLDSTEIN, 2010). A incidéncia varia de acordo com a
idade, o tipo de leucemia e o sexo acometido. Algumas condi¢des genéticas podem

também aumentar o risco de leucemia. Por exemplo, pessoas com anomalias
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cromossomicas como a Sindrome de Down tém maior probabilidade de desenvolver
leucemias. (GOLDESTEIN, 2010).

Dentre essas neoplasias a leucemia mieloide aguda (LMA) ¢ a que mais acomete
individuos expostos aos HPA (KHALADE et al., 2010). E uma doenga clonal do tecido
hematopoético caracterizada pela proliferagdo anormal de células progenitoras da
linhagem mieldide, ocasionando produgdo insuficiente de células sangiiineas maduras
normais (HANAHAN; WEINBERG, 2000). As causas mais comuns sdo alteragdes
sangiliineas pré-leucémicas, tais como a sindrome mielodispldsica ou sindrome
mieloproliferativa. A LMA ¢ caracterizada por neutropenia, anemia e plaquetopenia e
aumento de blastos na medula dssea. O mecanismo que leva a célula progenitora a
perder o controle da proliferagdo celular permanece incerto, mas a ativacdo de
protooncogenes e mutacdes em genes supressores de tumor que também regulam o ciclo
celular parecem estar envolvidas na patogénese das leucemias (NIMER, 2008).

Um estudo feito por Khalade e colaboradores evidenciou que a exposi¢do
cronica ao benzeno de trabalhadores de industria de sapato, de borracha ou de tinta
aumenta o risco da LMA com padrao dose resposta, isto €, quanto maior a exposi¢ao
dessas pessoas ao benzeno maior a chance de desenvolverem a LMA (KHALADE et

al., 2010).

1.10 MODELO ANIMAL NO ESTUDO DA CARCINOGENESE

Em modelo murino o aumento da incidéncia de linfomas vem sendo observado
em varias linhagens isogénicas quando expostas ao benzeno ou ao DMBA (BUTERS et
al., 1999; GOLDSTEIN, 2010). Contudo, tem sido dificil o desenvolvimento de um
modelo animal na inducdo de LMA por exposi¢do a xenobioticos. Um estudo em
linhagens de camundongos C3H/He heterozigotos quanto a deficiéncia de p53
demonstrou que a exposi¢ao cronica ao benzeno (300 ppm; 6hs/dia; 5 dias/semana por
26 semanas) aumentou o desenvolvimento da leucemia mieldide em 37,5% nesses
animais, enquanto em camundongos selvagens ou homozigotos quanto a deficiéncia de
p53 houve aumento da incidéncia de linfomas, evidenciando o envolvimento desse gene
no processo de transformagdo maligna em células hematopoiéticas (KAWASAKI et al.,
2009).

No estudo da carcinogénese de pele, t€ém sido amplamente utilizadas linhagens
de camundongos que, casualmente ou por selecdo genética, apresentam predominancia
de alelos de resisténcia ou de susceptibilidade ao desenvolvimento tumoral. Linhagens

de camundongos susceptiveis (CAR-S) e resistentes (CAR-R) a carcinogénese de pele
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em dois estagios obtidas por Selecdo Genética Bidirecional a partir de uma populagado
geneticamente heterogénea, diferem quanto ao desenvolvimento e progressao do tumor
de pele quimicamente induzido (BANGRAZI et al., 1990).

Do mesmo modo camundongos selecionados para alta ou baixa produgdo de
anticorpos apresentaram diferencas na sensibilidade a carcinogénese de pele em
protocolo de dois estdgios DMBA/TPA: Camundongos maus respondedores
monstraram-se mais resistentes do que os bons produtores de anticorpos, sugerindo que
alelos relevantes para baixa resposta poderiam contribuir para a resisténcia a
tumorigénese cutinea (IBANEZ et al., 1999).

Neste mesmo sentido, linhagens de camundongos geneticamente selecionados
para alta ou baixa reatividade inflamatoria aguda (AIR), apresentam diferencas na
sensibilidade a carcinogenos. Camundongos AIRmax submetidos ao protocolo de
aplicacdo epicutinea de DMBA/TPA apresentaram maior resisténcia ao
desenvolvimento de tumor de pele do que os AIRmin, tanto no nimero de papilomas
(multiplicidade) quanto na porcentagem de animais acometidos (incidéncia) (BIOZZI et
al., 1998; DE SOUZA et al., 2008). O desenvolvimento de massa tumoral decorrente da
implantacdo de células de melanoma humano (SKMEL-28) e murinos (B16F10 e S91)
no tecido subcutdneo e a carcinogénese quimica pulmonar provocada por uretana
também discriminou estas duas linhagens (MARIA et al., 2001; MARIA et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2005). Essas linhagens apresentaram uma completa fixacdo dos alelos
de baixa afinidade (44") em AIRmax e de alta afinidade (447"") em AIRmin, no locus
Ahr (DE SOUZA et al., 2008).

1.11 SELECAO GENETICA DE LINHAGENS SEGUNDO A REATIVIDADE
INFLAMATORIA AGUDA.

A regulacdo genética da resposta inflamatéria vem sendo estudada pelo grupo de
pesquisadores do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan em linhagens de
camundongos geneticamente selecionadas para a alta ou baixa reatividade inflamatéria
aguda (AIR, do inglés: Acute Inflammatory Response) a corpo estranho (IBANEZ et
al., 1992).

Estas linhagens foram obtidas por Selecdo Genética Bidirecional a partir de uma
populagdo geneticamente heterogénea (F0) constituida por cruzamentos equilibrados
entre oito linhagens isogénicas A/J, BALB/cJ, C57BL/6J, CBA/J, DBA/2J, P/J, SIL/J e
SWR/J (Figura 4).
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A partir da populagdo FO foram selecionados aqueles animais que apresentaram
alta ou baixa reatividade inflamatoria aguda (AIR), segundo o nimero de leucocitos
infiltrados e o teor de proteinas extravasadas em resposta a inje¢do subcutidnea de
Biogel, agente flogistico quimicamente inerte € ndo imunogénico (Figura 4) (STIFFEL

et al, 1990).

Figura 4 - Processo de geracao das linhagens AIRmax e AIRmin.
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FONTE: Katz (2012).

Os acasalamentos dos animais escolhidos nos extremos de resposta maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) foram repetidos em geragdes consecutivas, até ser
atingido o limite méximo de separacdo entre as duas linhagens ao redor da vigésima
geracdo destes acasalamentos seletivos. Observou-se a conservagdao dos fenotipos
extremos nas geragdes posteriores, indicando que os genes relacionados aos caracteres
selecionadores fixaram-se em homozigose em cada linhagem, mantendo-se, entretanto

um fundo genético heterogéneo (Figura 5) IBANEZ et al., 1992, BIOZZI et al., 1998).
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Figura 5 - Grafico da divergéncia entre AIRmax (m) ¢ AIRmin (m) no nimero médio de
leucdcitos infiltrantes e extravasamento protéico no sitio de injecdo do

Biogel
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FONTE: Modificado de Biozzi et al. (1998).

Durante o processo seletivo houve aumento progressivo da diferenca fenotipica
entre as duas linhagens AIR indicando que este carater ¢ quantitativamente regulado
pela interacdo aditiva de varios genes que segregam independentemente e cujos alelos
de efeito de méaxima ou minima resposta inflamatéria aguda foram acumulados
progressivamente durante o processo de selecdo. Por métodos de genética classica foi
estimada a participagdo de 9 a 12 loci génicos independentes, comumente denominados
de QTL (Quantitative Trait Loci) IBANEZ et al, 1992; BIOZZI et al., 1998).

A diferenca entre as duas linhagens no nimero médio de leucdcitos migrantes ao
sitio de injecdo do Biogel € ao redor de 20 vezes a favor da linhagem AIRmax, sendo os
leucocitos polimorfonucleares (PMN) as células predominantes no exsudato. Esta
diferenca ¢ um fendmeno geral que afeta todos os tecidos vascularizados em resposta a
outros agentes flogisticos, tais como carragenina, zimosan e bactérias vivas ou inativas,
e veneno de Bothrops jararaca (IBANEZ et al., 1992; VASQUEZ-BRAVO, 1996 tese;
ARAUIJO et al., 1998; CARNEIRO, A. et al., 2002). Este maior nimero de neutréfilos
encontrado no exsudato dos camundongos AIRmax ¢ decorrente de alguns fatores como
maior producdo de substincias quimiotaticas pelas células residentes ou infiltrantes para
atrair neutrofilos, como C3a, C5a e proteina inflamatdria do macrofago 2 (MIP-2), apos
tratamento com Biogel. Outro fator importante ¢ a maior capacidade da medula 6ssea
dos animais AIRmax em produzir neutr6filos maduros devido, em parte, a maior
expressdo de receptores hematopoiéticos em relagdo aos camundongos AIRmin. Estas
caracteristicas fenotipicas divergentes entre as linhagens AIRmax e AIRmin podem ser
decorrentes do fato de que as linhagens AIR apresentam fixagao diferencial de alelos

dos genes da subunidade alfa do receptor de IL-3 (IL-3-r o). Enquanto a linhagem
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AlRmax apresenta fixacao preferencial do alelo normal do IL-3Ra, que juntamente com
o receptor f determina a resposta normal destes camundongos a IL-3, os animais
AIRmin possuem alta freqiiéncia do alelo que codifica a forma protéica anormal que ¢
associada a baixa resposta dos camundongos A/J. Além disso, a linhagem AIRmax tem
maior resisténcia a apoptose espontdnea das células do exsudato do que os animais
AlIRmin (RIBEIRO et al., 2003).

Conforme apontado anteriormente, estes camundongos por se diferenciarem
quanto a capacidade de desenvolver tumores quimicamente induzidos por xenobidticos,
incluindo DMBA, constituem, portanto, um modelo apropriado e original para o estudo
da influéncia dos caracteres inflamatdrios selecionados na carcinogénese causada pelos
HPAs.

Devido a grande diferenca de susceptibilidade das linhagens em desenvolver
tumores malignos sobre agdo desses hidrocarbonetos aromaticos, em nosso trabalho de
mestrado estudamos os efeitos do tratamento com DMBA na medula 6ssea destes
animais. Verificamos que apenas os camundongos AIRmin, que exibem Ahr de alta
afinidade, tiveram deplecao na celularidade da medula 6ssea nas populagdes mieldide e
linfoide. Esta hematoxicidade refletiu-se na perda da capacidade proliferativa de
precursores quando submetidos, in vitro, aos estimulos proliferativos de GM-CSF (do
inglés: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (KATZ, 2007).

Além de causar deplecdo nas células da medula oOssea, o tratamento dos
camundongos com DMBA também afetou o bago diminuindo a celularidade e a
capacidade proliferativa de linfocitos B e T em resposta aos mitogenos LPS e ConA,
respectivamente. Os efeitos supressores de proliferagdo de células B foram observados
unicamente na linhagem AIRmin. Por outro lado, o DMBA nao discriminou as duas
linhagens quanto aos efeitos sobre as células T, as quais sofreram diminuicdo de
proliferacdo em niveis equivalentes nas duas linhagens (KATZ, 2007).

O nivel de expressio de RNAm do A4hr e da enzima responsavel pela
metabolizacdo do DMBA, a Cyplal, aumentou nas cé¢lulas da medula 6ssea dos
camundongos AIRmin, as 12 horas apds o tratamento, enquanto que nos animais
AlRmax houve supressdo destes genes. O conjunto dos nossos resultados indica que a
diferenga interlinhagens, de sensibilidade ao DMBA, pode estar relacionada com a
diferente capacidade em metabolizar esse xenobidtico (KATZ, 2007).

Portanto, no presente estudo avaliamos a toxicidade do DMBA na medula 6ssea

comparativamente nos animais AIRmax e AIRmin, verificando os efeitos citotoxico e
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genotdxico nas células da medula dssea e a repercussdo desses efeitos nas respostas

imunolodgicas.
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6 CONCLUSOES

*

> Os camundongos AIRmin sdo mais sensiveis aos efeitos supressores do DMBA
do que os animais AIRmax no que concerne a diminuicdo da celularidade da medula
Ossea. Essa diminui¢do na celularidade da medula 6ssea ocorre por morte de células em
apoptose tardia ou necroticas.

<> A supressao da celularidade em AIRmin tratados com DMBA ocorre
principalmente na populagdo de neutréfilos segmentados.

<> As células mieldides dos animais AIRmin tratados com DMBA, quando

estimuladas in vitro, apresentam proliferagdo e diferenciacdo diminuidas.

<> Ap6s 1 e 50 dias do tratamento com DMBA aumenta a porcentagem das HSCs
da medula 6ssea e causa displasia em grande parte dessas células apenas nos AIRmin.
<> O tratamento com DMBA nos AIRmin diminue a porcentagem de células Lin

negativas nas fases S e G2/M do ciclo celular.

<> Os camundongos AIRmin tem aumento de expressdao de p53 e p27 nas células
totais da medula 6ssea e aumento da expressdao de p53 e p21 nas células Lin negativas
apods 24 horas do tratamento com DMBA, enquanto os AIRmax tem uma diminui¢do na

expressdo dessas proteinas.

<> O comprometimento da medula 6ssea nos animais AIRmin tratados com DMBA
afetou substancialmente o aporte de células em resposta ao Biogel e a producdo de

anticorpo anti-HGG.

<> Ambas as linhagens AIRmax e AIRmin sofrem efeitos genotdéxicos do DMBA,
porém os camundongos AIRmax tém capacidade de reparar o dano no DNA mais
precocemente que os AIRmin.

<> O tratamento com DMBA causa aumento da expressao de parp-I apenas nos

AIRmax.
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