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- RESUMO

Apesar de diversos estudos in vitro e em populagdes indicarem um efeito
protetor do B-caroteno em sistemas biolégicos, estudos epidemiolégicos como o “The
Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention Study” (ATBC) e 0 "The Beta-
Carotene and Retinol Efficacy Trial" (CARET) mostraram um aumento na incidéncia de
cancer pulmonar em individuos fumantes suplementados com B-caroteno. Essa acao
contraditéria tem sido chamada na literatura de “Paradoxo do B-Caroteno”. Sabe-se
que este carotenoide sob altas pressdes de oxigénio ou na presenca de peréxidos
pode sofrer oxidagao e levar a formagéo de compostos como aldeidos, epoxidos, etc,
que sao capazes de se adicionarem covalentemente ao DNA. Estudos, in vitro e in vivo
tém demonstrado a possibilidade de os metabodlitos do B-caroteno agirem como
agentes pro-carcinogénicos. Estes agentes quando ativados quimicamente podem
levar a formac&o de adutos de DNA. Ja se sabe que alguns desses adutos encontram-
se em niveis aumentados em diversas situagoes de risco de cancer. Diversos grupos,
incluindo o nosso, tém demonstrado a formagao de lesées em DNA a partir de
aldeidos e epdxidos exogenos ou gerados endogenamente.

O presente trabalho mostra que a reagdo do B-caroteno e dois de seus
produtos de oxidagao, retinal e B-apo-8’-carotenal, com 2°-desoxiguanosina e DNA
leva a formacéo de adutos. Dentre os adutos formados, foi caracterizado o aduto 1,N?-
eteno-2"-desoxiguanosina (1,N-edGuo). Os niveis de outro aduto de DNA, a 8-0x0-7,8-
dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodGuo), também foram monitoradas para estudo
comparativo. A formagao dos adutos também foi verificada em fibroblastos normais de
pulmao humano (linhagem IMR-90) expostos ao B-caroteno e aos seus produtos de
oxidagéao.

Experimentos com ratos suplementados com B-caroteno e expostos a fumaga
de cigarro em periodos de 7, 30 e 180 dias, mostraram niveis aumentados de 1,N*
edGuo nos animais suplementados com o carotenodide comparado ao grupo veiculo.
Aumento no nivel de 8-oxodGuo também foi verificado nos tratamentos de 7 e 180
dias. Um aumento significativo no nivel do eteno aduto também foi verificado nos

animais suplementados com [-caroteno e expostos a fumacga de cigarro, comparado

Vil
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ao grupo apenas exposto a fumaca apés 7 e 180 dias de exposicdo. Nestes mesmos

grupos, o aumento do 8-oxodGuo s6 foi observado no tratamento por 180 dias.
Sabendo que estas lesbes sdo comprovadamente mutagénicas, nossos estudos
‘podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na formagéo de

cancer em fumantes suplementados ou ndo com B-caroteno.
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-ABSTRACT

Despite several studies performed in vitro and in population indicate a
protector effect of B-carotene, the epidemiological studies “The Alpha-Tocopherol,
Beta-Carotene Cancer Prevention Study” (ATBC) and "The Beta-Carotene and Retinol
Efficacy Trial" (CARET) showed a relative risk for lung cancer in smokers
supplemented with B-carotene. It is well known that this carotenoid is able to oxidize in
high oxygen tension or in the presence of peroxides yielding to aldehydes, epoxides,
and other compounds that are capable to bind to DNA. The possibility that B-carotene
oxidation products can act as pro carcinogenic agents is under investigation. These
products can be activated by peroxides, or by enzymes such as cytochromr P450,
leading to DNA adducts formation. Several groups, like ours, showed the formation of
DNA adducts from aldehydes or epoxides generated by endogenous or exogenous
sources.

We investigated here the reactions of -carotene, and two of its oxidation
products, retinal and 3-apo-8’-carotenal, with 2'-deoxyguanosine to evaluate their DNA
damaging potential. A known mutagenic adduct, 1,N?-etheno-2’-deoxyguanosine (1,N
edGuo) was isolated and characterized on the basis of its spectroscopic features. After
treatment of calf thymus DNA with B-carotene or p-carotene oxidation products,
significantly increased levels of the etheno adduct were detected and quantified in DNA
by a sensitive LC/ESI/MS-MS technique. For comparative purposes, levels of 8-oxo-
7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine were also evaluated (8-oxodGuo). Levels of these
lesions were also increased. Exposure of human lung cells (IMR 90) to the carotenoids
also leads to increased levels of the two adducts.

As the main noteworthy result, rats supplemented with B-carotene for 7, 30,
and 180 days showed significantly higher lung DNA concentrations of the 1,N*-edGuo
adduct than those of the control group. The level of 8-oxodGuo was also increased
after 7 and 180 days in the group supplemented with the carotenoid. Rats
supplemented with B-carotene and exposed to cigarette smoke for 7 and 180 days also

showed significantly increased levels of the adduct 1,N*-edGuo when compared with
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the group exposed to cigarette smoke. In the same groups level of 8-oxodGuo was only

increased after 180 days of treatment.
These DNA lesions are confirmed mutagenic, so our data could contribute to

the elucidation of the mechanisms responsible for the association between B-carotene

and lung cancer in smokers.

Xi



Introducdo




Introducdo

1 - INTRODUGCAO

1.1- Radicais Livres e Estresse Oxidativo:
1.1.1 - O que s&o radicais livres e como reagem:

Radicais livres sdo quaisquer espécies capazes de existirem
independentemente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados. Um
elétron desemparelhado € aquele que ocupa sozinho um orbital atémico ou
molecular. Ha muitos radicais livres, sendo que o mais simples deles € o
hidrogénio, 1H, que possui apenas um elétron que esta desemparelhado.

Os radicais livres podem ser formados pela perda ou ganho de um elétron

de uma espécie nao radicalar (eq. 1 e 2).

X > e + X" (eq. 1)
Y+e -+ Y (eq.2)

Os radicais livres podem ainda ser formados quando uma ligagao covalente
é quebrada. Se cada um dos elétrons desta ligagéo ficar com um dos atomos que
formavam a ligagao, o processo € conhecido como fissdo homolitica; se os dois
elétrons da ligacao ficarem com apenas um dos atomos da ligagao covalente, ela
é conhecida como fissao heterolitica (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os principais tipos de reacgbes entre radicais livres sdo: dimerizagao,
transferéncia de atomos (abstracdo de hidrogénio), adicao, transferéncia de
eletrons, dismutacéo e cisdo B (Augusto e col, 1995). Estas reacbes estéo

ilustradas no esquema 1.1.
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Esquema. 1.1: Exemplos de reagdes radicalares (Augusto e col., 1995).

Como mostram as reacbes, 0s radicais livies podem reagir entre si,

compartilhando elétrons desemparelhados formando uma ligagdo covalente; ou

ainda podem reagir com uma especie nao radicalar e iniciar uma cadeia reacional

(Halliwell & Gutteridge, 1999). As reagbes de dimerizagdo e de dismutagao séo

processos terminais, ja que os radicais sdo destruidos, ao passo que as outras

reagbes sdo de processos de propagacdo, pois as espécies radicalares sé&o

conservadas (Augusto e col., 1995).

Os termos “especies reativas de oxigénio e de nitrogénio”, ROS ou RNS,

s&o muito utilizados pelos cientistas e incluem ndo s6 os radicais de oxigénio e

nitrogénio como também derivados fontes e derivados deles (Tabela 1.1))

(Halliwell & Gutteridge, 1999).
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Tabela 1.1: Espécies reativas de oxigénio

Radicalares Nao radicalares
Superoxido, O," Peréxido de Hidrogénio, H,0-
Hidroxila, HO® Ac. Hipocloroso, HOCI
Peroxila, RO,™ Ozobnio, O3
Alcoxila, RO* Oxigénio Singlete, '0, ('Ag)
Hidroperoxila, HO,™ Peroxinitrito, ONOO"

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas em condigoes
normais no organismo como por exemplo, no complexo xantina/ xantina oxidase,
em células fagociticas, pelo vazamento de elétrons da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial e microssomal, resultando na formagao do &anion radical
superdxido, entre outras fontes. Assim, o metabolismo celular normal € uma fonte
endégena de ROS, e sdo esses processos celulares (normalmente néo
patolégicos) que contribuem para o nivel basal das lesées em DNA detectadas
em tecidos normais (Cooke e col., 2003). Estas espécies tambem podem ser
formadas pela exposi¢do a fatores exégenos como o tabaco, 0zénio e poluentes
ambientais assim como no metabolismo de algumas drogas. Niveis aumentados
dessas espécies podem causar danos em DNA, em proteinas e em lipidios.
Assim €& necessario que se tenha um balango entre as espécies oxidantes e a
defesa antioxidante celular para evitar tais injurias (Halliwell & Gutteridge, 1999;
Bartsch & Nair, 2000; Cooke e col., 2003).

Certas atividades enzimaticas também podem gerar o anion superéxido
via 0 “burst respiratério”; como ja mencionado, as espécies reativas de oxigénio
podem ser liberadas das células fagociticas destinadas a destruir células
infectadas por virus ou bactérias. As espécies reativas de oxigénio podem
interagir com biomoléculas como DNA, proteinas, lipidios, membranas celulares,

levando a modificagées e sérias conseqliéncias as células (Cooke e col., 2003).
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1.1.2 — Espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo

Em organismos aerdbicos saudaveis, a produgéo de espécies reativas de
6xigénio e de nitrogénio é aproximadamente balanceada pelas defesas do
sistema antioxidante. Antioxidantes bioldgicos sdo compostos que protegem
. sistemas biologicos contra efeitos deletérios de processos ou reagbes que
causam excessivas oxidagtes (Palozza, & Krinsky 1992). Se este balango n&o é
perfeito, ou seja, se a concentragao ou reatividade de ROS/RNS estiver superior a
de antioxidantes, podem ocorrer lesdes e entdo € necessario que as moléculas
lesadas sejam reparadas (ex: DNA) ou trocadas (ex: proteinas oxidadas)
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Gow & lIschiropoulos, 2001). Quando o balango
entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ndo estao em equilibrio com a
defesa antioxidante, temos entdo o “estresse oxidativo®. Sies, em 1991 definiu
estresse oxidativo como um disturbio entre o balango pré-oxidante/antioxidante
que pode levar a uma lesao em potencial, que por sua vez é chamada de “lesao
oxidativa” (Sies, 1991, Halliwell & Gutteridge, 1999).

O estresse oxidativo pode ser causado por uma diminuigdo na
concentragdo de antioxidantes. Como exemplos importantes de antioxidantes
tem-se o licopeno € o B-caroteno, além de enzimas como superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os radicais de oxigénio gerados durante a redugdo do oxigénio molecular
podem reagir com as bases de DNA ou residuos de desoxirribose produzindo
bases oxidadas ou quebras na cadeia do DNA. Além disso, os oxi-radicais podem
oxidar lipidios ou moléculas protéicas gerando intermediarios que reagem com o
DNA levando a formacéo de adutos. A replicacdo do DNA contendo estes danos

pode levar a mutagdes (Marnett, 2000).
1.2 - Lesbes em DNA

O DNA e susceptivel a danos quimicos a temperatura e pH fisioldgicos,
assim milhares de depurinagdes ocorrem em cada célula diariamente. Esta
instabilidade € crucial para a evolugao bioldgica, ja que ela leva a um pequeno

nivel de mutacées espontédneas no genoma. Isto € uma estratégia potencialmente

4
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perigosa, ja que ha sempre o risco de que a maquinaria de reparo de DNA nao
seja totalmente eficiente e que os danos potencialmente deletérios nao sejam
reparados, levando a uma inaceitavel alta taxa de mutagdes (Shuker, 2002).

' As lesées em DNA sdo uma importante causa de doengas genéticas.
Eventos quimicos que levam a estes danos incluem hidrélise, oxidacao e ataques
eletrofilicos (alquilagdes) a cadeia do DNA (Martinez e col., 2003). Estas reagdes
sdo iniciadas pela exposicdo das ceélulas a agentes quimicos exd6genos, como
agentes do meio ambiente, constituintes dos alimentos, ou ainda podem resultar
de processos metabdlicos (Marnett & Plastaras, 2001).

A correspondéncia entre certos tipos de danos ao DNA e o sistema
complementar de reparo levou a idéia de que a bioquimica celular normal leva a
intermediarios que atacam o DNA. Como exemplo, tem-se a respiragao, que leva
a formacao de radicais hidroxila (HO®) que podem atacar o DNA em varios sitios
levando a danos caracteristicos como aqueles que formam a 8-oxo-7,8-dihidro-2"-
desoxiguanosina (8-oxodGuo). Um mecanismo especifico de reparo de DNA,
formamidopirimidima glicosilase, existe para a remog¢do desta lesdo (Boiteux &
Laval, 1997; Shuker, 2002).

A integracao entre a sintese quimica e a biologia molecular possibilita
estratégias para a constru¢ao de modelos de DNA contendo lesdes em pontos
definidos para que assim se possa avaliar o potencial mutagénico € o reparo
destas lesdes (Marnett & Plastaras, 2001). Danos oxidativos em DNA podem ser
gerados pela reagéo entre esta molécula e espécies reativas de oxigénio. Esses
danos consistem em lesdes nas bases, quebras na cadeia e ainda formagao de
produtos de alquilagao nas bases (Moller & Wallin, 1998). Muitos compostos
mutagénicos ambientais e carcinogénicos humanos reagem com o DNA
produzindo adutos ou outras formas de danos gendmicos. Quando n&o
reparadas, essas lesGes podem levar a erros na replicagdo, manifestadas por
mutagdes que podem contribuir para um processo carcinogénico ou mesmo de
envelhecimento e desenvolvimento de certas doengas cronicas (Ames & Gold,
1991). Os adutos, por exemplo, podem inibir a sintese de DNA, lisar eritrécitos
ou mesmo modificar a atividade de proteinas (Esterbauer e col., 1991). No
principio acreditava-se que os agentes exagenos fossem a maior fonte de danos

em DNA nos seres humanos, mas os avangos em técnicas de deteccao ultra-
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sensiveis revelaram a existéncia de diversos e abundantes tipos de danos
resultantes de fontes enddgenas (Marnett & Plastaras, 2001).Dentre estes danos
podemos citar os sitios apurinicos/apirimidinicos (sitios AP) que s&o produzidos
‘por hidrolise espontanea, alquilacbées e oxidagbes de bases, entre outras.
Embora quase sempre reparadas (Menisogiu & Samson, 2000), os sitios AP
induzem substituicbes nos pares de bases e outros tipos de mutagbes ja
detectadas (Gentil e col., 1990; Lawrence e col., 1990, Jackson e col., 1998;
Marnett & Plastaras, 2001).

Dentre as espécies reativas de oxigénio uma das mais reativas € o radical
hidroxila (HO") (Cooke e col., 2003). Como ja mencionado, o ataque de radicais de
oxigénio ao DNA leva a cisdes em sua cadeia e tambem a bases oxidadas
(Marnett & Plastaras, 2001; Cooke e col., 2003). Um dano frequente e pre-
mutagénico causado por radicais hidroxila € a oxidagdo da base 2'-
desoxiguanosina, a 8-oxodGuo, que leva a transversées G — T quando o aduto &
replicado em plasmideo em E. coli (Moller & Wallin, 1998; Klungland e col., 1999).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem levar ainda a
oxidag&o de lipidios. Isto resulta na formagéo de produtos como o trans-4-hidroxi-
2-nonenal (HNE), trans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE), malonaldeido e crotonaldeido,
que participam, por exemplo, da etiologia do cancer de colo retal (Bartsch e col.,
1999). Esses intermediarios podem reagir diretamente com bases do DNA para
formar adutos exociclicos, uma vez que as bases do DNA sao susceptiveis a
ataques de reagentes nucleofilicos (Koc & Swenberg, 2002). O padrédo de danos
induzidos em DNA por esses aldeidos & bem diversificado, uma vez que os adutos
podem ser formados tanto através da reacao direta dos aldeidos com as bases do

DNA, como via seus derivados epoxidados (Chung e col., 1996).

1.2.1 - Oxidagcdo do DNA

Modificagbes em DNA causadas pela exposicdo a espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio s&o eventos iniciais envolvidos na indugdo de efeitos
mutagénicos e letais (Ravanat e col., 2000).

Ha muitos agentes oxidantes responsaveis pela produgao de lesées em
DNA. Um dos efeitos da radiacdo por UVA é a foto-oxidagdo do DNA celular
(Ravanat e col., 2000). O radical hidroxila (HO") é extremamente reativo, sendo

6




introaucar
——

capaz de oxidar bases de DNA, além de abstrair &tomos de hidrogénio dos acidos
graxos insaturados formando produtos de lipoperoxidagdo. Provavelmente o
radical HO participa da oxidagédo endogena do DNA, entretanto ndo é o HO' livre
gerado num compartimento celular que difunde para o ntcleo. A reatividade do
HO™ é tado grande que ele nao se difunde mais que um ou dois didmetros
moleculares antes de reagir com outro componente celular. Para que o HO™ oxide
o DNA, ele deve ser gerado imediatamente perto do acido nucléico (formagao
sitio-especifica). E provavel entao que o peréxido de hidrogénio (H,0;) sirva como
uma fonte difusivel de HO', que seria gerado quando H.O, se encontra na
presenga de metais como o ferro via reacdo de Fenton. Na presenga de cobre, o

mesmo poderia ocorrer (Marnett, 2000).
Fe“" + H,O, —» Fe> + HO® + HO™ (Reacgédo de Fenton)
Cu” + H,0; —» Cu*" + HO® + HO™

Outro oxidante importante é o peroxinitritc, que € estavel em pH alcalino,
mas quando protonado (pKa = 6,6) ele se decompée gerando NO;, HO® e *NO;,
que ¢ capaz de oxidar diversas biomoléculas (Augusto e col., 2002).

Baixos niveis de produtos de bases oxidadas estdo presentes em DNA
de tecidos normais (Cooke e col., 2003). Entretanto, esses niveis aumentam em
condi¢cdes inflamatdrias (Wiseman & Halliwell, 1996) e também em individuos
submetidos ao estresse oxidativo, como por exemplo, aquele induzido por fumaga
de cigarro (Chen e col., 2004). Alguns destes produtos de bases lesadas séo
excretados pela urina, provavelmente devido aos processos de reparo do DNA
(Chen e col., 2004).

A medida de danos por oxidacdo de bases em DNA ceiular continua
recebendo atengdo devido a necessidade de dados exatos do nivel das bases
oxidadas em DNA in vivo. Neste sentido, a otimizagao de métodos de extracdo de
DNA e a disponibilizagdo de métodos como a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/ESI/MS-MS), constituem grandes progressos
(Cadet e col,, 2002). Entretanto, para a quantificagdo de baixos niveis de bases

oxidadas. o ensaio por cometa, que envolve o uso de enzimas como a
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formamidopiridina DNA N-glicosilase (FPG) e endonuclease Ill (endo lll) para
quebrar DNA oxidados em sitios modificados de purinas e piridimidinas
respectivamente € mais apropriado (Collins & Horvathova, 2001).

Algumas das oxidagdes em bases do DNA estdo mostradas na figura a

seguir (Fig. 1.1).

O /H 0
NH, /H N OH
N HN HN
N = /k | O J\ I
I o s
K\ HN N N e} N
N N | |
l dR dR
dR 8-ox0dG 5-hidroxiuracila
8-oxodA
NH NH
?  OH 2
OH
NZ~ | NT '
Y 1
T OH 0 T
dR dR
5,6 dihidroxi-desoxicitosina 5-hidroxi-desoxicitosina

Fig. 1.1: Algumas das bases oxidadas encontradas no DNA.

Como ja mencionado, um dano bastante comum causado pelo radical
hidroxila, oxigénio singlete e radicais peroxila (ROQ") é a oxidagédo da guanina, a
8-ox0-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina (8-oxodGuo) que leva a transi¢des G —»> T
(Moller & Wallin, 1998; Lim e col., 2004). Muitos estudos vém sendo realizados na
tentativa de se elucidar as reacdes de oxidagdo das bases purinicas. Vale
ressaltar que a guanina, por possuir o menor potencial de ionizagdo entre os
componentes dos acidos nucléicos, é o alvo preferencial da oxidagdo; entretanto
todas as bases sdo passiveis de oxidagao (Cadet e col, 2003). O produto de sua
oxidacéo, a 8-oxodGuo possui um potencial de oxidagdo menor que o da guanina

(Ravanat e col., 2003), sendo assim, a 8-oxodGuo torna-se um alvo favoravel a
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outros oxidantes (Burrows & Muller, 1998; Cadet e col., 2003; Misiaszek e col,
2004). Esta reatividade resulta em mais danos intramoleculares em DNA, mas
tambeém contribui para a protecao contra danos intermoleculares em DNA durante
o processo de estresse oxidativo. Kim e col. (2004) sugerem que a 8-oxodGuo
deve ser rapidamente removida do DNA para evitar lesdes posteriores. Quando
liberada no citossol, ela parece prover um efeito protetor agindo como
sequestradora. Sendo assim, a 8-oxodGuo pode ser chamada de "molécula
suicida” ja que é atacada preferencialmente pelo estresse oxidativo e se sacrifica
para proteger outras moléculas (Kim e col., 2004).

A oxidagdo da 8-oxodGuo por oxigénio singlete esta mostrada no

esquema 1.2 (Martinez e col., 2003).
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8-oxodGuo
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/]jﬁo

5-0H-8-oxodGuo
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5-O0H- 8-oxodGuo
(0]
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# cadeia de DNA —— nucleosideo
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R = 2 -desoxirribose

Esquema 1.2: Produtos predominantes da oxidac&o da 8-oxodGuo por 'O,. A reagéo
com o 'O, da origem ao 5-hidroperdxido (5-O0OH-8-oxodGuo) que se decompde em:
dSp, diz. dOz e dGh®*. Em cadeia de DNA a dGhox da origem ao dOxa.

Legenda: dSp: Nucleosideo da espiroiminodihidantoina; dlz: 2-amino-5-[(2’-desoxi-2-

D-erythro-pentofuranosil) amino]-4H-imidazol-4-ona; dOz: 2,2-diamino-4-[2’-desoxi- 3

D-erythro-pentofuranosil) aminol-5-(2H)-oxazolona; dGh®:

guanidinohidantoina 2'-

desoxirribunucleosideo oxidado; dOxa: acido oxallrico 2 -desoxirribonucleosideo.
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1.2.1.1 — Oxidag¢do do DNA: Reparo

A existéncia de sistemas para remover bases oxidadas de DNA é uma
forte evidéncia da ocorréncia de danos em DNA espontaneos através das
diferentes formas de vida. Os principais mecanismos celulares de reparo s&o:
reparo por excisao de base (BER) que envolve a remocgao de lesdes pela acdo de
glicosilases; reparo por excisao de nucleotideo (NER), um processo mais
complexo gque envolve a remogdo de um oligonucleotideo contendo a leséo;
reparo por pareamendo errado de bases (MMR), envolvido na correcédo de bases
erradas durante a replicagdo. Existe também o reparo por recombinagéo, que
consiste no reparo de quebras na cadeia dupla do DNA. A 8-oxodGuo é reparada
principalmente por BER, ao passo que adutos de malonaldeido, propano adutos e
adutos de PAH (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) estaveis séo reparados
por NER (Braithwaite e col.,, 1999). A identidade dos produtos formados nos
processos é importante ja que a detecgdo dos mesmos em fluidos extracelulares
pode ajudar na descoberta dos mecanismos de reparo (Cooke e col., 2003).

As enzimas mais importantes envolvidas no reparo da 8-oxodGuo do
DNA sdo a formamidopirimidina-DNA-glicosilase (FPG ou MutM) e MutY-
glicosilase. A enzima FPG remove 8-oxodGuo quando pareada com a citosina
(Boiteux e col., 1992); ja a MutY-glicosilase remove a adenina quando pareada
com a 8-oxodGuo (Michaels e col.,, 1992). Juntas, estas enzimas reduzem o
potencial mutagénico destas espécies. Boiteux e col. (2002) verificaram que S.
cerevisiae utiliza algumas estrategias para prevenir a indugdo de mutagenicidade
causada pela 8-oxodGuo. O reparo por excisdo de base (BER) é o maior
contribuinte, sendo que o reparo por excisdo de nucleotideo (NER) é utilizado em
segundo plano. O reparo por pareamento errado de bases (MMR) é utilizado
quando as adenosinas sdo incorporadas pareando com a 8-oxodGuo. A
polimerase n tambem participa, adicionando preferencialmente a citosina no
pareamento com a lesdo. A inativacdo do gene OGG1 em leveduras, levou a
observacdo de um fendtipo mutante especifico para a geracdo de transversdes
GC — TA, relacionadas com a ocorréncia de 8-oxodGuo (Boiteux e col., 2002).

Estudos mais recentes mostram que a 8-oxodGuo, dGh e Sp também séao
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reparadas pelas glicosilases OGG1 e OGG2 de leveduras e também pela OGG1
humana (Leipold e col., 2003).

1.2.2 — Adutos de DNA (Propano adutos e adutos de malonaldeido)

Aldeidos  a,B-insaturados, ou variantes estruturais dos mesmos
(hidroxialcenais e epoxialdeidos), assim como malonaldeido s&o agentes
alquilantes com capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos
presentes no DNA, em proteinas, e peptideos, provocando altera¢des nas fungdes
destas moléculas. Os produtos formados pela alquilagdo do DNA com estes
compostos sdo chamados de adutos de DNA (revisado por Loureiro e col., 2002a).

O malonaldeido (MDA) é um dos produtos gerados na peroxidacgéo lipidica.
Muitos estudos relatam sua mutagenicidade em bactéria, em células de mamifero
e sua carcinogenicidade em ratos. Além do malonaldeido, outros aldeidos gerados
endogenamente podem contribuir para o conjunto de danos basais encontrados
no DNA; dentre eles: os hidroxialcenais, trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e o
frans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE). A reatividade dos 4-hidroxialcenais € devida a
presenga de trés grupos funcionais principais em suas estruturas: o grupo aldeido,
a dupla ligagao e o grupo hidroxila. A sua habilidade em reagir rapidamente com

.nucleofilos contribui para sua toxicidade. Os adutos formados pelos 4-
hidroxialcenais sado chamados de propano adutos, embora o malonaldeido
também possa formar este tipo de aduto (revisado por Loureiro e col., 2002a).

Os adutos formados a partir do malonaldeido e dos 4-hidroxialcenais estido

mostrados na figura 1.2.
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Fig. 1.2: Adutos formados a partir do malonaldeido e de hidroxiaicenais.

1.2.3- Eteno adutos

Muitos dos adutos de DNA oriundos de carcinbgenos quimicos s&o
formados devido a habilidade dos agentes quimicos em modular o metabolismo
dos carcinoégenos, um fendmeno conhecido como indugao enzimatica. As enzimas
do citocromo P450 possuem um envolvimento no metabolismo destes
carcinégenos (aldeidos, haletos de vinila, haloalcanos, cetonas) tanto na
bioativagao como detoxificagao (Guengerich, 2001). No processo de detoxificacao,
eles podem ser ativados a espécies, como os epéxidos, que sdo reativos frente ao
DNA; esta ativagado tambem pode ocorrer via peréxidos, presentes no organismo
(Marnett, 2000).

Nos ultimos anos, tem sido dada grande atengdo a adutos de DNA
exociclicos pois fazem parte de uma classe de lesdo em DNA formada a partir de
muitos carcindgenos genotoxicos (revisado por Bartsch e col., 1994). Estes adutos

foram descritos pela primeira vez por Kochetkov e col. (1971), que os identificou
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como analogos fluorescentes em estudos bioquimicos e “probes” estruturais de
acidos nucléicos (Leonard, 1992). Os compostos que podem levar a formagao de
eteno adutos podem ser divididos em dois grupos, segundo a necessidade de
éérem convertidos a intermediarios mais reativos ou nao. Os aldeidos o-
halogenados, a-halocetonas sdo capazes de reagir diretamente com bases de
DNA in vitro. Ja, os haletos de vinila, os haloalcanos, aldeidos «,f3 - insaturados e
cetonas precisam ser previamente convertidos em intermediarios mais reativos
(Guengerich, 1992; Carvalho e col., 1998; Carvalho e col., 2000; Rindgen e col.,
1999: Loureiro e col., 2000; Koc & Swenberg, 2002). Esta ativacédo in vivo pode
ser enzimatica (via enzimas do citocromo P450) ou ocorrer com o auxilio de
peréxidos obtidos da oxidacdo de acidos graxos da membrana ou ainda por
peréxidos que estdo presentes no organismo. Esta reagdo entre carcindgenos
quimicos com DNA, tanto diretamente ou apds ativagdo metabdlica, envolve
geralmente a ligagcdo de um carcinégeno eletrofilico com o sitio nucleofilico do
DNA. A guanina é o alvo mais frequente, mas ha adutos formados com todas as
bases (Marnett, 2000).

Os adutos exociclicos sdo de grande interesse pois blogueiam uma
regiao do pareamento de base no DNA e aparentam ser bastante mutagénicos
(Marnett & Plastaras, 2001). Dentre os adutos exociclicos de DNA, os eteno
adutos vém sendo muito estudados. Sabe-se que estes adutos podem ser
formados em DNA quando este é tratado com carcinébgenos como carbamato de
etila, cloreto de vinila e seus oxiranos intermediarios (Fernando e col., 1996;
Bartsch, 1999, Loureiro e col., 2002a; Bartsch e col., 2002; Morinello, e col., 2002).

O mecanismo proposto por Nair & Offerman (1985) para a reagéo entre
os epdxidos e a guanina envolve a adicao nucleofilica do grupo amino exociclico
da guanina ao carbono aldeidico do epoxido, seguida de ciclizagéo via ataque
nucleofilico do nitrogénio 1 da guanina ao carbono do epoxido produzindo um
intermediario que, ap6s desidratacdo, origina os etenoadutos, neste caso, 1,N*-
eteno-2’-desoxiguanosina (1,N“-edGuo). Um mecanismo semelhante foi proposto
para a formacao deste mesmo aduto em nosso laboratério a partir do 2,4-

decadienal (Esquema 1.3) (Loureiro e col., 2000).
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Esquema 1.3: Mecanismo proposto para a formacdo de adutos a partir do 2.4-

decadienai (Loureiro e col., 2000).

Ha muitas hipoteses que associam os eteno adutos com o inicio e o
progresso da carcinogénese. As propriedades pro-mutagénicas de eteno adutos
foram estabelecidas em ensaios de extensao do primer in vitro e de mutagénese
sitio especifica em E. coli e em células de mamiferos (Bartsch, 1999; Nair e col.,
1999). As eteno bases, 2'-desoxiguanosina (edGuo), 2’-desoxicitidina (edCyd),
e 2'-desoxiadenosina (edAdo) produzem mutagdes, pois ocorrem substituicbes de
pares de base. Como exemplo, podemos citar: edAdo que leva a transigbes AT—
GC e tranversbes AT— TA e AT— CG (Pandya e col., 1996; Basu e col.,
1993, Bartsch, 1999) e também ¢dCyd que leva a transversées CG — AT e

transicdes CG— TA (Palejwala e col., 1993). Recentemente, Kowalczyk e col.
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(2004) demonstraram que adutos de cadeia longa, derivados da reagéo de HNE

com DNA causam recombinagédo, substituicdo de base e mutagbes do tipo

“frameshift’, ou seja, existe uma inserc&do ou dele¢ao de um ou mais nucleotideos

na fita de DNA.
O aumento do nivel de eteno bases foi demonstrado em tecidos

marcadores de carcinogénese em roedores expostos a cloreto de vinila, a
etilcarbamato e seus metabdlitos (Fernando e col., 1996). As lesdes edAdo e
edCyd também foram verificadas em pele de ratos nos quais a carcinogénese foi
induzida por 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA) e promovida por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Nair e col., 2000).

Os adutos N?3-edGuo formados pela alquilagdo da 2’-desoxiguanosina
(dGuo) também mostraram atividade mutagénica em E. coli tanto in vitro quanto
in vivo levando a transicdes GC — AT (Singer e col., 1987; Cheng e col., 1991). Ja
o outro aduto de dGuo, 1,N%-edGuo apresentou mutagenicidade in vivo ,
levando a transigdes GC —» AT e transversdes GC — TA (Langouét e col., 1997
Langouét e col., 1998). Além disto, o 1,N’-edGuo gera também delegdes,
rearranjos, duplos mutantes e substituicdes de pares de bases proximos ao seu
sitio (Akasaka & Guengerich, 1999). Os eteno adutos mencionados estéo

ilustrados na figura a seguir (Fig. 1.3).

HO HOS S HO

| V2-edGuo N2.3-edGuo 1.NS-edAdo 3.N7-edCyd

Figura 1.3: Estrutura dos eteno adutos mais estudados:
1,N-eteno-2 -desoxiguanosina (1,N*-edGuo), Nz,3—eteno-2'-desoxiguanosina (N2,3-

£dGuo), 1,N°-eteno-2’-desoxiadenosina (edAdo), 3,N*-eteno-2 -desoxicitosina (edCyd).
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Outros estudos que ligam os eteno adutos a carcinogénese s&o aqueles
em que enzimas especificas de reparo reconhecem eteno adutos confirmando o
fato de que estas lesdes sdo reconhecidas pelo mecanismo de defesa celular
(Bartsch, 1999; Gros e col., 2003).

Tém sido feitas associagdes entre a formagao de adutos de DNA, a
mutagénese e a tumorigénese, enquanto que a reducgao no nivel de adutos vem
sendo associada a quimioprevenc¢ao. Entretanto, os mecanismos moleculares e as
conseqliéncias bioldgicas da exposi¢do a carcinégenos ainda permanecem
obscuros. Apos a caracterizagao de um aduto de DNA especifico, estudos da
mutagénese sitio especifica e/ou formacéo de tumores devem ser realizados para
se determinar a importancia toxicolégica destas espécies (Poirier e col., 2000). Um
outro fator importante é que estes adutos sdo quimicamente estaveis e podem ser
uteis na avaliacdc de danos em DNA ocasionados pelo estresse oxidativo
(Bartsch e col., 2002).

Adutos de DNA representam excelentes biomarcadores na determinagéo
da extensao do dano ao material genético. Tais marcadores podem auxiliar no
entendimento do mecanismo de carcinogénese e na avaliagado do risco de cancer
imposto por varios agentes quimicos. Sendo assim, a deteccdo e quantificagao de
adutos de DNA é essencial, e constitui uma importante area de pesquisa (Bartsch

& Nair, 2000; Koc & Swenberg, 2002; Farmer, 2004).

1.2.3.1 -Eteno adutios: Reparo

A maioria dds adutos de DNA formados néo persiste no DNA. Ha
mecanismos de reparos, como reparo por excisdo de bases e excisdo de
nucleotideos ou ainda reparos de alquilagdo que podem remover muitas destas
modificagdes em DNA. Entretanto, se nado reparados, os adutos de DNA podem
causar erros no pareamento durante a transcricdo e levar a mutagdo e
eventualmente ao cancer. Acredita-se que a formacao de adutos de DNA pode ser
um passo critico na carcinogénese (Koc & Swenberg, 2002). Vale ressaltar que ha
enzimas de reparo gque reconhecem os eteno adutos, confirmando o fato de que

estas lesdes genotoxicas de DNA s&o reconhecidas pelo mecanismo de defesa




Introducio
R —

celular (Bartsch, 1999). Devido a inibicdo dessas enzimas, ou a falta de sua
expressdo em certos tipos de células, alguns destes eteno adutos foram
acumulados ou persistiram em DNA de células ou de tecidos de roedores
(Guichard e col., 1996; Swenberg e col., 1992).

Dentre os diferentes mecanismos corretivos que as células possuem,
acredita-se que o sistema de reparo por excisdo de base é o responsavel por
eliminar a maior parte das lesdes simples do DNA. Dentre estas enzimas, algumas
ja foram descritas em E. coli, como a endonuclease Il (Endo Ill), a glicosilase de
formamidopririmidina (FPG) e glicosilases de alquilagdes do DNA, entre outras
(Jaiswal, e col., 1998). A 3-metiladenina (3-MeA)-DNA-glicosilase é capaz de
reparar os adutos N, 3-edGuo e edAdo (Matijasevic e col., 1992; Saparbaev e col.,
1995). A lesdo ¢dCyd é reparada por uma enzima ainda parcialmente purificada
mas que difere da proteina alquil-N-purina glicosilase (ANPG) que € a homdloga
humana a Alk A {(Hang e col., 1996; Hang e col., 1997). A 3,N*-etenocitosina, que
e altamenta mutagénica € um substrato primario para a uracil-DNA-glicosilase de
E. Coli e para a timina-DNA-glicosilase (Saparbaev & Laval, 1998). Também foi
descrito que duas proteinas estruturalmente nao relacionadas, a alquil-N-purina-
DNA-glicosilase (ANPG) e a uracil-DNA-glicosilase de E. coli (MUG) retiram 1,N?-
eG de oligonucleotideos. (Saparbaev e col., 2002; Gros e col., 2003).

1.2.3.2- Eteno adutos: Niveis e métodos de detecgéo

O desenvolvimento de métodos sensiveis para se detectar danos em
DNA foi crucial para os estudcs de danos oxidativos promovidos por compostos
endodgenos. (Marnett, 2000). Muitos métodos foram desenvolvidos para a
quantificacdo de adutos de DNA. Dentre as técnicas utilizadas, temos o *P-
postlabeling (PPL) (Nair e col,, 1995), imunohistoquimica (Yang e col., 2000),
cromatografia liquida acoplada a detecgdo eletroquimica, e também a
cromatografia liquida com coluna de imunoafinidade acoplada a detecgdo por
fluorescéncia (Nair, 1999). Ultimamente a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas tem sido muito utilizada (Koc & Swenberg, 2002). A

sensibilidade de cada metodo varia geralmente dependendo da quantidade de
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DNA a ser analisado. Alguns ensaios conseguem detectar em torno de 1
aduto/10° nucleotideos (Poirier e col., 2000).

As tecnicas que fazem uso da espectrometria de massa sao altamente
especificas devido a capacidade de fornecer informacgao estrutural e inequivoca
quantificacdo do aduto através do uso de padrées internos isotopicamente
marcados. A sensibilidade dos métodos de espectrometria de massa, embora
mais baixa que os imunoensaios, esta aumentando com o desenvolvimento do
design da instrumentacdo e dos métodos de introdu¢cdao de amostras. Com o
desenvolvimento continuo, esta técnica parece ter o potencial de se tornar a mais
utilizada na quantificagédo de adutos de DNA por fornecer maior sensibilidade e
especificidade. Os espectrébmetros de massa estdao sendo cada vez mais
utilizados como resultado da diminuicdo do custo deste tipo de instrumentacao
(Koc & Swenberg, 2002).

Os derivados exociclicos edAdo, £dCyd, N? 3-¢Guo foram detectados em
diferentes tecidos de ratos expostos ao cloreto de vinila em niveis que variam de
2.9 a 9,8 edCyd /10" dCyd, 0,4 a 2,1 edAdo/10"dAdo e 2,1 a 18,1 N? 3-Guo/10’
Guo (Eberle e col., 1989; Ciroussel e col., 1990; Fedtke e col., 1990a,b; Swenberg
e col., 1992, Loureiro e col., 2002a - revisao).

Verificou-se uma inducao diferenciada de N? 3-eGuo em hepatdcitos de
animais tratados com cloreto de vinila (1100 ppm). Ap6s 1 semana de tratamento,
o nivel variou de 5,5 a 55 N? 3-¢<Guo/10® Guo; apdés um periodo de 4 semanas o
nivel obtido foi de 3 a 110 N, 3-eGuo/10® Guo (Morinello e col., 2002). Este grupo
também verificou que ndo houve diferenca nos niveis de N2 3-eGuo/108Guo no
cerebro de ratos adultos apds 1 ou 4 semanas de tratamento com cloreto de vinila
(1100 ppm); os niveis permaneceram semelhantes aos obtidos para os grupos
controle, 5 a 5,6 N° 3-sGuo/10° Guo; sugerindo que este tipo de aduto nao
participa significantemente na iniciagdo da carcinogénese do cérebro de animais
adultos expostos a esta concentragdo de cloreto de vinila. Em animais mais
novos, verificou-se um aumento no nivel do aduto de 1,5 a 4,4 N°, 3-sGuo/10® Guo
apos 5 dias de tratamento (Morinello e col., 2002). Todos os niveis foram obtidos

utilizando-se as técnicas anteriormente mencionadas.
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Recentemente, foi verificado a excre¢do urinaria de edAdo em humanos,
também por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Os
niveis variaram de 10 a 100 pmol/ 24 h (Hillestrom e col., 2004).

h Chen e col,, (2004), acreditam ser possivel quantificar com preciséo o
gdAdo na urina em concentragdes superiores a 10 pg/ mL de urina utilizando-se
LC/ESI/MS-MS). Sendo assim a quantificagdo deste aduto podera ser usada como
um biomarcador n&o invasivo de lesdo em DNA associado ao estresse oxidativo e

em estudos para a prevengao do cancer (Chen & Chang, 2004).
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1.3- Carotendides
1.3.1- Quimica dos carotendides e suas fungdes

Carotendides sao grupos de pigmentos naturais coloridos sintetizados
pelas plantas e microorganismos, mas nao por animais; levam este nome devido
ao fato de terem sido isolados pela primeira vez apds serem extraidos de
cenouras em 1831. (Paiva & Russell, 1999; Yeh & Hu, 2000; Tapiero e col., 2004).
Sao baseados num esqueleto isoprendide, sendo assim, sua estrutura consiste
em um longo sistema com ligagdes duplas e simples se alternando e que formam
a parte central da molécula. Estas ligagdes permitem uma extensa delocalizagéo
de elétrons pela cadeia levando assim a absor¢dc na regido do visivel. O
esqueleto basico de um carotendide é de 40 carbonos, entretanto podem ocorrer
modificagdes na cadeia, como ciclizagédo nas pontas, adigdo de grupos funcionais
com oxigénio e ainda reducgao das duplas ligacdes (Halliwell & Gutteridge, 1999).
Ate hoje, mais de 600 carotendides diferentes foram identificados. Sua estrutura
basica € um esqueleto simétrico tetraterpénico formado pela conjugagao de duas
unidades Cyo. Formalmente, todos os carotendides podem ser derivados da
unidade aciclica C4oHse por reagdes de hidrogenagao, desidrogenacgéo, ciclizagao,
e/ou oxidacao. O sistema de ligagdes duplas conjugadas influencia em suas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas (van den Berg, e col., 2000).

Os carotendides possuem caracteristicas de absorverem luz (400-500
nm), sendo geralmente coloridos (vermelho, laranja e amarelo) devido ao
cromoéforo das ligagbes duplas conjugadas. Estas duplas possuem elétrons =«
delocalizados responsaveis por seu espectro eletrénico (Rice-Evans e col., 1997).
Este tipo de composto pode ser encontrado em frutas, legumes e vegetais.
Cenouras, damascos e abdboras sdo fontes de « e B-caroteno; tomates e
melancias sao fontes de licopeno e 3-caroteno.

Os carotendides sao classificados segundo os seguintes grupos (Paiva &
Russell, 1999):

1- Carotendides hidrocarbonetos sao conhecidos como carotenos e contém

grupos especificos no fim de sua cadeia. Como exemplo, o licopeno possui um
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grupo aciclico em sua cadeia e o B-caroteno possui dois tipos de ciclohexeno no
fim de sua cadeia.
2-Carotenoides oxigenados sdo conhecidos como xantofilas; como exemplo, ha a
zeaxantina, a luteina, B-criptoxantina, entre outros.

Alguns importantes carotendides estdo mostrados na figura a seguir (Fig.
1.4):

Licopeno
&VJ\KW
P-caroteno

Zeaxantina

Astaxantina

Fig. 1.4: Estrutura de alguns carotendides encontrados em plantas e animais.

Dependendo do arranjo de seus substituintes, as ligagdes duplas
carbono-carbono dos carotendides podem existir em duas configuragdes: cis ou
frans (van den Berg, e col.,, 2000). Em sua fonte natural, a maioria dos
carotendides encontra-se na configuragdo trans (van den Berg e col., 2000);
entretanto o processamento de frutas e vegetais aumenta de 10 para 39% os
isdbmeros cis (Paiva & Russell, 1999). No organismo humano, a distribuicao dos

isdbmeros varia entre os carotendides e diferentes pares de isémeros s&o
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encontrados em diferentes tecidos de mamiferos (Stahl e col., 1992; van den Berg
e col., 2000). Os carotenodides com sistema estendido de duplas conjugadas em
sua configuragdo totalmente trans sao moléculas lineares (van den Berg e col,,
2000). Também por seu sistema de duplas conjugadas, os carotendides contém
um sistema rico em elétrons que é suscetivel a reagdes com compostos
eletrofilicos. Estas reagbes s&do responsaveis por sua instabilidade frente a
oxidagcdo. Na presenga de oxigénio, eles se oxidam faciimente. A reacdo dos
carotendides com agentes oxidantes ou radicais livres depende do comprimento
da cadeia e da natureza de seus grupos (Palozza & Krinsky, 1992; Sies & Stahl,
1995; Rice-Evans e col.,1997; van den Berg e col., 2000).

Os pigmentos dos carotendides sao altamente distribuidos na natureza,
onde eles desenvolvem um importante papel na prote¢ao das células e outros
organismos contra oxidacdes. A esta classe de compostos também € dado o
nome de antioxidantes bioldgicos.

A sequéncia biossintética dos carotendides nas plantas esta mostrada no
Esquema 1.4 (Paiva & Russell, 1999; Bartley e col., 1995).

Cada passo enzimatico do fitoeno ao licopeno adiciona uma dupla ligagcao
a molécula, resultando no licopeno, que € uma molécula simétrica contendo 13
duplas ligagbes. O passo apds a formagdo do licopeno envolve ciclizagdo
enzimatica dos grupos da ponta da cadeia, resultando no y-caroteno (um anel B) e
o B-caroteno (dois anéis B). A adicdo de oxigénio a molécula leva a formag&o de

xantofilas (Paiva & Russell, 1999; Bartley e col., 1995).
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Fitoflueno

NS

¢ -caroteno

OH Zeaxantina

Esquema 1.4: Sequéncia biossintética dos carotendides nas plantas
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Assim como de qualquer substancia, as propriedades e as fungdes dos
carotendides sao dependentes de sua estrutura e de sua reatividade. Em
particular, o sistema de duplas ligagdes conjugadas de seu esqueleto carbdnico é
Considerado o fator mais importante em reagbes de transferéncia de energia,
como encontrado na fotossintese. E esta propriedade que faz com que
carotendides como o licopeno e o B-caroteno sejam supressores de oxigénio
singlete ('Oz). O uso clinico do B-caroteno como um agente eficiente no
tratamento de protoporfiria eritropoiética, na qual o 'O, € produzido via
sensibilizagao de porfirinas livres acumuladas na pele é bem estabelecido
(Mathews-Roth, 1993). Interacdes com outras espécies reativas de oxigénio
(ROS) no organismo, incluindo espécies radicalares como o anion superoxido
(02™) e nao radicalares como o peroxido de hidrogénio (H.O;), dependem da
natureza destas especies e da estrutura dos carotendides. Os grupos
substituintes nos carotendides podem governar sua atividade antioxidante. A
atividade dos carotendides como antioxidante frente a ROS foram examinadas, e
diferencas na reatividade entre estas moléculas estdo relacionadas com a
densidade eletronica dos carotendides. Grupos cetdnicos e hidroxilas podem
diminuir a reatividade desta molécula prevenindo a abstragdo de hidrogénio
nestas posi¢des (Young & Lowe, 2001).

Moléculas no estado eletrénico excitado sdo capazes de reagir com
compostos biologicamente importantes inativando-os. Uma das func¢des dos
carotenoides no sistema fotossintético € bloquear essas espécies excitadas
(Demming-Adams e col., 1996).

Dos mais de 600 carotendides encontrados na natureza, apenas 40 estéo
presentes numa dieta humana. Dentre estes, apenas 14 e alguns de seus
metabdlitos foram identificados em sangue e tecidos. Muitos estudos
epidemiologicos associaram altas doses de carotentdides a diminuicdo da
incidéncia de doencas crénicas (Giovannucci, 1999); os mecanismos para esta
protecdo ainda nao foram esclarecidos; entretanto existem algumas

possibilidades (Paiva & Russel, 1999):
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1) Certos carotendides podem ser convertidos a retindides (isto é:
possuem atividade pro-vitamina A);

2) Podem modular atividades enzimaticas de lipogenases (moléculas
pré-inflamatérias e moléculas imunomodulatérias);

3) Podem possuir propriedades antioxidantes; e

4) Podem ativar a expresséo de genes que codificam a mensagem para
producao da proteina conexina 43, que € um componente integral das jungdes
comunicantes necessarias para a comunicagao entre células. A ativagdo deste
gene néo esta associada com a capacidade antioxidante e é independente da
atividade pré-vitamina A.

Por outro lado, reconhece-se que os carotendides nos estudos
epidemiologicos podem estar servindo como marcadores para outros fatores
protetores existentes em frutas e vegetais, mas ndo sédo os reais agentes efetores

(Paiva e Russell, 1999).
1.3.2- Carotenoides: absorgao e efeitos na saiude humana

Alimentos contendo um amplo espectro de carotenodides s&o ingeridos por
seres humanos e animais. A maior fungdo de aproximadamente 50 dos 600
carotenodides na natureza € sua conversao a vitamina A (Olson & Krinsky, 1995).
Nos humanos o principal carotendide com esta fungédo € o B-caroteno (Halliwell &
Gutteridge, 1999). A disponibilidade dos carotentides das matrizes dos alimentos,
sua solubilizagdo no intestino, que requer a presenca de gorduras e acidos célicos
conjugados da bile, e sua absor¢do nas mucosas intestinais sa0 processos
importantes. Uma vez nas células, os carotenodides sdo metabolizados pela
clivagem oxidativa por uma ou mais rotas para formarem retinal, acido retindico e
retinol (vitamina A) e pequenas quantidades de produtos de clivagem, os jB-
apocarotenais (Olson & Krinsky, 1995).

Carotendides s&o transportados por lipoproteinas no plasma. Os
carotendides da fung&o de hidrocarbonetos estdo principalmente associados a
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as xantofilas estao distribuidas entre as

LDL e as lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Olson & Krinsky, 1995).
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Os carotendides absorvidos da dieta sdo encontrados em maior
quantidade no tecido adiposo (80-85% do total) e figado (8-12%), mas a
concentragdo mais alta € verificada no corpo luteo do ovario e nas glandulas
adrenais. O nivel de carotendides no plasma varia amplamente com a dieta. O
nivel de carotendides como licopeno e 3-caroteno no plasma humano varia entre
0,5-1 uM e 0,3-0,6 uM, respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 1999). A literatura
mostra que dos mais de 600 carotendides conhecidos na natureza, em torno de 20
sdao encontrados no plasma e nos tecidos. O licopeno é o carotendide
predominante do plasma humano e possui meia vida de aproximadamente 2 a 3
dias. Os produtos a base de tomate, como sucos, “ketchup”, sopa e molhos s&o os
maiores contribuintes do licopeno na dieta (Hadley e col., 2003; Tapiero e col.,
2004).

Associa-se o alto consumo de frutas e vegetais a uma diminuigao do risco
de se adquirir certas doengas como, por exemplo, o cancer. Os carotendides tém
sido apontados como agentes protetores em algumas formas de céncer, como
esofagico, cervical, gastrico, além de algumas formas de doengas degenerativas
como catarata e doencgas do coragado (Mayne, 1996; Burri, 1997). Estes compostos
foram utilizados com sucesso por muitos anos no tratamento de individuos que
sofrem de protoporfiria eritropoiética e outras fotossensibilidades (Mathews-Roth,
1993).

Estudos epidemiolégicos mostraram a associacdo destes componentes
com a incidéncia de doencas cronicas, mas nao definem relagdes especificas de
causa e efeito. As indicagdes sdo de que carotendides, provavelmente em
associagdo com uma variedade de outros componentes das frutas, legumes e
vegetais parecem possuir efeitos protetores contra pelo menos algumas doencas
crénicas e condigOes pré-carcinogénicas (Olson & Krinsky, 1995). Fai verificado
que uma alta concentracdo de carotendides no sangue estd associada a uma
diminuigdo na incidéncia de certas formas de cancer. Os carotendides podem
estar agindo de maneira a facilitar a comunicagado entre as células via juncdes
comunicantes, estimulando a sintese de proteinas de conex&o; com este aumento
da comunicagao entre as células, diminui o crescimento de células transformadas
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Stahl e col., 2000).
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Outros carotenodides que nio possuem atividade pré-vitamina A, como o
licopeno, também tém atraido muita atengdo por mostrarem um efeito benéfico
para a saude humana. O alto consumo de alimentos como o tomate, rico em
licopeno e o alto nivel plasmatico deste carotenoide estdo associados a reducao
do risco de cancer de prostata, e também no desenvolvimento de aterosclerose
(Giovannucci e col., 1995, Gann e col.,, 1999, Klipstein-Grobusch e col., 2000,

Suganuma e col., 1999).
1.3.3- Atividade pré - vitamina A dos carotendides

Uma das fungdes mais estabelecidas dos carotendides € servir como
precursor da vitamina A ou retinol, que € essencial para o crescimento,
diferenciacao celular e para a visdo. A caréncia de vitamina A leva a chamada
“cegueira noturna” que ataca geralmente criangas chegando a 250.000 por ano
(Halliwell e Gutteridge, 1999 e Burri, 1997).

O grande avan¢co no entendimento do papel dos carotendides na
bioquimica dos vertebrados veio principalmente de estudos com a vitamina A. A
deficiéncia de vitamina A em mamiferos, que leva a cegueira noturna, € prevenida
pelo consumo de figado e plantas verdes. Entretanto, as plantas verdes nao
possuem vitamina A pré-formada como o figado. Esta observagéo levou 3
hipétese de que animais, de alguma maneira devem converter carotendides em
vitamina A (Handelman, 2001). J& foi possivel fazer a clonagem do cDNA que
codifica esta enzima (B,B-caroteno-15, 15-dioxigenase) de Drosdfila e de um
segundo tipo de enzima que faz a clivagem assimétrica do B-caroteno (Kiefer e
col., 2001).

E conhecido que mais de 50 carotenoides podem gerar a vitamina A,
entretanto nos seres humanos a principal fonte é provavelmente o B-caroteno. O B-
caroteno € oxidado e clivado para formar duas moléculas do aldeido retinal, e uma
pequena fracdo deste € oxidada a acido retindico, sendo o restante reduzido a
retinol (Halliwell e Gutteridge, 1999). Vale salientar que o mecanismo biologico
dos carotenoides ndo € apenas limitado a produgéo de retindides mas tambéem ao
aparato fotossintético das plantas contra danos provocados pela luz (Rosseau e

col.. 1992),
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As propriedades para que um carotendide em particular possua a
habilidade de agir como precursor da vitamina A ja foram estabelecidas: se
metade da molécula possuir a estrutura de B-ionona, entdo o carotendide pode
ser convertido a vitamina A. Assim, B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina e
muitos outros carotendides podem contribuir na nutricdo para que os niveis
necessarios de vitamina A sejam atingidos (Handelman, 2001). O -caroteno em
seu processo de formagéo da vitamina A (clivagem central do B-caroteno) sob a
acdo da enzima B, B-caroteno-15, 15’-dioxigenase, pode ainda formar outros
produtos quando clivado de forma excéntrica, levando a formagao de produtos
como apo-carotenais possivelmente por uma enzima que compartilha uma
seqliéncia de aminoacido semelhante a da clivagem central (Esquema 1.5) (Lintig
& Wyss, 2001; Kiefer e col., 2001). Entretanto em estudos com ratos, a clivagem
levando a formagdo de retindides parece ser a preferencial (Barua & Olson,
2000). Uma fragado do retinal & oxidada a Aacido retindico, sendo o restante
reduzido a retinol. A forma de estoque da vitamina A no organismo € o éster de
retinol (Wang e col., 1991, Wang e col., 1996, Kim e col., 2001). Vale ressaltar
estudos que mostraram que a lipoperoxidagdo do acido araquidénico leva a uma
inibicdo enzimatica da conversdo do B-caroteno em vitamina A, mostrando que
lipoperoxidos e/ ou produtos de sua homodlise podem inibir esta converséo,
confirmando a importdncia do papel de outros antioxidantes naturais na

manuteng&o do contetido estavel de vitamina A nos mamiferos (Gessler, 2001).
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Esquema 1.5: Mecanismo de clivagem do B-caroteno em animais (Lintig & Wyss,

2001).

As oxidagbes enzimaticas de carotendides com atividade pro-vitamina A
possuem um papel essencial no suprimento desta vitamina em vertebrados.
Sabe-se também que a clivagem de produtos como retinal e B-apo-carotenais,
que sao produzidos a partir do B-caroteno por oxidagdes nido enzimaticas,
também pode ocorrer por auto-oxidacdo em solventes, oxidagdes por radicais
livres, oxigénio singlete e fumaca de cigarro (Handelman e col., 1991, Mordi, e

col., 1993, Stratton, e col., 1993, Baker e col., 1999).
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1.3.4- Carotenoides e jungdes comunicantes intercelulares (Gap Junctional

Communication)

A comunicagao intercelular é necessdaria em organismos complexos e
diferenciados para coordenar as atividades celulares da diferenciacédo e
crescimento. Dois modos de comunicagdo intercelulares contribuem para esta
coordenacgao: uma forma involve a secre¢ao de substancias sinalizadoras como
neurotransmissores, hormoénios e fatores de crescimento no fluido extracelular.
Células alvos que expressam receptores a estas substadncias respondem
apropriadamente até encontrarem os respectivos moduladores quimicos. A outra
forma de comunicacdo opera dentro da membrana plasmatica de grupos de
células que se acoplam dentro de estruturas integradas (gap junctions) que
permitem a difus&o de moléculas de baixo peso molecular (Trosko & Ruch, 1998).

As jungdes comunicantes, canais de membranas, permitem a passagem
de pequenas moléculas (< 1kDa) como mensageiros secundarios ou sinais
idbnicos de uma célula a outra. O nome “gap” deriva da distdncia entre duas
membranas opostas de células vizinhas conectadas por canais. Cada jungao
comunicante € composta de dois hexameros, denominados conexdes que, por
sua vez sdo compostos por seis subunidades denominadas conexinas (Simon &
Goodenough, 1998; Donaldson e col., 1997).

Pelo menos 14 conexinas de mamiferos foram identificadas de acordo
com seu peso molecular (Donahue, 2000). Um exemplo delas, a conexina 43, €
expressa em uma variedade de 6rgdos incluindo pele, lentes e cornea dos olhos,
musculos cardiacos, células espumosas, cérebro, rim e intestino (Dealy e col.,
1994; Forge e col,, 1999; Vaney, 1999; Nadarajah & Parnavelas, 1999; Severs,
1999; Kistler e col., 1999). A figura a seguir ilustra os canais intercelulares das

juncdes comunicantes (Figura 1.5).
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Citopiasma da Célula 1

Jungdo
intercelular
(2 -4 nm)

Citoplasma da Célula 2

Figura 1.5: Juncdes comunicantes séo canais intercelulares agrupados
proximos as membranas plasmaticas de duas células (Simon & Goodenough,
1998).

A comunicagdo celular através das jungdes comunicantes € comumente
medida por trés maneiras: eletrofisiologicamente, pela transferéncia de um
corante fluorescente (geralmente “lGcifer yellow”) ou por cooperagdo metabolica
(Loewenstein, 1979). Devido ao fato de as jun¢gbes serem unicas em sua
habilidade de transferir moléculas tdo grandes como o corante “lucifer yellow”
intercelularmente, a transferéncia do corante & usada como método padréo.

A permeabilidade das jungdes comunicantes é rapida (dentro de
segundos) e diminui reversivelmente com manipulagdes experimentais que
diminuem o pH citossélico ou aumentam a concentracdo de ions Ca*’ livres.
Estas observagdes indicam que os canais das jungdes comunicantes levam a
uma alteragdo reversivel conformacional que fecha o canal em resposta a
mudancas na célula. Promotores de tumor (ésteres de forbol), fatores de
crescimentos (insulina, fatores de crescimentos de fibroblastos, fatores de

crescimentos epidérmicos), e oncogenes (ras, raf, scr) diminuem a comunicacao

32




fnrroaucdo

intercelular via jungdes comunicantes. J& o cCAMP via proteina quinase A (Spray e
col., 1985), carotendides (Zhang e col., 1991), vitamina D (Stahl, e col., 1994),
retindides (Hossain e col., 1989; Hossain e col., 1993) aumentam a comunicagao
intercelular via jungdes comunicantes.

As jungbes comunicantes fornecem um mecanismo para a coordenagao
de grupos celulares. No coragdo, as jungdes comunicantes permitem a rapida
transferéncia intercelular de potenciais de ag¢ao, possibilitando a contracéo dos
cardiomidcitos (Severs, 1999). As jungdes comunicantes podem ser também
supressoras de mutagdes em células somaticas em enzimas metabdlicas e
sinalizadoras. Células normais levam intermediarios permeaveis a estas jungoes,
permitindo a sobrevivéncia de células mutantes em caminhos enzimaticos
bloqueados. Neste ultimo caso, as jungdes comunicantes também servem como
supressores de tumores, ja que células tumorais tendem a diminuir a
comunicagao intercelular via jun¢des comunicantes que por sua vez promovem a
caréncia do controle de crescimento de diferenciagdo destas células (Holder e
col., 1983; Yamasaki e col., 1995).

Os carotendides sdo também capazes de aumentar a comunicacao
intercelular via jun¢gdées comunicantes e de induzirem a sintese da conexina 43,
um compoenente da estrutura da jungdo comunicante (Zhang e col., 1991; Zhang e
col.,, 1992; Sharoni e col.,, 2004). A perda da jungdo comunicante ocorre em
transformagcbes malignas e seu restabelecimento pode reverter os processos
malignos (Trosko & Chang, 2001; Hotz-Wagenblatt & Shalloway, 1993). O efeito
dos carotendides nas jun¢des comunicantes é independente de sua atividade pro-

vitamina A ou de suas propriedades antioxidantes (Sharoni e col., 2004).

Efeitos de estimulagdo nas jungbes comunicantes intercelulares foram
verificados pelo tratamento com licopeno, que também afeta o crescimento
celular; o licopeno também afeta a expresséo da conexina 43, um gene ligado as
proteinas das jungdes comunicantes (Hotz-Wagenbiatt & Shalloway e col., 1993;
Stahl e col., 2000; Stahl & Sies, 1996; Bertran, 1999; Krutovskikh e col., 1997). A
literatura relata que alguns carotenoides oxidados, como licopeno € a cantaxantina
levam a um aumento na comunicacgao celular (Zhang e col., 1991;Hanusch e col.,
1995, Krutovskikh e col., 1997; Livny e col., 2002; Aust e col., 2003; Krinsky &
Yeum, 2003 Teicher e col., 1999).
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1.3.5- Agéao antioxidante dos carotendides

Antioxidante € definido como uma substancia que, quando presente em
baixas concentragdes relativas a um substrato oxidavel, pode suprimir, retardar ou
prevenir a oxidacdo deste substrato. Sua atividade é determinada por varios
fatores, dentre eles (Rice-Evans e col., 1997; Halliwell, 1990):

1- Sua reatividade quimica como doador de elétrons ou de hidrogénio na reducao
do radical livre.

2- Onde se destina seu radical derivado antioxidante que foi formado em sua
acdo e a habilidade deste em estabilizar e delocalizar elétron desemparelhado
através de um sistema de duplas conjugadas.

3- Sua reatividade frente a presenca de outros antioxidantes.

4- Sua reatividade frente ao oxigénio molecular.

Ha consideraveis evidéncias epidemioldégicas mostrando que dietas ricas
em frutas, gréaos e vegetais apresentam um efeito protetor contra varias doencgas
humanas, especialmente doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. As
vitaminas C e E contribuem em parte para este efeito protetor, mas ha ainda
outros agentes constituintes destes nutrientes que podem exercer efeitos
antioxidantes adicionais, ou efeitos protetores agindo por diferentes mecanismos.
Em termos de antioxidantes, os carotendides tém recebido atencéo particular,
principalmente o 3-caroteno e o licopeno pois estes sdo encontrados em altas
concentragdes em sangue humano (Yeh & Hu, 2000); entretanto, as evidéncias
da importancia destes antioxidantes in vivo ainda é restrita (Halliwell & Gutteridge,
1999).

Sabe-se que espécies reativas de oxigénio podem lesar o DNA, proteinas
estruturais, carboidratos, enzimas e especialmente lipidios componentes de
membranas. O estresse oxidativo pode levar a doengas como Alzheimer,
aterosclerose, Parkinson, catarata e cancer. O B-caroteno protege contra radicais

livres que levam a danos oxidativos. Além do fato de ser o mais abundante
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carotendide de dietas, € um dos antioxidantes mais eficientes, agindo como um
6timo supressor de oxigénio singlete (Rosseau e col., 1992).

A acao antioxidante dos carotendides esta ligada a sua habilidade de
suprimir o oxigénio singlete ('0,) e prevenir a lipoperoxidagao in vitro causada por
este mesmo agente. Somando-se ao efeito supressor do 'O, , os carotendides
. podem interceptar o passo de propagac¢ao da lipoperoxidacgéo in vitro. O radical
centrado no carbono formado é estabilizado pela presenga das duplas conjugadas
que favorecem a ressonancia (Krinsky, 1989; Sies & Stahl, 1996; Rice-Evans e
col.. 1997; Tapiero e col.,, 2004). Moléculas no estado eletrénico excitado s&o
capazes de reagir com compostos biologicamente importantes inativando-os
(Demming-Adams e col., 1996). A eficiéncia da transferéncia de energia do
oxigénio singlete ('O;) para os carotendides € alta, 0 que os torna efetivos
sequestradores (quenchers) de 'O, (Conn e col., 1991). Para esta fungéo, existem
dois diferentes mecanismos: o “quenching” fisico e o quimico. O primeiro envolve
a desativacdo do 'O, por transferéncia de energia do oxigénio no estado
eletrénico excitado ao carotendide levando o carotendide, ao estado
eletronicamente excitado, triplete, sendo que a energia deste composto é
dissipada por intera¢des vibracionais com o solvente recuperando o estado
fundamental do carotendide. O “quenching” quimico, por outro lado, contribui com
menos de 0,05% do total do “quenching” de 'O, pelos carotendides, mas é
responsavel pela eventual destruicdo da molécula (van den Berg e col., 2000).
Com isso, a atividade antioxidante do B-caroteno e de outros carotendides nao
reflete sua velocidade de sequestrar um radical livre, mas sim a reatividade do
derivado radicalar do B-caroteno formado, ou seja a estabilidade do radical
centrado no carbono que é formado (Rice-Evans e col,, 1997). Alguns dos
possiveis mecanismos para a protecao de carotendides como o [3-caroteno contra
o oxigénio singlete s&o: (1) filtracdo fisica da luz UV ambiente, (2) supressao de
'O, ou do fotossintetizador no estado triplete, (3) reparo e estabilizagéo de
membranas (Rosseau e col., 1992). O item (2) é o mais fundamentado
experimentalmente; sabe-se que o B-caroteno suprime o 'O, com uma eficiéncia
representada pela constante acima do limite de difusao de ko= 1.4x10"° M7's™". J4
o licopeno que é um carotendide de cadeia linear, € o supressor biolégico mais
eficiente (kq= 3.1x10' M's™") (Di Mascio, e col., 1989).
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Como ja dito, o B-caroteno ¢ um modulador fisiolégico. Alem disso, ele €
um tipo incomum de reagente redox bioldgico, que reduz produtos de oxidagéo de
maneira mais eficiente em baixas pressées de oxigénio (15 torr), que sao
existentes em muitos tecidos fisiolégicos (Burri, 1997). A literatura sugere um
efeito pré-oxidante deste carotendide a elevadas pressdes de oxigénio (760 torr)
(Burton, 1989; Burton & Ingold, 1984; Krinsky, 1993; Palozza e col., 1997).

Alem de todas estas fungbes aqui citadas, sabe-se ainda que o B-caroteno
age também no sistema imunolégico. Esta influéncia do B-caroteno neste sistema
foi descoberta em estudos nos quais ratos debilitados foram suplementados com
B-caroteno. Os ratos tratados com B-caroteno tiveram o numero e a severidade
das infec¢des respiratérias diminuidas, além de que muitos conseguiram vencer a
infeccdo. Provavelmente o 3-caroteno deve estar ligado a proliferagéo das células
B e T, sendo que estas Ultimas ajudam no crescimento celular (Burri, 1997). Foi
verificado que herbivoros suplementados com B-caroteno tiveram sua fertilidade
aumentada, entretanto outros estudos nao confirmaram estes resultados, o que
torna este assunto ainda tema de discussao (Burri, 1997). /In vivo, o B-caroteno
pareceu funcionar como sequestrador de 'O, e como antioxidante, fazendo com
que fosse diminuida a oxidagao do DNA e de proteinas (Burri, 1997).

Muitos dos estudos relacionando a a¢éo antioxidante dos carotenoides in
vitro envolvem a sua capacidade de inibirem a lipoperoxidagao (Krinsky, 1989;
Palozza & Krinsky, 1992; Rosseau e col., 1992). Entretanto, a maioria dos dados
sobre lipoperoxidagdo € derivada de medidas de produgdo de malonaldeido
(MDA), através da analise de reagcdo com o acido tiobarbiturico (TBARS). Essa
medida € inespecifica, dificultando a analise dos resultados. Por exemplo, foi
demonstrado que a oxidagdo do {-caroteno por didxido de nitrogénio leva a
produtos reativos ac acido tiobarbiturico (TBARS) (Kikugawa e col., 1999; Krinsky,
2001).

A agéo antioxidante dos carotendides in vivo foi mostrada utilizando-se
animais como modelo, nos quais os pigmentos foram injetados ou adicionados na
dieta (Palozza & Krinsky, 1992). Alguns destes estudos mostraram que o f3-
caroteno suprimiu a lipoperoxidagdo em tecidos de ratos induzida por radiagao

ultravioleta:; injecdo de tetracloreto de carbono, ou ainda pelo consumo de 6leo
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oxidado (Lomnisky e col., 1997; lyama e col., 1996; Levin e col., 1997; Paiva &
Russell, 1999). Outros estudos mostraram ainda que o B-caroteno pode inibir a
aterosclerose em coelhos com dieta rica em colesterol, porém o mecanismo pode
nao ser por sua agao antioxidante (Shaish e col., 1995; Paiva & Russell, 1999).
Na tentativa de se demonstrar a acdo protetora dos carotendides contra a
tumorigénese, muitos estudos falharam. O B-caroteno nao protegeu ratos contra
dois estagios de tumores de pele induzidos por benzopireno (Lambert e col.,
1990; Paiva & Russell, 1999). Um marcador de lesdo em DNA, a 8-oxo-7,8-
dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo), também foi utilizada com este intuito e
nao foi verificada sua diminuigdo na urina ou linfécitos de individuos
suplementados com B-caroteno, luteina ou licopeno (van Poppel e col., 1995;
Collins e col., 1998; Krinsky, 2001). Entretanto ha relatos de uma diminuigéo
significativa no nivel de 8-oxodGuo apo6s suplementagdo com suco de cenoura
(Pcol-Zobel e col.,, 1997) ou com o aumento do consumo de frutas e vegetais
(Haegele e col., 2000; Krinsky, 2001).

Estudos epidemiolégicos mostraram uma relagéo inversa entre a ingestéao
de frutas e vegetais com os riscos de se adquirir varios tipos de céncer, e isto vem
sendo atribuido ao B-caroteno contido nas frutas e nos vegetais (Peto e col,
1981). Estudos realizados in vitro e em animais tém dado suporte a esta hipotese.
Notavelmente, o B-caroteno é mostrado como um eficiente antioxidante por
sequestrar certas espécies reativas de oxigénio, especialmente radicais peroxila e
0 oxigénio singlete. Recentemente, foi mostrado o efeito protetor do -caroteno,
sobre os raios UVA e luz visivel induzidos por foto-oxidagao em pele de ratos, e a
diminuicao da lesao em DNA mitocondrial por raios UVA (Terao e col., 2001;
Eicker e col.,, 2003). Esta atividade antioxidante parece ser maior a baixas
tensdes de oxigénio (Burton & Ingold, 1984).

Muitos estudos mostram que os carotenodides podem interagir com outros
antioxidantes. Estas intera¢des foram confirmadas por Blakely e col. (1988) que
mostraram que o B-caroteno pode modular o aumento da superoxido dismutase
induzido por radicais peroxila produzidos por uma dieta rica em gordura (Palozza
& Krinsky, 1992). Mayne e Parker mostraram também que (Mayne & Parker,

1989) a adicao da cantaxantina na dieta de frangos deficientes em vitamina E e
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selénio, aumentou a resisténcia a lipoperoxidagéo pelo aumento no nivel de a-
tocoferol nas membranas (Palozza & Krinsky, 1992).

As implicagbes do mecanismo de agdo do B-caroteno e de outros
carotendides em enfermidades humanas nas quais imagina-se que espécies
reativas estejam envolvidas como por exemplo, em doengas como catarata,
aterosclerose, cancer sdo muito significativas devido ao fato de se conhecer sua
baixa toxicidade; e também porque se sabe que este composto e outros
carotendides podem agir como agentes de quimioprotecdo (Palozza e Krinsky,

1992).
1.3.5.1- Fotoprotec¢ao

A habilidade dos carotendides em capturar, por um processo de
transferéncia de energia, tanto sensitizadores tripletes (°S) quanto oxigénio
singlete ('0,) gerados por transferéncia de energia a partir do S ao estado
fundamental do oxigénio (°0,) é responsavel por sua protecdo contra reagdes

fotosensitizadas (Palozza e Krinsky, 1992).

%S + CAR > S + *CAR (1)
'0, + CAR — 30, + 3CAR (2)

A reacéo acima limita o potencial deletério de espécies °S que é capaz de
gerar '0,. Este por sua vez pode inativar proteinas na peroxidacdo de lipidios
biologicos e ainda lesar o DNA (Palozza e Krinsky, 1992).

O carotendide triplete formado perde sua energia para o ambiente e

retorna a sua forma original (3).
‘CAR — CAR+calor (3)
1.3.5.2- ReagOes com radicais de oxigénio

Um grande numero de estudos mostra a agdo dos carotendides em
limitar o dano oxidativo induzido por ROS. O B-caroteno é capaz, por exemplo de
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reduzir o dano induzido pela xantina oxidase, assim como inibir a lipoperoxidagao
induzida por fontes enzimaticas como as do sistema xantina oxidase, NADPH e
citocromo P450 redutases (Palozza & Krinsky, 1992).

Ha fortes evidéncias de que os carotendides sédo eficientes
sequestradores de radicais peroxila, entretanto o mecanismo de sua agao
antioxidante ainda nao esta bem definido. Burton & Ingold propuseram uma
hipotese para este mecanismo. E esperada que a reacdo entre o B-caroteno e o
radical peroxila forme uma espécie de carotendide radical (1), estes
pesquisadores acreditam que o (B-caroteno reage direto com o radical peroxila
formando uma espécie estabilizada por ressonancia com um radical centrado no

carbono (2) (Burton & Ingold, 1984; Palozza & Krinsky, 1992).

B-caroteno + ROOe — B-carotenoe + ROOH (1)
B-caroteno + ROOe — ROO-B-caroteno e (2)

A combinacéo do carotendide radical com oxigénio pode levar a formagéo
de um carotendide perdxi-radical (3), que, em baixa concentragdo de oxigénio
pode deslocar o equilibrio para a esquerda reduzindo assim a cadeia carregadora
do radical peroxila. Entretanto, se a concentragao de oxigénio for alta, o equilibrio
fica deslocado para a direita e, devido a auto-oxidagao, o radical formado € capaz

de agir como pro-oxidante (Palozza & Krinsky, 1992).
B-carotenoe + O, <« [B-caroteno-0OO0e (3)

Alem disso o complexo peroxil-B-caroteno pode reagir como outro
radical peroxila levando a terminacdo da cadeia, como apresentado a seguir (4)
(Palozza & Krinsky, 1992).
B-caroteno -OQe + ROQOe — produtos inativos (4)

O esquema 1.6 resume algumas propriedades dos carotenoides.
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Atividade Aumer)fo cia
comunicagado

pré-vitamina A \ / intercelular

CAROTENOIDES .

Protecdo contra / l Aun}ﬁ\nufsoféaicfausngses
radia¢do ultravioleta 9

Oxidagdo
Atividade Atividade
antioxidante pré-oxidante

Esquema 1.6: Propriedades dos carotendides.
1.3.6- Acdo pro-oxidante dos carotenodides

O efeito pro-oxidante é definido como a reacdo que promove uma
atividade oxidativa ou um desbalango pro-oxidante/antioxidante em diregdo a uma
atividade oxidante (Palozza, 1998). O efeito pro-oxidante pode induzir o estresse
oxidativo. Um agente pro-oxidante em sistemas biolégicos aumenta a produgéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que podem destruir defesas
antioxidantes causando danos as membranas celulares (Halliwell & Gutteridge,
1999), as proteinas (Davies, 1987), e também ao DNA (Imalay & Linn, 1988,
Zhang & Omaye, 2001). ‘

O conceito de que os carotendides se comportam como pro-oxidantes e
derivado das conclustes de Burton e Ingold (1984), que mostraram que a tensées
altas e nao fisiologicas de oxigénio (760 torr, 100% oxigénio) e em concentragdes
relativamente elevadas de B-caroteno (> 500 uM) esse carotendide se comporta
como pro-oxidante.

A acdo pro-oxidante do B-caroteno pode ser devido a formacgéo de
radicais peroxila e/ou por sua rapida velocidade de auto-oxidagdo. A atividade
pro-oxidante/antioxidante do B-caroteno é dependende da pressao de oxigénio. A

baixas pressdes, ele age como um bloqueador de cadeia da lipoperoxidagéo
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{acdo antioxidante), e com o aumento da pressdo de oxigénio, ele € facilmente
oxidado e exibe comportamento pré-oxidante. Esta propriedade antioxidante foi
demonstrada pela habilidade do B-caroteno em proteger metil linoleato contra a
oxidagdo por radicais formados pela decomposicdo térmica do
azo(bis)isobutironitrila (AIBN) (Rosseau e col., 1992). As lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) quando oxidadas podem iniciar o processo de aterosclerose, e
sdo também umas das maiores carregadoras de B-caroteno em humanos.
Estudos realizados utilizando-se ¢ cobre como pré-oxidante, demonstraram que o
nivel de oxidacédo delas esta altamente relacionado ao nivel de antioxidantes. A
presenca destes ultimos prolonga a fase “lag” que precede a rapida oxidagao das

LDLs (Palozza & Krinsky, 1992).
O mecanismo pelo qual a pressdo de oxigénio deve agir para mudar o

comportamento do B-caroteno de anti para pro-oxidante ainda n&o esta claro
(Palozza, 1998). Outro estudo mostrou que tanto o B-caroteno quanto o licopeno
podem aumentar o nivel de TBARS dependendo do agente oxidante utilizado in
vitro (Yeh & Hu, 2000). Entretanto, analisando-se melhor estes estudos, verificou-
se que o que acontece € uma perda na atividade antioxidante sob estas
condi¢des (Krinsky, 2001). A atividade pré-oxidante do B-caroteno também foi
verificada em estudos nos quais fibroblastos humanos foram irradiados com raios
ultravioleta UVA e néo foi observada protegcdo pelo carotendide. O B-caroteno
estimulou a resposta oxidativa em fibroblastos epiteliais (Obermtiller-Jevic e col.,
1999; Obermuller-Jevic e col., 2001; Biesalsky & Obermduller-Jevic, 2001).

Uma grande evidéncia da atividade proé-oxidante do p-caroteno é sua
interacdo com outros antioxidantes. Estes por sua vez, limitam o carater pro-
oxidante do B-caroteno. Em membranas celulares isoladas, o a-tocoferol inibe o
aumento na peroxidagéo lipidica induzida por altas doses de pB-caroteno (Palozza
e col., 1995). Além disso, em diferentes células tumorais, o efeito proé-oxidante do
B-caroteno € completamente revertido pela concomitante adigdo de a-tocoferol
(Palozza e col., 2001; Palozza e col., 2002). Em particular, o tocoferol & capaz de
minimizar o aumento da producdo de ROS induzida por altas concentragées de (-
caroteno tanto em adenocarcinoma de célon humano (Palozza e col., 2001) como

em células de leucemia (Palozza e col., 2002). Além disso, o tocoferol é capaz de
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impedir a perda da glutationa reduzida e do aumento da glutationa oxidada
induzida pelo carotendide em células HL-60 (Palozza e col., 2002). O tocoferol
também pode reverter o efeito do carotendide na ativagdo de NF-kB em muitos
modelos celulares (Palozza e col., 2003a). E interessante notar que a prevengéo
dos efeitos pro-oxidantes do B-caroteno por a-tocoferol ou outros antioxidantes
como a N-acetilcisteina € sempre acompanhada pela perda do efeito do -
caroteno no crescimento celular e na indugao de apoptose (Palozza e col., 2003b

— para revisao).
1.3.7 - Possiveis mecanismos pré e antioxidante do B-caroteno

Como ja mencionado aqui, Burton e Ingold (1984) mostraram que o (3 -
caroteno € um tipo de antioxidante n&o usual, ja que seu comportamento depende
da pressao parcial de oxigénio. O estudo deste fendmeno foi retomado apés os
estudos epidemioldgicos que forneceram resultados contraditérios sobre o [-
caroteno (Burton & Ingold, 1984; Truscott, 1996).

Truscott em um estudo anterior usou CCl;" como modelo de radical
peroxila (ROQO") para propor um mecanismo molecular. A radidlise de pulso sobre
CCl4 poderia produzir CCl3" em solucao alcodlica; esta espécie por sua vez reage
rapidamente com O, e gera o radical CCl;00°. Na presenga do [3-caroteno, 0s
produtos reacionais dependerdo da concentracdo de oxigénio. A baixas
concentragdes de O, observa-se apenas o cation radical (B-car™) (A=900nm); a
altas pressdes observa-se a formacgao da espécie CCl30,-3-care (A=820nm). Este
radical vai decaindo, formando-se assim B-car™ (A=900nm) em atmosfera normal
ou em condig¢des saturadas de O, (Truscott, 1996).

As reagdes a seguir ilustram esta explicagao:

H,O — € 4 + HO’
HO®" + (CH3);CHOH — (CH3),CO + CCl3* + HCI
CCly” + O, — CClLO,’
Baixa concentragdo de oxigénio: CCls0," + B-car — CCl30,-" + B-car™
T

Alta concentrag&o de oxigénio: CCl;0," + p-car — [CCl;0,-B-car] *
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Considerando-se as explicagcdes anteriores, Truscott propds um
mecanismo para a interacdo do [B-caroteno com radicais peroxila e oxigénio,
mostrando seu possivel comportamento antioxidante a baixas concentragdes de
oxigénio e seu comportamento pro-oxidante a altas concentragdes de oxigénio
(Truscott, 1996).

Num estudo mais recente, El-Agamey e col. (2004), incluindo o proprio
Truscott (2004) atribuiram a dependéncia da concentracido de oxigénio a atividade
antioxidante dos carotendides a um equilibrio entre os radicais de carotendides e
o oxigénio. Kleinjans e col. (2004) ja haviam verificado a evidéncia da formagao
de radicais centrados no carbono. De acordo com o esquema 1.7 (similar ao
proposto anteriormente por Truscott, 1996), a altas concentragoes de oxigénio, o
equilibrio se desloca em direcao a formacao da espécie RO,-CARO;", que pode
tanto reagir com o carotendide (CAR), induzindo sua auto-oxidagdo, ou reagir com
lipidios levando a fase de propagacgdo da peroxidagdo lipidica. Entretanto, a
baixas concentragbes de oxigénio, o equilibrio se desloca em diregao ao radical
peroxila do carotendide (RO,-CAR’), que pode reagir com outro radical peroxila
(RO;) ou formar um epdxido via eliminacdo do radical alcoxila. Como a
concentragao do oxigénio muda de um tecido para outro, os carotenoides podem

agir diferentemente de um tecido para outro (El-Agamey e col., 2004).
0,

RO," + CAR ==  RO,CAR’ RO,CARO,’

RO, Kk, GR ) LH

RO,CARO,R  Epoxido Auto-oxidagdo RO,CARO,H
do CAR + L

Esaquema 1.7: Mecanismo proposto para a atividade de carotendides frente a tensao de

oxigénio (EI-Agamey e col., 2004).
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1.3.8- Estudos epidemiolégicos com B-Caroteno

Em meio a tanta discussao sobre a atividade antioxidante dos
carotendides e sobre a possivel prevencdo do processo de carcinogénese
promovida por estes compostos, estudos epidemiolégicos foram realizados para
se verificar a relagdo entre a ingestao de carotendides, ou entre o nivel dos
carotendides nos tecidos ou plasma e a incidéncia de doengas. Muitos destes
estudos tiveram grande contribuicdo para este assunto. Entretanto, a
interpretacao destes estudos é dificil por muitas razées. Uma delas é que frutas e
também vegetais sdo misturas complexas de vitaminas, minerais, fibras e outros
fitoquimicos. Outro motivo para a dificil interpretagdo destes estudos € que
individuos que consomem mais frutas e vegetais, consomem também menos
gordura, possuindo entdo uma consciéncia do que é uma alimentagdo saudavel
(Mayne, 1996).

Muitos dos estudos em que se suplementavam carotendides a dieta dos
participantes foram realizados utilizando-se o B-caroteno. Uma das razdes para
isto, &€ que ele € um dos carotenodides mais disponiveis na forma de suplementos
comerciais e porque até entdo ja existiam dados mostrando a baixa toxicidade de
suas doses farmacologicas em humanos. Estudos realizados na China com -
caroteno mostraram uma diminui¢do nos casos de cancer gastrico e de eséfago.
Triagens no Canada mostraram reducao nos casos de cancer de mama (Mayne,
1996).

Em certas regides da China como Linxian, ha uma grande incidéncia de
cancer de esé6fago e gastrico. Nesta populacdo, o nivel plasmatico de varios
micronutrientes como retinol, B-caroteno, riboflavina, vitaminas C e E sao
extremamente baixos. Um estudo realizado com 3000 homens e mulheres desta
regido, cuja idade variava entre 40 a 69 anos, foi realizado para verificar se
ocorreria uma diminuicdo destes tipos de cancer com uma combinagdo de
nutrientes. Os nutrientes utilizados foram: retinol e zinco, riboflavina e niacina,
acido ascorbico e molibdénio e também uma combinagéo de B-caroteno, selénio e
a-tocoferol. Apds 5 anos, aqueles que tinham tomado a combinagdo de p-
caroteno, vitamina E e selénio apresentaram uma redugdo de 13% em mortes por
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cancer, 4% de redugdo em morte por cancer do es6fago e também 21% de
redugdo nos casos de cancer gastrico; as outras combinagdes nao levaram a
efeitos significativos na redugao de cancer neste estudo (Mayne, 1996).

Outros estudos sugeriam que uma dieta com muitas frutas e verduras
estava associada a uma diminuicdo do risco de se ter cancer coloretal. Uma
triagem com 864 pacientes, que possuiam adenoma ou que o haviam removido
nos meses anteriores, participaram deste estudo no qual recebiam
suplementagdo de B-caroteno (20 mg/dia) e uma combinagio de vitamina C (400
mg) e vitamina E (400 IU); entrentanto, ndo houve evidéncia de que estes
componentes diminuiram a incidéncia de adenomas (Mayne, 1996).

Na triagem realizada no Canada com 678 mulheres com cancer no seio e
que consumiam altas quantidades de gordura e baixas quantidades de (-
caroteno e vitamina C antes do diagndstico, verificou-se um aumento no risco de
morte por este tipo de cancer (Mayne, 1996).

Mais dois estudos podem ser aqui mencionados, mostrando o
desempenho do B-caroteno e dos carotendides na prevengao de cancer cervical.
Cinquenta mulheres com cancer cervical invasivo ou carcinoma in situ foram
monitoradas. Verificou-se que o risco de se ter cancer cervical foi
significantemente maior entre mulheres com baixos niveis de carotendides como
o-caroteno e [-caroteno. Numa segunda triagem deste estudo que teve a
participagcdo de 30 mulheres com displasia cervical, estas, receberam
suplementagcédo de [(-caroteno (30 mg/dia) por 6 meses. Depois deste periodo,
70% das mulheres mostraram biépsia negativa e apés 1 ano (6 meses sem a
suplementag&o), 30% continuaram respondendo (Mayne, 1996). Em recente
estudo verificou-se que em individuos com niveis plasmaticos de frans e cis
licopeno mais elevados ocorre uma reducdo no tempo de remocgao de infecgao
oncogénica por papilomavirus humano (HPV) (Sedjo e col., 2003) As
concentragbes plasmaticas de a-caroteno e de B-caroteno também estéo
conectadas a tecidos cervicais normais (lesdes neste tecido podem levar a cancer
cervical). Isto foi verificado em um estudo apenas com mulheres mostrando uma
ligacao entre a atividade pré-vitamina A dos carotendides e o cancer cervical in

vivo (Gamboa-Pinto e col., 1998).
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Uma grande polémica em relagio aos estudos de B-caroteno surgiu ha
dez anos com os resultados do "The Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene (ATBC)
Cancer Prevention Study”, uma triagem de intervengéo clinica que indicou uma
tendéncia de aumento na incidéncia de cancer no pulmdo em fumantes
finlandeses para os quais foram dados B-caroteno como agente preventivo
(Heinonem & Albanes, 1994). Uma outra triagem confirmou este resultado: "The
Beta-Carotene and Retinol Efficacy Trial", CARET, realizado nos EUA indicou
que tanto o B-caroteno quanto o retinol levaram a um aumento na incidéncia de
cancer em pulmao de fumantes; dentre os voluntarios deste estudos estavam
também ex-fumantes e trabalhadores de minas de asbesto (Omenn e col,
1996a). Em estudo recente (Mannisto e col., 2004), o B-caroteno presente em
niveis normais na dieta n&o levou a nenhum aumento na incidéncia de cancer

pulmonar nos individuos.
O ATBC utilizou 29.133 homens finlandeses fumantes com idade entre 50

a 69 anos que foram divididos em 4 grupos. Um deles recebeu apenas a-tocoferol
(50 mg/dia), outro grupo apenas B-caroteno (20 mg/dia) o outro uma combinagao
de a-tocoferol e B-caroteno; o quarto grupo era o controle. Estas pessoas foram
monitoradas durante um periodo de 5 a 8 anos. Nao se verificou diminuigdo do
nivel de cancer pulmonar no grupo que recebeu apenas a-tocoferol, porém entre
0s homens que receberam B-caroteno, observou-se um aumento na incidéncia de
cancer no pulméao em 18%.

Apos o termino do estudo, o indice de mortalidade por cancer de pulméo
nestes individuos também foi elevado em 8%, pois ocorreram mortes por cancer e
também doengas cardiacas. A figura a 1.6 mostra os resultados apés 7,5 anos
(n@o foi verificada nenhuma evidéncia de interagao entre B-caroteno e a-tocoferol,
no que diz respeito a um aumento no cancer de pulmao (Heinonen & Albanes,

1994).
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Fig. 1.6: Evidéncia cumulativa de cancer no pulmé&o entre participantes que

receberam (-caroteno e placebo (sem (3-caroteno).

Um outro estudo confirmou estes resultados; “The Beta-Carotene and
Retinol Efficacy Trial (CARET) (Omenn e col., 1996a) realizado nos EUA no qual
tanto o B-caroteno quanto o retinol levaram a um aumento na incidéncia de cancer
no pulmao em fumantes (Mayne, 1996).

O CARET acompanhou 18.314 fumantes, ex-fumantes e trabalhadores
que foram expostos a minas de asbestos (substancia que também se acumula no
pulmao). A eles foram administradas 30 mg/dia de B-caroteno e 25000 IU/ dia de
retinol (vit. A) na forma de retinil palmitato. Num total, foram monitorados 73.135
pessoas por ano. Os resultados indicaram um aumento de 28% no risco de
cancer no pulmao quando comparado ao placebo. No grupo em que houve um
tratamento ativo, o numero de mortes por cancer teve um aumento de 17%.
Devido a estes resultados, o estudo foi finalizado 21 meses antes, porém as
pessoas que participaram dos estudos foram monitoradas por mais 5 anos
(Omenne col., 1996a; Omenn e col., 1996b).
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1.3.9- B-Caroteno e seus metabolitos

Apesar de todos os estudos apontando o B-caroteno como antioxidante,
triagens clinicas em que individuos fumantes foram suplementados com f3-
caroteno, mostraram uma possivel acao pré-oxidante deste carotendide. Apos um
longo periodo, verificou-se um aumento na incidéncia e mortalidade por cancer
pulmonar nos fumantes suplementados com B-caroteno (Heinonen & Albanes
1994, Omenn e col., 1896a). Assim a atividade antioxidante e anticarcinogénica
do B-caroteno esta sendo reexaminada (Yeh & Hu, 2000; Yeh & Hu, 2001). Um
estudo em timécitos normais e de tumor mostraram que o [-caroteno € um
antioxidante a baixas pressdes de oxigénio e pro-oxidante a altas pressdes de
oxigénio, além disso foi verificado que este carotendide aumenta o nivel de
lipoperoxidagao por NO, (Palozza e col., 1997, Khopde € col., 1998). B-Caroteno e
o retinal também levaram a formagao de hidroperoéxidos lipidicos do metil linoleato
(Haila e col., 2000).

Muito da atividade pré-oxidante do B-caroteno esta sendo atribuida ao
seus metabdlitos (Paolini e col., 1999, Paolini e col., 2001; Perocco e col., 1999;
Salgo e col.,1999). Seus produtos de oxidagdo podem induzir a carcinogénese via
reacao direta com o DNA ou ainda pelos seus metabdlitos formados pela agao das
enzimas do citocromo P450 (Wang & Russell, 1999).

A formag@o de metabdlitos do B-caroteno foi demonstrada por Wang e
col. (1999) em furbes expostos a fumacga de cigarro. Este trabalho mostra o
aumento da concentragdo do nivel pulmonar de p-caroteno nos animais
suplementados e sua drastica redugdo naqueles expostos a fumaga de cigarro.
Mostra ainda um aumento significativo de apo-carotenais no pulméo dos animais
expostos a fumaga, provavelmente devido a clivagem excéntrica do {3-caroteno
(vide esquema 1.5) (Wang e col.,, 1999). Liu e col. (2004a), tambem utilizando
furées expostos a fumaca de cigarro, verificaram que a-tocoferol e &cido ascorbico
podem agir sinergisticamente prevenindo o aumento da oxidagdo do B-caroteno
pela clivagem excéntrica induzida pela exposicdo a fumaga, facilitando assim a
conversao do (-caroteno em Aacido retindico e retinal. Recentemente, 0 mesmo
grupo verificou que furées suplementados com baixas doses de B-caroteno

tiveram atenuada a fosforilagdo da quinase Jun N-terminal (JNK), e das proteinas
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p38 e p53 em pulmao de furdes expostos a fumaga (Liu e col., 2004b). Em doses
mais elevadas do carotendide, houve aumento da fosforilagdo destas proteinas
(Liu e col. 2004b).

Salgo e colaboradores (1999) verificaram o aumento da ligagdo de
metabdlitos do benzopireno ao DNA em microssomas de figado de rato por
‘produtos de oxidagdo do B-caroteno. Neste estudo, uma mistura de B-caroteno
oxidado foi incorporada a membranas de microssomas verificando-se um aumento
da ligacao do benzopireno tritiado ao DNA; ja o B-caroteno n&o oxidado mostrou
uma reducao nesta ligagao. Recentemente, Kleinjans e col. (2004) nao verificaram
aumento da formacdo de adutos em DNA de esperma de salmé&o induzido por
benzopireno em sistema gerador de NADPH pelo B-caroteno e seus produtos de
oxidagao.

Sabe-se também que o B-apo-8-carotenal, um produto da clivagem
excéntrica do B-caroteno, € um forte indutor das enzimas do citocromo P450
(Gradelet e col., 1996). Em outro trabalho foi observado o aumento na atividade
das enzimas do metabolismo de compostos carcinogénicos (citocromo P450) em
pulmdes de ratos suplementados com altas doses de B-caroteno; entretanto ainda
nao se sabe se este efeito € devido ao B-caroteno ou a seus metabdlitos (Paolini e
col., 1999).

A literatura relata, que em concentragdo excessiva, alguns produtos da
clivagem do B-caroteno como o retinol e retinal induzem danos oxidativos em DNA
via geragdo de superéxido (O,") (Murata & Kawanishi, 2000). Sugere-se gque
danocs oxidativos em DNA podem ser responsaveis pela iniciagdo e/ou
promogao/progressao de tumores em carcinogénese. Em estudos onde foram
utilizadas quantidades excessivas de B-caroteno, sugere-se que tanto o retinol
como o retinal possuem importante papel no processo de carcinogénese. Este
trabalho menciona também que derivados da vitamina A como B-ionona € mesmo
o B-caroteno induzem danos em DNA, incluindo 8-oxodGuo na presenga de Cobre
(I, entretanto os danos sdo bem menores que agueles verificados pela acdo do
retinol e do retinal (Murata & Kawanishi, 2000). Yeh e col. (2003) mostram que
DNA de timo de bezerro exposto ao (3-caroteno auto-oxidado leva a um aumento

na formagao da 8-oxodGuo. Novamente, a indugao de 8-oxodGuo por $3-caroteno
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e seus produtos de oxidagao nao foi verificada em fragoes microssomais S9 de
fumantes e nao-fumantes e também por fenobarbital e benzoflavona. (Kleinjans e
col., 2004).

Estudos mostraram que tanto o B-caroteno quanto o licopeno oxidados
levam ao aumento de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dGuo) em fibroblastos
humanos de prepucio e em DNA de timo de bezerro (Yeh & Hu, 2001). Foi
verificada também a interacdo do B-caroteno com fumacga de cigarro em células
epiteliais de brénquios humanos. Neste estudo constatou-se também a diminuigao
do carotendide e 0 aumento de seus produtos oxidados, como 4-nitro-B-caroteno,
B-apo-carotenais e epdxidos do B-caroteno (Arora e col., 2001). Vale ressaltar que
Baker e col. (1999) verificaram que o B-caroteno pode reagir com oxidantes da
fumaca de cigarro. Um estudo muito interessante mostrou a diminuicdo do nivel
plasmatico de [-caroteno entre mulheres nao fumantes mas casadas com
fumantes (Farchi e col., 2001).

Na presenca de B-caroteno, a fumaga pode agir como agente de
transformagéo celular em tratamentos agudos e crdnicos (Perocco e col., 1999). O
aumento da atividade de transformacéo celular pode ser devido a ativagdo do 3-
caroteno pelas enzimas do citocromo P450 (Perocco e col., 1999). A exposi¢cao a
fumaga de cigarro e/ou a suplementacdo com doses farmacolégicas de B-caroteno
levaram a indugdo no nivel destas enzimas (CYP1A1 e CYP1A2) em tecidos
pulmonares de furées (Liu e col.,, 2003). Hurst e col. (2004) demonstraram que
o B-caroteno e o licopeno s&o oxidados na presenga de fumaga de cigarro, assim
a formagéo de seus produtos de oxidagdo pode ter aumentado o ndmero de
compostos quimicos capazes de reagirem com bases do DNA, contribuindo para o
mecanismo carcinogénico verificado nos estudos epidemiolégicos. Palozza e col.,
(2004) verificaram a ocorréncia de um aumento no nivel de 8-oxodGuo em células
de diferentes linhagens tratadas com alcatrao; na presenga de pB-caroteno o efeito
foi mais pronunciado. O esquema 1.8 mostra um resumo do possivel mecanismo

de acdo do B-caroteno como agente pré-carcinogénico:
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PULMAO
Lipidios / B-caroteno

Altas pressoes
de oxigénio

Lipoperoxidagdo / Produtos de oxidagdo
do B-caroteno

- Quebras
DNA —> . Oxidagdo de Bases

- Formagdo de Adutos

=

Consequéncias bioldgicas:
- Mutagdes
- Displasia Celular

Esquema 1.8: Possivel mecanismo da acgdo pro-carcinogénica do B-caroteno

1.3.10 — B-caroteno: possiveis explicagdes para seu mecanismo de agdo pro-

oxidante

A atividade biolégica do B-caroteno sugere sua protecdo contra céncer
por apresentar uma atividade antioxidante, sendo capaz de capturar radicais livres
que podem por sua vez levar ao céncer e demais doengas. Além disso, inumeros
estudos epidemioldgicos indicam que pessoas com altos niveis de 3-caroteno na
dieta e no sangue possuem menores riscos de cancer (Nowak, 1994). Entretanto,

as triagens realizadas com fumantes (ATBC e CARET) que levaram aoc aumento
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na carcinogénese de pulméo pela suplementagdo com B-caroteno sao dificeis de
serem explicadas. Este efeito pode ser devido apenas ao [-caroteno, aos seus
metabdlitos ou ainda a um diferente metabolismo do B-caroteno no pulmao de
fumantes se comparado aos ndo fumantes. Este resultado alarmante € também
dificil de entender pois a ingestdo de grandes quantidades de B-caroteno em
pacientes que apresentam doengas na pele ndo levaram a nenhum efeito tdxico.
(Wang & Russell, 1999).

A tumorigénese do pulmao &€ complexa e envolve mutagdes multiplas no
genoma da celula tumoral. Como que as células do epitélio pulmonar podem
escapar do controle proliferativo e se tornarem um tumor maligno quando exposta
ao B-caroteno e a fumaca? Pode ser possivel que o metabolismo do B-caroteno
seja alterado, resultando num aumento de sua forma oxidada ou de seus
metabdlitos oxidados que podem lesar diretamente o DNA ou promover um
ambiente para a carcinogénese (Palozza, 1998) .

Em resumo, p-caroteno e outros carotendides possuem atividade
antioxidante. Entretanto, sua capacidade ¢ varidvel e dependente do sistema in
vitro utilizado. A atividade pré-oxidante depende de fatores como pressao de
oxigénio e concentragao do carotendide (Paiva & Russell, 1999; Liu e col,
2004b).

1.4- Breves consideragdes sobre Fumacga de Cigarro

Radicais livres s&o conhecidos por causar danos oxidativos a um grande
numero de diferentes moléculas presentes nas células, incluindo membranas
lipidicas, proteinas, carboidratos e DNA (Halliwell, 1987). A fumaga de cigarro é
uma mistura complexa de mais de 4700 constituintes (Rahman & Mac Nee, 1996).
Uma grande quantidade de radicais livres e espécies reativas de oxigénio sao
produzidas durante o fumo do cigarro (Park e col., 1998).

A fumaca de cigarro consiste de duas fases: uma gasosa e uma
particulada. A fase particulada contém compostos carcinogénicos como catecol,
acroleina e hidroguinona, que sdo capazes de se auto-oxidarem produzindo
semiquinonas e radicais hidroxila (Gopalakrishna e col., 1994; Pryor e col, 1998;

Stringer e col., 2004). A fase gasosa da fumaga contém principalmente oxidantes
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de vida curta como o anion superéxido e 6xido nitrico e aldeidos reativos (Zang e
col., 1995; Pryor & Stone, 1993; Church & Pryor, 1985; Stringer e col., 2004). O
monoxido de carbono que é conhecido por causar estresse oxidativo de maneira
similar ao oxido nitrico também ¢é produzido na queima do cigarro. As
concentragbes de radicais no condensado da fumaca de cigarro sdo mantidas por
um tempo consideravel pelas rea¢des redox, apesar de seu tempo de vida curto
(Park e col., 1998).

A fumaca de cigarro é associada a muitas doengas cronicas pulmonares,
doencas crbnicas degenerativas e doengas cardiovasculares variando de
inflamagdes ao cancer, além de ser também apontada como um dos fatores para
o desenvolvimento de anormalidades em outros érgaos. A fumaca pode causar
peroxidacdo lipidica, oxidagao de proteinas, aumento de quebras em DNA e
formacé&o de 8-oxodGuo (Church & Pryor, 1985; Pryor & Stone, 1993; Leanderson
& Tagesson, 1992; De Flora e col., 2003).

O plasma de fumantes possui um baixo nivel de acido ascérbico e o fluido
epitelial de fumantes mostra uma diminuicdo no nivel de vitamina E, que pode ser
devido ao aumento do consumo destes oxidantes pelos fumantes. Além disso, a
exposicao de plasma humane a fumaca resulta em uma deplecédo de antioxidantes
como o acido ascorbico e a bilirubina (Pacht e col., 1986; Park e col., 1998).

O pulméao humano é dotado com um elaborado sistema antioxidante, ja
que é exposto a oxidantes do meio ambiente (Comhair & Erzurum, 2002; Stringer
e col., 2004). Dentre os compostos biologicamente importantes, tem-se as
enzimas superoxido dismutase como, MnSOD e CuZnSOD. Estas enzimas s&o
particularmente importantes ja& que representam a primeira linha de enzimas
antioxidantes de defesa contra espécies reativas de oxigénio (Zelko e col., 2002;
Kinnula & Crapo, 2003; Stringer e col., 2004).

A exposic¢ado de pulmdes a fumaca de cigarro aumenta o nivel de citocinas
inflamatdrias (Qiu e col., 2003). Recentemente, Stringer e col., (2004) verificaram
um aumento no nivel de MnSOD, em animais expostos a fase particulada da

fumaca de cigarro.
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2- OBJETIVOS

Tem sido amplamente investigado o papel de eteno adutos em processos
mutagénicos e carcinogénicos induzidos por agentes quimicos ocupacionais ou
presentes no ambiente assim como por compostos formados endogenamente.
Algumas dessas lesdes acumulam-se no DNA apds exposicao crénica ao
carcinégeno e levam a incorporagdo errada de bases apds a replicagdo ou a
transcricdo. A oxidagdo do B-caroteno leva a formagao de produtos reativos como
epoxidos, aldeidos, cetonas, que sao capazes de reagir com o grupamento amina

de bases de DNA.
O presente estudo visa investigar a formagado de eteno adutos em

nucleosideos, DNA e celulas expostas ao B-caroteno e seus produtos de
oxidagédo. Este trabalho também tem como objetivo verificar a possivel associa¢ao
entre a exposicdo a fumaga de cigarro e suplementagdo com B-caroteno na

promogao de danos ao DNA, em experimentos in vivo.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Reagentes

A seguir estéd apresentada uma lista contendo todos os reagentes
utilizados:
Merck: (Darmstadt, Alemanha) Hidroxido de sédio, fosfato de potassio
monobasico, 2'-desoxiguanosina, éter etilico, cloroférmio, acetato de etila, acido
formico, hidréxido de sodio, fosfato de potdssio monobasico, sulfato de magnésio,
acido fosforico, sacarose, cloreto de magnésio.
Millipore: Ultrafree -Mc (10000MNWL filter unit), Ultrafree-Mc filter unit (poro 0,22
pum).
Em Science: (Darmstadt, Alemanha) metanol, acetonitrila, isopropanol.
Cinética Quimica: (Sdo Paulo, Brasil) Cloroférmio e etanol (P.A).
Sigma: (St. Louis, EUA) Desferroxamina, bicarbonato de sédio, cloreto de sodio,

sulfato de estreptomicina, cloreto de potassio fosfato de sddio dibasico e
monobasico, tripsina, acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), dodecil sulfato de
sodio (SDS), cloroférmio, retinal, B-apo-8'-carotenal, B-caroteno, carbonato de
sodio, L-glutamina, Tween 80, nuclease P1, meio Eagle modificado por Dulbecco
(DME), corante (Lucifer Yellow CH).

Pharmacia Biotech: (Uppsala, Suécia). Fosfatase alcalina.

Mallinckrodt Chemical: (Paris, Franga): Carbonato de sédio anidro

Fluka Chemika: (Buchs, Suiga). Peroxido de Hidrogénio

Cultilab: (Campinas, Brasil): soro fetal bovino, penicilina

BASF: (Ludwigshafen, Alemanha) zeaxantina
3.2- Equipamentos

Espectrofotdometro Hitachi U300 (Tokyo, Japao).

Centrifuga refrigerada Hitachi, modelo SCR 20B (Tokyo, Japao).

Centrifuga refrigerada da Eppendorf modelo S402 e 5043 (Hamburgo, Alemanha).
Centrifuga nao refrigerada da Eppendorf, modelo 5415C (Hamburgo, Alemanha).
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Estufa de CO, Napco®, modelo 5100 Precision Scientific (Chicago, EUA).
Autoclave vertical modelo 415, FANEM (S&o Paulo, Brasil).

Liofilizador: Micromédulo E-C para secagem a baixas temperaturas acoplado a
bomba de vacuo Savant, modelo VLP200 (Hollbrook, EUA) e um concentrador
modelo 5301 da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha).

Bomba peristéltica: Pharmacia, modelo LKB - Pump P-1 (Uppsala, Suécia).
Microscépio invertido Diaphot 300, Nikkon (Tokyo, Jap&ao).

Agitadores: Orbital Incubator Shaker, Gyromax Tm 703, Amerex Instruments
(Lafayette, EUA), e Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburgo, Alemanha).
pH-metro Corning modelo 320 Sigma (St. Louis, EUA).

Balanga analitica A&D Company (Tokyo, Japéo).

Purificador de agua: Milli-Q.

3.2.1 - Espectrometro de massa (MS)

Espectrometro de Massa: Quattro Il Micromass, (Manchester, UK) fonte de
ionizacao por spray de elétrons (ESI) e software Masslynx.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa operando com
ionizacdo por spray de elétrons (electrospray) no modo positivo foi feita utilizando-
se um espectrometro de massa com triplo quadrupolo Quattro Il da Micromass e
um sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japéo) incluindo trés bombas LC-10
AD/P, um injetor Rheodyne (Cotati, EUA), um injetor automatico, modelo SIL-10
AD/VP e um detector de absorbancia, modelo SPD-10 AV/VP, controlados por um
médulo de comunicagdo SCL-10A/VP e os softwares Class-VP ou MassLynx, este

ultimo da Micromass.
3.2.2 — Cromatografo liquido de alta performance (HPLC)
Aparelhos de HPLC utilizados:
(1) Aparelho composto de 2 bombas Shimadzu, LC-6AD, um injetor Rheodyne,

detector de fotodiodos SPD-M10V/VP, um injetor automatico, modelo SIL
10AD/VP, todos estes componentes controlados por uma SCL-10A/VP e software
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CLASS-VP versdao 5.02 também da Shimadzu (Shimadzu, Kyoto-Japan),
interfaciados a um computador.
(2) Aparelho composto por bombas Shimadzu LC-10AD, um injetor Rheodyne,
detector de absorbancia UV, SPD-10A e um detector coulométrico Coulochem |l
ESA cela andlitica modelo 5010. O controlador utilizado foi um “Communication
Bus Module CBM-10A e software CLASS LC-10AD da Shimadzu (Kyoto, Japan)
interfaciado a um computador,
(3) Aparelho composto por 2 bombas Merck — Hitachi L-7100 (Darmstadt,
Alemanha), um injetor Rheodyne, detector de fotodiodos em série HP-Series 1100
acoplados a um computador. Os cromatogramas foram adquiridos utilizando-se o
Software HP-chem .

Foram utilizadas as seguintes colunas cromatograficas de fase reversa:
1- C18 (250 x 4,6 mm i.d., tamanho da particula 5um), Phenomenex (Torrance,
EUA).
2- C18 (250 x 10 mm i.d., 10 um), Phenomenex (Torrance, EUA).
3- Luna C18 (150 mm x 2,0 mm i.d., 3 um), Phenomenex, (Torrance, EUA).
4- Phenosphere-next (150 x 2 mm x 3 um), Phenomenex, (Torrance, EUA).
5- Lichrosphere RP-18 (250 x 4,6 mm i.d., 15 um), Merck (Darmstadt, Alemanha).
Pré-colunas: Phenomenex C18 (ODS, Octadecil) (4mm x 3.0mm ID) (Torrance,
EUA).

As colunas e os métodos utilizados foram padronizados, para cada situagao
analitica.

As seringas utilizadas sdo da marca Hamilton (Nevada, EUA) e de volumes:
50 pl, 100 ul, 250 pl e 500 pl.

Os sistemas desenvolvidos nas analises por cromatografia em fase reversa
para a verificagio da formacéo de adutos de DNA, quantificagdo de dGuo e de 8-
oxodGuo nas amostras biolégicas, oxidagdo de carotenodides, entre outros, estdo

descritos a seguir:
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Sistema 1: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e Coluna C-18 (250 x 10 mm, 10

um, semi preparativa)
Fluxo: 1mL/min e 4,6 ml/min para a outra coluna
Solventes: gradiente agua/metanol
0-5 min: 2% MeOH ---- 5% MeOH
5-20: 5% MeOH -~--- 30% MeOH
20-25 min: 30% MeOH ---- 100% MeOH
25-40 min: 100% MeOH
40-45 min: 100% MeOH ---- 2% MeOH

Sistema 2: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)
Fluxo: 1mL/min Método isocratico
Solvente: agua/metanol 20% durante 30 min.

Sistema 3: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)
Fluxo: 1mL/min Método: gradiente
Solvente: agua/acetonitrila (ACN)
0 — 30 min: agua/ 8 % ACN -------- agua /16 % ACN

Sistema 4: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

Fluxo: 1mL/min Método isocratico

Solvente:Tampao KH,PO4 50 mM pH 5.5 / 6% Metanol durante 45 min.

Sistema 5: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

Fluxo: 1mL/min Método isocratico

Solvente:Tampao KH,PO4 50 mM pH 5.5 / 8% Metanol durante 45 min.

Sistema 6: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

Fluxo: 1 mL/min

Solvente: 68% ACN /22% THF / 10% MeOH / 0,025% NH4Ac

Modo isocratico; tempo da corrida: 20 minutos
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Sistema 7: Coluna: Lichrosphere RP-18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Fluxo: 0,8 ml/min

Gradiente de Solventes

Solvente A (75% ACN / 15% MeOH / 10% H;0)

Solvente B: (70% MeOH / 30% Acetato de etila)

0 — 10 min: 100 % solvente A ---- 100 % solvente B

10-20 min: 100 % solvente B

20 — 25 min; 100% solvente B ----- 100% solvente A

25 — 30 min 100% solvente A

3.2.3- Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os produtos coletados foram liofilizados e entao, ressuspensos em DMSO.
O espectro de RMN'H, foi obtido em um espectrémetro DRX-500 MHz (Bruker,

EUA) a 27°C. Os espectros foram registrados sem ou com supressdo do pico da

agua.

3.2.4- Equipamento utilizado na analise da comunicagdo celular apés o

tratamento com (3-caroteno e zeaxantina oxidados

Para o ensaio de comunicagao intercelular via jungées comunicantes foi
utilizado um sistema contendo um micromanipulador e um microinjector Eppendorf
(Hamburgo, Alemanha). As imagens foram verificadas utilizando-se um
microscépio fluorescente Zeiss Axiovert 100 TV acoplado a uma camera CCD

(ORCA Il, Hamamatsu).

3.3 - Verificagdo da formagdao de produtos da reacdo entre 2'-

desoxiguanosina (dGuo) e retinal
3.3.1- Reagdo entre dGuo e retinal na presenca de peréxido de hidrogénio

Dissolveu-se 100 mg (0,35 mmol) de retinal em 25 ml de acetonitrila e 50

mg (0,185 mmol) de dGuo em 25 ml de tampao carbonato 200 mM pH 9,4.
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Adicionou-se a este sistema de perdxido de hidrogénio (50 mM). Esta reacéo &
feita no escuro desde a pesagem do retinal até a adicdo dos reagentes pois o
retinal se oxida sob a luz e o peroxido também pode se decompor. A incubagéo foi
deixada por 7 dias a temperatura de 50 °C sob agita¢édo. O aldeido foi removido
extraindo-se a fase aquosa com acetato de etila (AcOEt). Aliquotas da fase
aquosa foram injetadas no HPLC utilizando-se o Sistema 1. Os controles contendo
também foram incubados nas mesmas condigdes. Os produtos formados foram

coletados, liofilizados e depois levados ao espectrémetro de massa para analise.

3.3.2- Obtencdo dos espectros de massa (LC/ESI/MS) dos produtos da

reagao entre retinal e dGuo

Os espectros de massa foram obtidos com ionizagao por spray de elétrons
no modo positivo em um espectrdmetro com triplo quadrupolo Quattro Il da
Micromass acoplado a um sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japao) (vide
item 3.2.1) controlados por um médulo de comunicagdo SCL-10A/VP. O eluente
utilizado foi uma mistura de agua e acetonitrila (30%) bombeado através de uma
coluna analitica C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um). Apés o detector de absorbancia (A
= 254 nm) foi conectado um divisor de fluxo (splitter) de modo a permitir que 250
ulL da fase movel entrasse no espectrometro de massa e 750 pl passasse fosse
descartado. Foi utilizado o intervalo de relagdo massa/carga (m/z) de 100 a 600
Da para obtengéo dos espectros em MS; com diferentes voltagens de cone (10V,
20V, 35V e 50V). A pressao do gas de colisdo (argdnio) utilizada foi de 6,7 x 107
mbar e a energia de colisdo de 10 eV, a temperatura da fonte foi mantida em 100

°C. Nas amostras adicionou-se 0,2% de acido férmico para facilitar a ionizagéo.
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2.4- Desenvolvimento, padronizagdo e validagdo de metodologia para a
deteccio sensivel do 1, N>-edGuo LC/ESI/MS-MS em sistemas biolégicos

3.4.1- Organizac¢éao do sistema

Foi utilizado o equipamento descrito no item 3.2.1. O sistema era composto
também por uma valvula direcionadora de fluxo, modelo FCV-12AH (Kyoto,
Japao).

Para evitarmos a pré-purificacdo por HPLC que acarretava possibilidade de
contaminacio, foi desenvolvido um sistema em que as amostras poderiam ser
injetadas diretamente no espectrometro de massa. Para isto, foi utilizada uma
valvula direcionadora de fase movel proveniente das diferentes bombas do
sistema.

No inicio da analise, a valvula controlada pelo HPLC, é mantida em sua
posicao 1; esta permite que a amostra seja eluida pela coluna, com o solvente
proveniente das duas bombas do HPLC (bombas A e B), a amostra eluida
contendo constituintes que ndo deveriam ir para o espectrémetro de massa,
nucleosideos provenientes da hidrélise do DNA e detectados no UV, € enviada ao
descarte. Ao mesmo tempo, a bomba C bombeia fluxo de solvente para o
espectrometro de massa passando por uma outra coluna (capilar). Apés o ultimo
nucleosideo, quando o aduto de nosso interesse é eluido pelo sistema de HPLC, a
vélvula é trocada de posi¢ao, agora para a posi¢cao 0; fechando o sistema. Agora,
o0 composto de interesse € enviado para a outra coluna que esta conectada ao
espectrémetro de massa onde sera detectado. Quem comanda o fluxo de solvente
quando a valvula esta na posigdo 0 € o HPLC, e o fluxo bombeado pela bomba C
¢ descartado. Apds um tempo pré-determinado, a valvula retorna a posi¢dao 1. O

esquema 3.1 ilustra o sistema montado.
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Esquema. 3.1: Esguema da valvula direcionadora de fluxos em suas duas

poSsIcoes.

3.4.2- Condicdes cromatograficas (HPLC) e condigcbes de deteccdo no
espectréometro de massa do 1,M?-edGuo nos sistemas modelo e em amostras
bioldgicas

Coluna analitica C18 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um, Phenomenex) foi eluida
com uma fase movel constituida por 8 % de ACN em agua contendo 0,1 % de
acido férmico até 18 min. De 18 a 19 min, a concentracdo aumentou para 50 % de
ACN e permaneceu nesta condi¢ao até 38 min. De 38 a 39 min, voltou a sua
concentragao inicial de 8 % até 50 min. Foi feito também um gradiente de fluxo
mantido pelas bombas A e B. O fluxo inicial foi de 0,4 ml/min até 18 min. De 18 a
19 min o fluxo diminuiu para 0,2 ml/min € novamente de 19 a 19,5 mim para 0,1
ml/min. A partir de 32 até 32,5 minutos o fluxo caiu de 0,1 para 0,05 ml/min (50
ul/min). De 35 a 36 min o fluxo foi aumentado para 0,4 mi/min, e assim
permaneceu até o final da corrida. Uma segunda coluna Phenosphere-next (150 x
2 mm x 3 um), foi simultaneamente eluida com uma fase moével constituida por
50% agua contendo 0.1% de acido férmico / 50 % ACN a um fluxo de 50 ulL/min,
utilizando-se a bomba C. A valvula permaneceu na posigao zero no intervalo de
22 a 34 min para que pudesse ser detectado o 1,N°-edGuo em 45 min no

espectrémetro de massa.
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As amostras de DNA hidrolisadas contendo 1 pmol de [*°Ns]-1,N*-edGuo
como padrao interno foram injetadas neste sistema (LC/ESI/MS-MS) pelo modo
de monitoramento de reacdo multipla (MRM). As transi¢des de razdo m/z 292 —
176 (1,N°-edGuo) e m/z 297 — 181 (['°Ns]-1,N*-edGuo) foram monitoradas a cada
1 s. A voltagem do cone foi mantida em 15 V. A pressdo do gas de colisdo
(argdnio) na célula de colisdo em 6,7 x 10" mbar e a energia de colisdo em 10 eV.
Em ambos os casos, a temperatura da fonte foi mantida em 100 °C e os fluxos
dos gases de secagem e nebulizagdo (nitrogénio) foram ajustados para 350 e 10
L/h, respectivamente. O potencial do capilar foi ajustado para 3,10 kV e do
eletrodo HV para 0,3 kV. Os dados foram processados com o software MassLynx

da Micromass.

3.4.3- Aquisicio dos espectros de massa do 1, N>edGuo e ["*Ns]-1,N*-
edGuo por LC/ESI/MS-MS

Aliquotas de 200 fmol dos padrées 1, N-edGuo e ["°Ns] — 1,N°- edGuo
foram analisadas segundo o sistema mencionado (itens 3.4.1 e 3.4.2). As
varreduras em MS; e o espectro de massa do ion produzido em MS; foram

coletados utilizando a variagéo de 100-400 Da.

3.44 - Validagdo da metodologia da detec¢cdo do 1,N*-eteno-2’-

desoxiguanosina (1,N*-edGuo) por LC/ESI/MS-MS

3.4.41- Curva de calibracdo para a quantificacdo do 1,N’>-edGuo  por
LC/ESI/MS-MS

Foi realizada a curva de calibracdo adicionando-se, para cada ponto,
quantidades variaveis do padrao o 1,N?-edGuo (5, 20, 50, 100, 300, 700, 1000,
1500, 2500, 5000 fmol) e 1 pmol de padrdo de 1,N°-edGuo isotopicamente
marcado com nitrogénio 15 para cada ponto. A curva foi realizada plotando-se a

razao entre a area do padréo do eteno e a do padrdo isotopicamente marcado

versus a concentracao do aduto (1,N°-edGuo) adicionado.
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2.4.4.2- Quantificacio do 1,N*-dGuo por LC/ESI/MS-MS em DNA de timo de

bezerro comercial sem incubacgao

Diferentes quantidades de DNA (20, 50, 75 e 100 pg) foram “contaminadas’
com 100, 300, 500 e 1000 fmol de 1,N°-edGuo. A estas amostras foi adicionado o
padrao do eteno aduto isotopicamente marcado, seguindo-se a hidrolise e

quantificacdo do 1,N*-edGuo por LC/ESI/MS-MS,

3.4.4.3- Quantificagdo do 1,N’>-edGuo por LC/ESI/MS-MS em DNA de figado

de ratas nao tratadas

Amostras de DNA de figado de ratas Wistar ndo tratadas (11 semanas)
(200 ug) foram “contaminadas” com 10, 50, 100 e 500 fmol de 1,N?-edGuo. Apods
adicdo de padrdo isotopicamente marcado e sua hidrélise (vide item 3.8), estas
foram analisadas por LC/ESI/MS-MS para quantificagao do aduto.

3.4.4.4- Quantificagdo do 1, N>-edGuo por LC/ESI/MS-MS em DNA de cultura

celular sem tratamento

Amostras de DNA de fibroblastos renais de macaco verde africano,
linhagem CV1-P (124 pg) foram analisadas por LC/ESI/MS-MS ap6s hidrélise e

adicdo de padrao isotopicamente marcado.
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3.5 — Analise da lesdo 8-oxo0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8—oxodGuo)

nos sistemas modelos e nas amostras bioldgicas

Apos a hidrélise das amostras (Fiala e col., 1989) de DNA (DNA de timo de
bezerro - 50 ug; amostras biologicas - 100 pug ), as amostras foram submetidas as
analises para quantificagéo de 8-oxodGuo. A hidrélise foi realizada como descrito
no item 3,8. Esta analise foi feita por detecgdo eletroquimica num sistema de
HPLC acoplado a um detector coulomeétrico Coulochem Il ESA. O potencial usado
na “guard — cell” foi de 800 mV e na cela analitica foram selecionados os
potenciais 130 mV e 280 mV, potencial de oxidagdo da 8-oxodGuo. A separagao
foi obtida segundo o Sistema 5 (vide item 3.2.2). Para a obtengéo dos resultados

foi feita uma curva de calibracao de 8-oxodGuo e dGuo.
3.6 — Extragdo de DNA de amostras biolégicas

O DNA foi extraido utilizando-se 0 mesmo método de Wang e col. (1994).
Cada 500 mg de tecido ou 10 x 10’ de células foi homogeneizado em 5 mL de
tampao A (Sacarose 320 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM, desferroxamina 0,1
mM, 1 % de Triton X-100 pH 7,5). Apds centrifugagao a 1500 g por 10 minutos, o
precipitado foi coletado e ressuspenso em 5 mL de tampédo A. Apds nova
centrifugacdo a 1500 g por 10 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 3 mL de
tampéao B (Tris-HCI 10 mM, EDTA-Na; 5 mM, desferroxamina 0,15 mM pH 8,0) e
200 pL de uma solugéo de SDS 10 %. A esta solugdo foram adicionados 20 ulL de
uma solucdo 10 mg/mL de RNAse A (preparada em tampao C, Tris-HCI 10 mM,
EDTA-Na,; 1 mM, desferroxamina 2,5 mM, pH 7,4) e 2,5 uL de uma solugéo 20
U/uL de RNAse T1 (preparada em tampao C). A amostra foi incubada a 37 °C por
1 h e, em seguida, foram adicionados 180 ulL de uma solugdo 20 mg/mL de
proteinase K. Apés incubacdo a 37 °C por 1 h e centrifugagdo a 5000 g por 15
minutos, o sobrenadante foi coletado, ao qual foram adicionados 2 mL de solugao
de Nal e 3 mL de isopropanol. O tubo foi mantido no freezer (-20°C) por uma
noite para precipitacdo do DNA. Em seguida foi feita uma centrifugag¢éo a 5000 g
por 15 minutos. o precipitado foi coletado e lavado com 3 mL de isopropanol 60 %
(5000 g, 15 minutos) e 2 mL de etanol 70 % (5000 g, 15 minutos). O DNA foi entéo
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ressuspenso em 500 pL de solucdo de desferroxamina (0,1 mM) suficiente para
dissolvé-lo e sua concentragdo e pureza foram determinadas, respectivamente,

pela leitura da absorbancia a 260 nm e pela relagéo Azse/Azgo NM.
3.7- Precipitacao de DNA de timo de bezerro

Para a precipitagdo do DNA adicionou-se 100 pL de acetato de sodio 3 M e
1 mL de etanol 100 % gelado. As solugbes foram deixadas para precipitagdo
durante a noite. No dia seguinte, a solugao foi agitada e centrifugada por 5 min a
10.000 rpm. Por duas vezes, descartou-se o sobrenadante, a solugéo foi lavada
duas vezes com etanol 70 %. Novamente, descartou-se o sobrenadante, e
adicionou-se 500 uL de solugdo 0,1 mM de mesilato de desferroxamina. A

concentracao foi determinada pela leitura da absorbancia a 260 nm.
3.8- Hidrélise do DNA de timo de bezerro e de amostras biologicas

Procedeu-se como descrito por Fiala e col. (1989). A 300 ug de DNA de
amostras biolégicas (para amostras de DNA de timo de bezerro, foi hidrolisada
apenas 200 ug de DNA, e os demais reagentes adicionados de maneira
proporcional) foram adicionados 6 pL de uma solugdo 1,0 M de tampéo acetato
de sédio (pH 5), 4 unidades de nuclease P1 e 15 ulL de padrao interno (1 pmol /
10uL) do aduto 1,N“-edGuo marcado isotopicamente com 'N. A mistura foi
incubada por 30 minutos a 37 °C no escuro, € em seguida, adicionou-se 18 pulL de
tampéao Tris -HCI 1 M, pH 7,4, 18 uL de tampéao para fosfatase alcalina e 24 U de
fosfatase alcalina. Seguiu-se a incubagéo a 37 °C por 1 h. A amostra, adicionou-
se cloroférmio para eliminar as proteinas e em seguida esta foi centrifugada. A

fase aquosa foi coletada para analise via LC/ESI/MS-MS.
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3.9 — Lesdes em 2'-desoxiguanosina (dGuo) e DNA de timo de bezerro

induzidas por p-caroteno e seus produtos de oxidagdo, retinal e p-apo-8°-

carotenal

3.9.1 - Incubagdes de dGuo com carotendides

Uma solugéo de dGuo (5 mg, 18 umol) dissolvidos em 1000 ul de tampao
fosfato (50mM, pH 7,4), ou tamp&o carbonato (200 mM, pH 9,4) foram incubadas
com retinal (5 mg, 17,5 umol), 3-apo-8°- carotenal (5 mg, 12 umol) ou B- caroteno
(5 mg, 9,3 umol) em 500 pl de acetonitrila, na presenga ou auséncia de peroxido
de hidrogénio (50 mM). As amostras foram incubadas durante 72 horas a 37 °C a
1000 rpm. Os carotendides que nao reagiram foram removidos com extracdes

com acetato de etila ou cloroférmio.
3.9.2- Incubagdes de DNA de timo de bezerro com carotendides

A 1,0 mL de uma solugdo de DNA de timo de bezerro (5 mg/ml), dissolvido
em tampao fosfato (60 mM, pH 7,4), foi adicionada solu¢do de 5 mg de (-
caroteno, retinal ou [-apo-8'-carotenal dissolvidos em 0,5 ml de acetonitrila. O
efeito do H,O, (60 mM) também foi estudado. As amostras foram incubadas a 37
°C, por 72 horas a 1000 rpm. A mesma incubacdo foi realizada em tampéao
carbonato (200 mM, pH 9,4) e novamente em pH 7,4 na presenga de mesilato de
desferroxamina 0,1 mM. Os carotendides que nao reagiram foram removidos com
extracoes com acetato de etila ou cloroférmio. Em seguida procedeu-se a

precipitagao do DNA (vide item 3.7).

3.10 - Les6es em DNA de cultura celular tratada com B-caroteno e seus

produtos de oxidagao

3.10.1- Cultivo das células

Fibroblastos normais de pulm&o humano, linhagem IMR-90 foram
cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco (DME) e também
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suplementado com NaHCO; (1,2 g/L) e 10% de soro fetal bovino (SFB). O meio
contém ainda 100 ug/mL de penicilina e 94 pg/mL de sulfato de estreptomicina.
As culturas de células foram incubadas em estufa com atmosfera umida contendo
5% de CO; a 37°C, no escuro. As células foram repicadas a cada 4 dias e
cresceram aderidas a superficie da garrafa plastica utilizada para cultura. Vale
ressaltar, que as células da linhagem CV1-P, fibroblastos renais de macaco verde
africano, utilizadas na validacdo do método por LC/ESI/MS-MS (vide item 3.4.4.4)

apresentam cultivo semelhante.
3.10.2- Repique das células

Retirou-se 0 meio com uma bomba de sucgao, as celulas foram lavadas 2
vezes com PBS (tampao fosfato salina - NaCl 137 mM, KCI 1,68 mM, Na,HPO,
1,47 mM, pH 7,0). Em seguida adicionou-se 5 mL de solug¢éo de tripsina (0,05 %
em PBS e 1 mM de EDTA). Retirou-se a tripsina e apés desprenderem as células,
adicionou-se 10 mL de meio contendo SFB e esta suspensdo foi distribuida para

novas garrafas onde se fez a diluicao desejada.

3.10.3- Viabilidade celular da linhagem IMR 90 frente ao [3-caroteno e seus

produtos de oxidacgao

Inicialmente as ceélulas da linhagem IMR-30 foram desprendidas das
garrafas em que estavam e foram ressuspensas em 20 mL de meio de cultura.
Dessa solucao, retirou-se 100 ul e adicionou-se mais 400 ul de azul de tripan, que
colore apenas as celulas mortas. Em seguida, uma parte desta solu¢do foi
transferida para uma placa de Neubauer (0,0025 mm?), as células foram contadas,
e diluidas até a concentracao de 5,0 x 10° células por mL, com meio de cultura
contendo soro fetal bovino.

Foram adicionadas 5,0 x 10° células em cada pogo de uma placa para a
realizagao dos experimentos de viabilidade celular. As células ficaram durante 24
h nesta placa para que aderissem e entdo foram submetidas ao tratamento com
os carotendides, retinal, B-apo-8'-carotenal, B- caroteno, solubilizados em THF

bidestilado nas concentragdes: 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM. As células foram

68




Materiais e Metoaos

tratadas por 17 h. Apds o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com
solugédo de PBS, e foi adicionado 700 ul de meio de cultura e 300 pl de solugdo de
MTT (5 mg/ml em PBS) Apds 2 h, o meio foi retirado com cuidado para néao
perder o precipitado formado e adicionou-se 1,0 ml de solu¢do 50 % SDS (10 %) e
50 % dimetilformamida (pH 4,8) a fim de se solubilizar o precipitado. Mediu-se a

concentracac a 595 nm (Hansen e col., 1989).

3.10.4- Tratamento das células IMR 90 com p-caroteno e seus produtos de

oxidagéao

Células da linhagem IMR 90 foram transferidas para placas com 20 mL de
meio contendo soro fetal bovino. Apds atingirem aproximadamente 75 % de
confluéncia, estas foram tratadas separadamente com 20 uM de retinal, B-apo-8'-
carotenal e B- caroteno em THF, por 17 horas. A concentragéo de THF no meio foi
de 0,25 %. Os controles com THF e branco também foram realizados. Apés este
periodo as celulas foram lavadas com PBS, tripsinizadas e retiradas das placas
adicionando-se 10 mL de meio. Posteriormente, foram centrifugadas a 1500 g por
10 min. O pellet foi recolhido e procedeu-se a extracdo e hidrélise do DNA (vide

itens 3.6 € 3.8).
3.11- Biodisponibilidade do licopeno e do B-caroteno
3.11.1- Administracdao dos carotendides

Tanto o licopeno quanto o B-caroteno sdo substancias fotossensiveis e
portanto foram manipuladas no escuro para minimizar sua oxidag&o. Foi
preparada uma solugéo estoque tanto de licopeno quando de [(-caroteno. Os
carotendides foram entdo triturados em Tween 80, a temperatura ambiente,
obtendo-se assim uma pasta. Adicionou-se solucdo salina e a mistura foi
homogeneizada em vortex até se obter uma concentracao final de 10 mg/mL de
cada carotendide. Inoculou-se 1,0 mL desta solugdo nos ratos Wistar machos (12

semanas) intraperitonialmente (Forssberg e col., 1958; Matos e col., 2001)
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3.11.2- Coleta de sangue dos animais
3.11.2.1 — Método 1 (Canulagao dos animais)

Um catéter de polietileno foi introduzido na artéria carétida esquerda dos
ratos, previamente anestesiados com éter. O catéter foi exteriorizado entre as
escapulas e preenchido com uma solugado salina e heparina 500 U/mL. Apds um
periodo de recuperacédo de 4 a 6 dias, os ratos foram colocados em gaiolas
individuais. havendo assim total liberdade de movimentacdo, para que pudessem
ser efetuadas as coletas de sangue pela canula. Retirou-se 1 mL de sangue dos
ratos apos 3, 6, 9 e 24 h da aplicagdo dos carotendides. Amostras de sangue de
animais que nao receberam carotendides também foram analisadas. Os grupos

eram compostos por 6 animais.
3.11.2.2 — Método 2

Os ratos, exceto grupos controle receberam licopeno e B-caroteno. Apés 3,
6, 9 e 24 h da inoculagdo dos carotendides nos animais, amostras de 1 mL de
sangue foram coletadas.

Os animais foram colocados em uma estufa, com a porta aberta, a uma
temperatura variavel de 36 a 42°C durante 15 minutos sob observagdo; este
procedimento € realizado para estimular a circulagdo sanguinea dos ratos,
facilitando assim a coleta do sangue. Um a um, os ratos foram sendo colocados
dentro de um tubo feito de PVC, contendo furos para sua respiragao e um orificio
para a cauda, ficando assim impossibilitados de se movimentarem. Os animais
foram sangrados pela cauda. O tubo de coleta também continha solugdo salina e

heparina 500 U/ml.
3.11.3- Preparo e analise das amostras de sangue

O sangue recolhido foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O plasma

sanguineo foi coletado. A 250 L de plasma foram adicionados 250 pL de etanol e
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500 ul de hexano. As amostras foram agitadas por 1 minuto no vortex e entao
levadas a centrifuga por 5 minutos a 2500 rpm. Além das proteinas do plasma,
foram observadas 2 fases, uma delas bem limpida que foi entdo removida. Esta
fase foi seca sob nitrogénio e em seguida adicionou-se 10 uL de uma solugéao 5
mM de B-ionona utilizada como padréo interno e ainda 40 pulL da fase utilizada
para injegao no HPLC (68% ACN, 22% THF, 10% MeOH e 0,025% NH4Ac).
Destas aliquotas, 20 pL foram injetadas no HPLC segundo o item 3.2.2 - sistema

6 (Lowe e col., 1999; Riso e col., 1999).

3.12- Lesbes em DNA de animais tratados com fumaca de cigarro e

suplementados com (-caroteno
3.12.1- Tratamento por 7 e 30 dias

Ratos Wistar (machos) foram suplementados com doses diarias (10 mg/ kg)
(Glise e col., 1999; Matos e col., 2001) de solugdo de p-caroteno intra-
peritonialmente /.p. durante 7 e 30 dias; o peso dos ratos inicialmente era em torno
de 300 g. A solugao foi preparada macerando o B-caroteno com 1 mL de Tween
80 com a adigdo de solugdo salina 0,9% para o término da homogeneizagao
(Matos e col, 2001). Os ratos foram divididos em 5 grupos de 6 animais cada:
grupo controle que nao recebeu nada; grupo denominado veiculo, que recebeu
solugdo salina e tween; grupo que recebeu B-caroteno; grupo que foi exposto a
fumaca de cigarro (marca comercial); e grupo que recebeu B-caroteno e foi
exposto a fumaga de cigarro. A exposicao dos ratos foi feita dentro de uma caixa
(50 cm x 30 cm x 16 cm) com tampa de acrilico e furos, estes cobertos com
papel de filtro para facilitar a respiragdo dos animais. A caixa continha ainda mais
dois furos, um onde o cano da bomba de vacuo foi conectado e outro onde foi
conectada uma pequena mangueira, na qual colocou-se o cigarro (Adaptado de
Park e col., 1998). A caixa foi vedada com fita adesiva para evitar perda da
fumacga dos cigarros. Os ratos foram expostos a fumaga, duas vezes ao dia, as 9 h
e as 15 h. Aproximadamente 5,5 cm de cada cigarro foi queimado num total de 6

cigarros por grupo de 6 animais. Cada cigarro demorava em torno de 7-10 min
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para ser queimado. Os ratos permaneciam na caixa por um periodo adicional de
30 minutos. Ap6s o periodo total do tratamento, os animais foram sacrificados por
concussédo cerebral, e seus pulmdes foram retirados. A extracdo e hidrdlise do
DNA foram realizadas segundo os itens 3.6 e 3.8. O esquema 3.2 ilustra a

exposig¢do dos animais a fumaga de cigarro.

Orificios cobertos com papel de filtro S Cigarro
Ei:/

Bomba de - ——
Vacuo

2 g

Esquema 3.2: llustragdo da exposigdo dos animais a fumaga de cigarro.

3.12.2- Tratamento por 180 dias

O tratamento dos animais, ratos Wistar (machos) por um periodo de 6
meses foi semelhante ao descrito no item 3.12.1. Estes também foram
suplementados com doses diarias de B-caroteno (10 mg/kg) i.p. Entretanto como o
periodo de tratamento foi mais longo, os ratos foram expostos a fumaga de cigarro
apenas uma vez ao dia e durante 5 dias por semana. Os animais quando,
comecgaram a ser tratados, pesavam em torno de 100 g e tinham um més de
idade. Ao término do tratamento, os ratos ja superavam o peso de 500 g.
Novamente, dividiu-se os animais em 5 grupos: controle, veiculo, B-caroteno,
fumaga e fumaga com suplementacdo de B-caroteno. A extragdo e hidrolise do

DNA foram realizadas segundo os itens 3.6 e 3.8.
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3.13- Ensaio de comunicagdo intercelular via jungdes comunicantes em

células tratadas com B-caroteno e zeaxantina oxidados

3.13.1- Oxidagao do B-caroteno e da zeaxantina

Os carotenoides foram dissolvidos em cloroférmio e oxidados utilizando-se
concentracdo catalitica de um iniciador radicalar AMVN (2,2-azo-bis-2,4-
dimetilvaleronitrila). A mistura foi agitada a 40 - 60 °C. A oxidagao foi monitorada
por HPLC (Sistema 7) até que todo o carotendide fosse oxidado (Handelman e

col., 1991, Kim e col., 2001).
3.13.2- Cultivo da células WB-F344

Foram utilizadas, células epiteliais de figado de ratos linhagem (WB-F344).
As células foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DME)
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutamina, 0,02 g/L
de penicilina/estreptomicina em placas de plastico. As células foram incubadas a
37 °C em uma estufa umidificada com atmosfera contendo 5 % CO,. Células WB-
344 confluentes foram incubadas com DME sem SFB por 24 h para diminuir o

nivel basal de comunicagéao intercelular (Ale-Agha, e col., 2002).

3.13.3- Tratamento das células WB-344 com produtos de oxidagdo do f-

caroteno e da zeaxantina e medida do nimero de células comunicantes

O numero de células comunicantes foi medido apés o tratamento das
células WB-F344 com produtos de oxidagdo do B-caroteno e da zeaxantina. O
ensaio foi realizado utilizando-se o corante fluorescente “dye lucifer’ (Ale-Agha
col., 2002). O efeito do B-Apo-8°-carotenal, um produto de oxidagao do 3-caroteno,
também foi investigado. Acido retinoico foi usado como controle positivo (Teicher e

col., 1999).
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As células foram expostas a 1,8 uM dos carotendides oxidados (vide item
3.13.1) e 2,4 uM de B-apo-8-carotenal por 24 e 72 horas. Apos o tratamento, a
comunicagao intercelular por jungdes comunicantes (GJC) foi determinada. Etanol
(0,2 %) foi usado como controle. GJC foi medido pela microinjecdo do corante
fluorescente (Lucifer Yellow CH - 10% em 0,33M LiCl) em células escolhidas
usando um sistema contendo um micromanipulador e um microinjetor
(Eppendorf). Apds um minuto da inje¢do, o nimero de células fluorescentes ao
lado de uma unica céivia yoppeyada xop o yopavte, foi contado. A cada placa,
dez diferentes células foram injetadas com o corante e a media do numero de
células vizinhas foi calculada (Ale-Agha e col., 2002). Posteriormente, estes
experimentos foram novamente realizados, utilizando-se também os carotendides
ndo oxidados, B-caroteno e zeaxantina, nas mesmas concentragdes de seus
produtos de oxidac&o. Para isto, todos os carotendides foram solubilizados em

THF e depois diluidos em solugéo de etanol.
3.14- Analise estatistica dos dados

As comparagbes estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste

independente de duas popula¢des, Student’s t-test , considerando p < 0,05.
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4- RESULTADOS

4.1 - Detecgdo e analise dos produtos formados na reacdo entre 2'-

desoxiguanosina (dGuo) e retinal

Diversos trabalhos na literatura, inclusive os realizados pelo nosso
laboratério. mostram que aldeidos «,B3-insaturados, quando expostos a peroxidos,
podem sofrer epoxidacdo e reagirem com as bases de nucleotideos ou
nucleosideos de DNA levando a formacédo de adutos (Nair e Offerman, 1985;
Sodum & Chung, 1988; Sodum & Chung, 1989; Chung e col., 1996; Carvalho e
col., 1998; Carvalho e col.,, 2000; Loureiro e col., 2000). Considerando a
importancia bioldgica de aldeidos formados como produtos da oxidagdo do -
caroteno. decidimos investigar os produtos de reacdo entre a 2’-desoxiguanosina
(dGuo) e o retinal.

Apds extensivos estudos, verificamos que com a adigao de peroxido de
hidrogénio, foi possivel verificar a formacdo de novos produtos com o
nucleosideo. O aumento da concentragdo de peréxido e do pH foi importante para
o rendimento da reagao, uma vez que o H,;0, se decompde extremamente rapido,
nas primeiras horas de reagdo, principalmente em pH basico. A reagdo entre
retinal e dGuo na presen¢a de perodxido resulta na formacao de varios produtos
(vide Materiais e Métodos item 3.2.2, sistema 1). Dos produtos estaveis, isolamos

os produtos A e os produtos B1 e B2 que estdo mostrados na figura 4.1
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Figura 4..1: Cromatograma obtido por HPLC da incubacgéo entre retinal, dGuo e

H,O, (50 mM). Detecgéo por UV a 254 nm.

Apds o isolamento, os produtos foram liofilizados para a remog¢do do
solvente e em seguida repurificados por HPLC (vide Materiais e Métodos item
3.2.2 sistema 2). O cromatograma obtido apés a separagéo dos produtos B1 e B2,
assim como seus espectros de ultravioleta estdo mostrados nas figuras 4.2. e 4.3.
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Figura 4.2: Cromatograma obtido por HPLC da purificagdo dos produtos B1 e B2.

Detecc¢do por UV a 254 nm.
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Figura 4.3: Espectros de ultravioleta dos produtos B1 e B2.

Apds o isolamento por HPLC, esses produtos foram analisados por
espectrometria de massa (vide Materiais e Métodos item 3.3.2). Analisando-se os
espectros obtidos por sua relagdo massal/carga em diferentes voltagens do cone,
verificamos que o produto B1, (Figura 4.4) apresenta o ion molecular, [M + HJ*
m/z: 406. A perda da desoximibose (dR) pode ser também verificada peio
fragmento [M + HJ" - dR m/z: 290. Verifica-se também a presengca dos
fragmentos [M + Na]* m/z: 428 e [M + KJ" m/z: 444. As cationizag¢des verificadas
nos mostram que o ion molecular do composto é realmente o atribuido. A perda
do fragmento de massa 116 da desoxiribose mostra que o produto se trata de
uma modificagdo ocorrida no nucleosideo, sendo assim, um aduto de DNA.

J4, pela analise do espectro do produto B2 (Figura 4.5), nota-se que este
apresenta o mesmo valor para o ion molecular e para o fragmento de perda da dR
que o produto B1. Este dado, somado a similaridade de seus espectros de
ultravioleta (Figura 4.3) e a proximidade com que estes produtos sdo eluidos por
HPLC sé&o indicativos de que se tratam de diasterecisdmeros. Ressaltamos que a
cromatografia liquida pode separar diastereocisdmeros pois a inversdo na
configuragdo de apenas um carbono pode fazer com que seus substituintes
interajam diferentemente com a fase apolar da coluna, neste caso, uma coluna
C18. Esta diferenca na interagdo pode fazer com que um deles fique um pouco
mais retido, permitindo assim a separagdo do par. Iniciamos analises por

ressonancia magnética nuclear. Entretanto o rendimento da reacdo, por ser
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extremamente baixo impossibilitou a obtengdo de espectros de ressonancia bem

definidos e que nos fornecessem uma identificagdo precisa da estrutura quimica
dos produtos. Sendo assim, resolvemos nos concentrar no produto A, como
mostraremos a seguir. Vale ressaltar que a incubagao entre DNA de timo de
bezerro nas mesmas condicbes mostra a formag¢do de produtos com 0 mesmo
comportamento de fragmentacdo dos adutos B1 e B2, um indicativo de que estes
produtos ocorrem nao apenas em nucleosideos, mas também em DNA. Sendo
assim, a otimizagdo desta metodologia de reacdo a fim de se conseguir a
caracterizagao completa da estrutura quimica destes outros adutos pode ser um

objeto de estudo interessante a ser desenvolvido no futuro.
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Figura 4.4: Espectro de massa do produto B1 em diferentes voltagens do cone.
Sendo: [M + H]" m/z: 406; [M + H]" - dR m/z: 290; [M + Na]* m/z: 428 e [M +
K" m/z: 444,
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Figura 4. 5: Espectro de massa do produto B2 em diferentes voitagens do cone.
Sendo: [M + H]" m/z: 406; [M + H]"- dR m/z: 290; [M + Na]' m/z: 428 e [M + K]"
m/z. 444,

O produto A também foi isolado e repurificado por HPLC (vide
Materiais e Méetodos item 3.2.2 Sistema 3). A reinjecdo do pico correspondente
ao produto A, mostra a presenga de 4 produtos. Dentre estes, o produto 1
apresentava caracteristicas espectrais semelhantes ao eteno aduto ja descrito
na literatura (Sattsangi e col., 1977; Sodum & Chung, 1988; Loureiro e col.,
2000) (Figura 4.6). Sendo assim, os demais estudos concentraram-se na
formacao deste aduto de DNA em diferentes modelos de sistemas bioldgicos.
O produto 2 também apresenta caracteristicas de aduto de DNA e possui ion
molecular [M +H]" m/z: 366, [M + H]" — dR m/z: 250, como indica seu espectro

de massa (Figura 4. 7).
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Figura 4.6: Cromatograma obtido por HPLC na purificagcio do produto A

(Detecgdo por UV a 254 nm).
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4.1.2 — Caracterizagado quimica e espectroscoépica do produto 1

Apds o isolamento, o produto 1 foi analisado por espectrometria de
massa, obtendo-se para ele o ion molecular [M+H]" m/z: 292 e o fragmento
referente a perda da desoxirribose [M + HI'- dR m/z: 176 (Figura 4.8).
Relacionando-se o0 dado da espectrometria de massa com 0 espectro de
ultravioleta (Figura 4.9), verificamos que este produto se tratava do eteno aduto,
1,N?-edGuo (Sodum & Chung, 1988; Sattsangi e col., 1977). Este aduto, j& havia
sido previamente detectado em nosso laboratério e por isso tinhamos seu padréo
para demais compara¢oes (Loureiro e col., 2000). O espectro de ressonancia
magnética nuclear também nos forneceu os dados compativeis com nosso padréao
e com a literatura (Sodum & Chung; 1988; Loureiro e col.,, 2000). Os

deslocamentos quimicos do "H RMN estao mostrados na tabela 4.1.
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Figura 4.8: Espectro de massa do produto 1: 1,N>-edGuo.
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Figura 4.9: Espectro de ultravioleta do produto 1: 1, N°-edGuo.
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Tabela 4. 1: Deslocamentos quimicos no espectro de '"H RMN do aduto 1,N*-edGuo.

S (ppm) Tipo J (Hz)
Hy 6,23-6,26 N-CH-O 2,5 Hz
Ha 2,59-2,62 CH,-C
Hy- 2,23-2,27 CH,-C
Ha: 4,36 HO-CH
Hy 3,83-3,84 O-CH
Hs: 3,56-3,60 HO-CH,
Hs - 3,51-3,54 HO-CH,
OH -3’ 52.6-5,27 HO-CH
OH -5’ 4,92 HO-CH;
H-2 8,12 N=CH-N
H-6 7.60 C=CH-N
H-7 7,42 C=CH-N
H - Ns 6,47 NH

O esquema 4.1 mostra a estrutura do produto 1,N*dGuo e a existéncia

de um tautomerismo na molécuia.
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1,N2-edGuo

Esquema 4.1: Estrutura do 1,N*-edGuo e o tautomerismo presente na molécula.

O 1,N?-edGuo é um aduto que ja estava descrito como produto de reacao
da 2’-desoxiguanosina com aldeidos como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e frans,
trans-2,4-decadienal (DDE) (Goldschmidt, e col., 1968, Sattsangi, e col., 1977,
Sodum & Chung, 1988, Sodum & Chung, 1989, Sodum & Chung, 1991, Loureiro e
col., 2000). Este aduto & comprovadamente mutagénico e leva a transicdes G — A
e transversdes G —» T. A mutagenicidade deste aduto ja foi também verificada in

vivo (Langouét e col., 1997 e Langouét e col., 1998).
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4.2- Validagdo da metodologia da detecgdo do 1,N-edGuo por LC/ESI/MS-MS

4.2.1- Desenvolvimento, padronizacdo e validagdo de metodologia para a

detecgdo sensivel do 1,N*edGuo por LC/ESI/MS-MS em sistemas biolégicos

Apds a verificagdo de que o retinal levava a formagéo do 1,N-edGuo
quando reage com 2’-descxiguanosina in vitro e na presenca de H,O, era
necessario investir na padronizacdo de metodologias mais sensiveis e especificas
que a deteccado por ultravioleta, para que, assim, pudéssemos investigar a
formagé@o desse aduto em DNA tratado com B-caroteno e seus metabdlitos, e

também para estudos in vivo.

O maior desafio deste método foi isolar o analito (1,N*edGuo) em
concentragbes muito pequenas em comparagdo com as bases n&o modificadas,
permitindo uma analise direta das amostras para verificar a presenga do aduto de
interesse. Para isto foi utilizada a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa. Este metodo foi desenvolvido em colaboragédo com a Dra. Ana Paula

de Melo Loureiro, na época, pés-doutora do nosso laboratério.

O metodo de cromatografia liquida desenvolvido permitiu uma separagéo
adequada do aduto em relagdo ao ultimo nucleosideo eluido apés a hidrdlise do
DNA (vide materiais e métodos item 3.4), a (dThd). A ordem de eluicdo dos
nucleosideos é dCyd < dAdo < dGuo < dThd. A vélvula direcionadora de fluxo foi
fundamental para o desenvolvimento da metodologia pois permitiu programar o
intervalo entre a eluicdo da dThd e do aduto em questédo, garantindo que né&o
haveria supressdo do sinal do aduto devido a presenca de alta concentragdo do
nucleosideo. A eluigdo do aduto por uma segunda coluna, esta capilar, logo com
um fluxo bem pequeno, fomece uma purificagdo adicional do analito frente a
outras possiveis interferéncias, aumentando assim, a sensibilidade de sua
deteccao. A figura a seguir (4.10) ilustra o padrado de eluigdo dos nucleosideos e

do aduto em questéo.

85



Resuitados
—_——_—E

AN — i
2000

CEna T '
1Dt JdGuo dThd
) ]

i

| ‘ ..

1000 — ’]
- 1
- i

mAbs

1.V*£dGuo

300 7

|
!

S

C
C\\
-

i
o

20 25 30 35

A
—
<
—
"

Q

Tempo (min)

Figura 4.10: Padrao de eluicdo de uma mistura normal de nucleosideos através de uma

coluna analitica utilizando-se o sistema on /ine LC/ESI/MS-MS.

Em todas as analises e também no desenvolvimento da metodologia, foi
efetuada a adicdo do padrio de 1,N“-edGuo isotopicamente marcado com
nitrogénio 15 (['°Ns}-1,N*-edGuo), previamente sintetizado no nosso laboratério
(Loureiro e col., 2000). O uso deste isétopo garante uma maior especificidade e
maior exatidao na quantificagdo do 1,N“- edGuo. As figuras 4.11 e 4.12 ilustram a
varredura e os ions produzidos no espectro de massa do 1,N*-edGuo e do ["°Ns]-
1,N*-edGuo. Para o 1,N“-edGuo verificamos o fon molecular [M+H]" com m/z 292,
o fragmento predominante sob as condigdes experimentais possui m/z a 176,
[M+H]" - 2-D-erytro-pentose, ou seja, perda da desoxirribose. Como era esperado,
um padrao similar foi obtido para o [°Ns]-1,N*edGuo, sendo [M+H]" m/z a 297 e
[M+H]" - 2-D-erytro-pentose, m/z a 181. Este incremento de cinco unidades de

massa é devido a presenga dos cinco atomos de nitrogénio 15.
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Figura 4.11: Espectro de massa do 1, \? -edGuo.
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Figura 4.12: Espectro de massa do ['*Ns]-1,N? -edGuo.
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Nas analises das amostras, utilizamos o sistema de LC/ESI/MS-MS com
a funcdo Monitoramento de Reagao Muitipla (MRM). Com ela, selecionamos as
transicoes m/z 292 e 176 do 1,N° —edGuo e 297 e 181 do [°Ns] —1,N*-edGuo. A
figura 4.13 mostra o cromatograma obtido por MRM utilizando-se as transigoes
acima mencionadas. O pico do padrdo, 1,N? -edGuo, mostrado no cromatograma
corresponde a 20 fmol do aduto. Este foi o limite de detecgao obtido para a injecao

deste padrao. A relagao sinal / ruido (S/N) é de 3:1.
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Figura 4.13: Deteccdo de 20 fmol do padrdo, 1,A%*-edGuo por analise de LC/ESI/MS-MS
no modo MRM. 1,AW*-edGuo: m/z 292 — 176; ['°Ns]- 1,N*-edGuo: m/z 297 — 181.

A fim de se verificar a linearidade e a precisdao do método, e tambem para
conseguirmos quantificar a formagdo do aduto em questdo, foi necessario fazer
uma curva de calibragdo. Foram efetuadas analises para dez pontos com
diferentes concentragées do 1,N*-edGuo (5 - 5000 fmol/ para cada inje¢ao),
mantendo-se para cada ponto uma quantidade constante do padrédo
isotopicamente marcado (1000 fmol). A curva foi construida plotando a relagao
das areas do padrdo 1,N*-edGuo e ["°Ns] —1,N%dGuo versus a concentragao de
padrao 1,N?-edGuo adicionado. Entre os pontos foram realizadas injegbes do

padrao isotopicamente marcado. Este procedimento permitiu verificar que nao
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ocorre contaminacéo provocada pelas corridas anteriores e que o padrao isotopico
também nao estava contaminado com padrao 1,N?-edGuo. A figura 4.14 mostra a

curva de calibracdo realizada (r* = 0.999, desvio padrao = 6,7%).
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Figura 4.14: Curva de calibracdo do 1,N*-edGuo.

O limite de quantificacdo basal do método desenvolvido para a verificacéo
da formacao de 1,N°-edGuo presente em amostras de DNA de timo de bezerro
comercial, sem prévia incubacao, foi de 1,70 + 0,09 adutos / 107 dGuo, o que
equivale a 48,36 fmol de aduto. Este limite foi verificado apds a injecao de 354 nug
de DNA hidrolizados. Vale ressaltar que esta foi a primeira vez que este aduto
teve seu nivel basal detectado. Estas amostras foram realizadas em triplicatas. A
relacdo sinal-ruido da transicéo do 1,N?-edGuo, m/z 292 — 176, foi de 7:1. O limite
de deteccdo em amostras de DNA do método é de 7,4 adutos / 10% dGuo (20 fmol

de aduto).
Analisando-se diferentes concentragdes de DNA de timo de bezerro (20

ug, 50 ug, 75 ug, 100 pg) “contaminadas” com 100 a 1000 fmol de 1,N*-cdGuo
antes da hidrolise, verificamos que o0 aumento da quantidade de DNA nao leva a

supressao da resposta do aduto. O desvio padréo relativo para as amostras
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“‘contaminadas” com 100 fmol, 300 fmol, 500 fmol e 1000 fmol de 1,M?-edGuo
foram: 16,5%, 3,8%, 1,2% e 4,0% respectivamente.

Para a injegdo de 61 ug de DNA de figado de ratas nao tratadas, o valor
obtido foi de 9,43 + 0,87 adutos / 10’ dGuo, o que equivale a 43,68 + 4,03 fmol de
1,N*-edGuo / amostra de DNA. Para se verificar a exatiddo do método, foram
adicionados as seguintes concentragdes do aduto: 10 fmol, 50 fmol, 100 fmol e
500 fmol. Os valores de 1,N*-edGuo detectados nas amostras foram os seguintes:
52,37 = 6,60 fmol, 96,16 + 4,19 fmol, 147,72 + 6,93 fmol e 563,14 + 14,14 fmol.
Estes valores refletem com exatidao as quantidades adicionadas do padréo.

Com este novo metodo, foi possivel detectarmos pela primeira vez o nivel
basal de 1,N*-edGuo em DNA de timo de bezerro comercial, assim como em DNA
de figado de ratas Wistar sem tratamento algum. A analise de amostras de DNA
de figado de um grupo (n=3) de ratas Wistar ndo tratadas (130 ug) confirmou a
ocorréncia do aduto a um nivel basal de 5,22 + 1,37 1,N’-edGuo / 10’ dGuo. Esta
€ a primeira vez que se detecta a ocorréncia de niveis basais deste aduto in vivo.
A figura 4.15 mostra um exemplo dos cromatogramas obtidos para estas

analises.
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Figura 4.15: Exemplo de deteccdo de 1,N? -edGuo em amostra de DNA de figado
de rata ndo tratada pelo método de LC/ESI/MS-MS e fungdo MRM.

O método também foi utilizado para se detectar o nivel basal de 1,N°-
sdGuo em DNA de células CV1-P. Estas analises foram realizadas em duas
diferentes ocasibes, utilizando-se 124 ug de DNA. Os resultados obtidos foram
4,48 + 0,42 adutos / 107 dGuo, para cinco amostras e 4,55 + 0,37 adutos / 107
dGuo também para cinco amostras, confirmando a precisdo do método.

A tabela a seguir (Tabela 4.2) resume os niveis basais detectados na

validagao desta metodologia.
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Tabela. 4.2: Niveis basais de 1,N’-edGuo obtidas pela metodologia de

LC/ESI/MS-MS

Amostra 1,N*-edGuo / 10” dGuo
DNA de timo de bezerro (n=3) 1,70 £ 0,09
DNA de figado de rata (n=3) 522 +1,37
DNA de celulas CV1-P (n=10) 4,5+1,37

Os dados existentes até o momento indicam que os eteno adutos em
DNA sé&o lesGes geradas ndao apenas por compostos exégenos, mas também

podem ser formados por compostos gerados endogenamente.
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4.3- Quantificacdo das lesdes em DNA induzidas por carotendides

4.3.1- Lesbes em 2'-desoxiguanosina (dGuo) in vitro promovidas por
carotendides

No inicio de nossos estudos, verificamos a formagao de novos produtos,
incluindo o aduto 1,N*-edGuo quando reagimos retinal e o nucleosideo, dGuo.
Sendo assim, procedemos a quantificagdo por LC/ESI/MS-MS. Para fins
comparativos, também efetuamos a quantificagdo da 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina (8-oxodGuo), oxidacdo na 2’-desoxiguanosina, analisada por

HPLC acoplado a detecgéo eletroquimica.

4.3.1.1- Detecgéo e quantificagdo da lesdo 1,N? -edGuo em incubagdes entre

dGuo e carotendides

Como ja mencionado, haviamos verificado a formagédo do aduto, 1,N*-
edGuo com o nucleosideo, dGuo, incubado com o retinal na presenga de
perdxido. Entretanto, apenas pela analise por HPLC com detecgdo UV nao havia
sido possivel verificar a formagao desta lesdo em sistemas sem a adigdo de
peroxido de hidrogénio (H.O, - 50 mM). Com o desenvolvimento de nova
metodologia por espectrometria de massa, conseguimos detectar o aduto nas
reagcbes com o nucleosideo, incubado sem adigcdo de peroxido e também em
condi¢des de pH fisiolégico (pH 7,4). Com a outra metodologia (HPLC/ Detecgao
UV), s6 haviamos testado o pH 9,4 que facilita o mecanismo de reagdo. Os
resultados obtidos pela analise por LC/ESI/MS-MS nos tratamentos de dGuo tanto
em pH 9,4 quanto em pH 7,4 estao descritos nas tabelas 4.3 e 4.4 e figuras 4.16 e
4.17).
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Tabela 4.3: Niveis de 1,N*-edGuo em dGuo tratada com carotenéides em pH

9,4.

dGuo- pH 9,4 1,N%- edGuo/10’dGuo
Controle 7+2
Retinal 4733 + 390°
B- Apo-8’ carotenal 406 + 28°
B- Caroteno 1908 + 1702
Controle + HyCy 40+8
Retinal + H,0, 11628 + 932°
B- Apo-8’ carotenal + H,0, 3240 + 108°
B-Caroteno + H.O, 7261+ 373°

Reacao incubada a 37 °C por 72 h tanto na auséncia como na presenca de H,O, (50
mM). Sendo n = 3. ®-Diferenca significativa com o grupo controle. *-Diferenca significativa

com o grupo controle + H,O; teste t (p < 0,05).
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Figura 4.16: Niveis de 1,N*- ¢dGuo em dGuo tratada com carotenéides em pH 9.4.
A: incubacdes sem adicdo de H,0, B: incubacdes com adicdo de H,0O, (50 mM).
®-Diferenca significativa com o grupo controle. "-Diferenca significativa com o grupo

controle + H,O, testet (p < 0,05).
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Tabela 4.4: Niveis de 1,N°- edGuo em dGuo tratada com carotendides em pH7,4.

dGuo-pH 7.4 1,N%- £dGuo/10’dGuo
Controle 2,1+£0,6
Retinal 3390 + 185°
B- Apo-8’ carotenal 145+ 22°
B- Caroteno 1149 + 1242
Controle + H,0, 24+04
Retinal + H,0, 4402 + 1188°
B- Apo-8’ carotenal + H,0 308 +44°
B-Caroteno + H,0, 2397 + 119°

Reacdo incubada a 37 °C por 72 h tanto na auséncia como na presenga de H,O, (50
mM). Sendo n = 3. *-Diferenga significativa com o grupo controle. >-Diferenga significativa

com o grupo controle + H,0, teste t (p < 0,05).
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Figura 4.17: Niveis de 1,N*- edGuo em dGuo tratada com carotendides em pH 7,4.
A: incubacoes sem adicdo de H,0O;; B: incubacbes com adicdo de H,O, (50 mM).
®-Diferenca significativa com o grupo controle. °-Diferenga significativa com o grupo

controle + H,O, testet (p < 0,05).
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Os dados indicam que em ambos os tratamentos (pH 7,4 e pH 9,4) houve

um aumento na formagao do aduto apds o tratamento com os carotenodides. Além
disso. 0s niveis obtidos em pH 9,4 sao superiores aos obtidos em pH 7,4 devido
ao favorecimento do mecanismo da reagdo nesta condicdo. Além disso, &
possivel se verificar pela analise dos resultados que a adigao de peréxido também
& outro fator de favorecimento da reacdo, como ja observado para a formagao de

eteno adutos a partir de outros aldeidos (Loureiro e col., 2000; Morinello e col.,

2001).

4.3.1.2- Detecgcdo e quantificacdo de 8-oxodGuo em incubacdes entre

carotenodides e dGuo

A literatura ja informava que o B-caroteno oxidado e seus produtos de
oxidacao como o retinal podem levar a formacgéo da lesdo 8-oxodGuo em DNA
(Murata & Kawanishi, 2000; Yeh e col., 2003). Portanto, o nivel desta lesao
também foi analisado para efeito de comparag¢éo com o nivel do eteno aduto.

A 8-oxodGuo é considerada um marcador de lesdo oxidativa em DNA e ja
se conhecem enzimas capazes de efetuar o seu reparo. Esta lesdo pode ser
produzida por processos oxidativos e espécies reativas, incluindo oxidagcado por
radical hidroxila e peroxinitrito (Floyd e col., 1988; Burrows & Muller, 1998; Cadet
e col., 1997). Por estes motivos, a 8-oxoGuo tem sido usada como um possivel
biomarcador de estresse oxidativo e tem recebido consideravel atengido nos
ultimos anos (Kasai e col.,, 1992; Breen & Murphy, 1995; Spassky & Angelov,
1997, Helbock € col., 1999).

Reacbes efetuadas entre DNA de timo de bezerro assim como as
realizadas apenas entre dGuo e B-caroteno, B-apo-8'-carotenal e retinal foram
analisadas por cromatografia liquida acoplada a detecgao eletroquimica (LC/ED).

A estrutura da 8-oxodGuo assim como o padrdo de eluicdo das bases do
DNA pela deteccao de HPLC/UV e a detecgéo eletroquimica da 8-oxodGuo estéo

mostrados no esquema 4.2 e figura e 4.18.

96




esultados

P
HZNTL\NJ?E;? OH ZZNJ\\NJE;E:O o-

dGuo 8-oxodGuo

Esquema 4.2: Mecanismo de formac&o da 8-oxodGuo por acdo do radical hidroxila.
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Figura 4.18: Perfil cromatografico da analise de 8-oxodGuo. A: Padrao de eluicdo das
bases por HPLC/UV. B: Padréo de eluicao de 1 pmol de 8-oxodGuo por HPLC/ Detecgéo

eletroquimica.

Os resultados obtidos na incubactes de dGuo com B-caroteno, 3-apo-8°-

carotenal e retinal nas incubacdes de pH 9,4 e 7,4 estdo mostrados nas tabelas

45e46efiguras 4.19 e 4.20.
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Tabela 4.5: Niveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotenéides em pH 9,4.

dGuo - pH 9,4 8-o0xodGuo/10'dGuo

Controle 322 £ 12
Retinal 17030 + 1288°

B- Apo-8' carotenal 2584 + 289°

B- Caroteno 7406 + 245°
Controle + H,0» 508 + 84
Retinal + H,0, 12595 + 1233°

B- Apo-8’ carotenal + H,0, 3801 + 984°
B-Caroteno + HyO, 6474 + 1539°

Reacéo realizada a 37°C por 72 h tanto na auséncia como na presenga de H,O, (50 mM).
Sendo n=3. *-Diferenca significativa com o grupo controle. ®-Diferenca significativa com o

grupo controle + H,O, teste t (p < 0,05).

o 20000 a
3 S
g 18000+ (3
2 15000 A ©
R 5

14000 3
% G
£ 12000 3
& ] 3
& 10000 &
S S
£ 8000 »
5 o
= 1 (3
Z 6000 =

4000
1
2000
Controle Retinal g-apo-8"- p-caroteno Controle Retnal mmtena-l p-caroteno
carotenal + Hzoz + Hzoz + Hzoz
+H102

Figura 4.19: Niveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotendides em pH 9,4.
A: incubagdes sem adicdo de H,0,; B: incubacdes com adi¢do de H,0, (50 mM).
°-Diferenca significativa com o grupo controle. °-Diferencga significativa com o grupo

controle + H,O, testet(p < 0,05).

98




gesu[tazfos

Tabela 4.6: Niveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotendides em pH 7,4.

dGuo - pH 7,4 8-oxodGuo/10’dGuo
Controle 163 £ 83
Retinal 5296 + 127°
B- Apo-8’ carotenal 333+ 131
B- Caroteno 3154 + 229°
Controle + H;O, 68+ 19
Retinal + H,0, 24130 + 2800°
B- Apo-8’ carotenal + H,0 482 + 183°
B-Caroteno + H,0, 4210 +2343°

Reacao realizada 1 37°C por 72h tanto na auséncia como na presenga de H;O; (50 mM).
Sendo n=3. -Diferenca significativa com o grupo controle. *-Diferenga significativa com o

grupo controle + H,0O, testet (p < 0,05).
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Figura 4.20: Niveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotendides em pH 7.,4.
A: incubacdes sem adigdo de H,O,; B: incubacdes com adicdo de H,O, (50 mM).
2.Diferenca significativa com o grupo controle. °-Diferenca significativa com o grupo

controle + H,O, testet (p < 0,05).
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Analisando-se os dados obtidos nas tabelas 4.5 e 4.6, ndo foi observado

em todos os tratamentos um aumento nos niveis de 8-oxodGuo nas incubagbes
realizadas na presencga do perdxido de hidrogénio comparado analises sem
adicdo de peroxido para ambos os pHs. Isto pode ser devido a oxidagcdo da 8-
oxodGuo, ja que ela apresenta um potencial de oxidagdo menor do que qualquer

nucleosideo natural (Burrows & Muller, 1998).
Entretanto, em todos os tratamentos, verificamos um aumento nas

incubacdes tratadas com carotendides em relacao aos controles.

4.3.2- Quantificacdo das lesées em DNA de timo de bezerro promovidas por

carotendides

Experimentos para avaliar a formagao das lesdes 1,N°-edGuo e 8-
oxodGuo foram realizados com DNA de timo de bezerro. Os estudos foram
realizados tanto na auséncia quanto na presencga de peroxido de hidrogénio (50
mM). A investigagdo do efeito de quelante de metais, neste caso a
desferroxamina (0,1 mM), na formacao do aduto, 1,N*edGuo nas incubagées em

pH 7,4 tambeém foi objetivo de nosso estudo.

4.3.2.1- Quantificacdo de 1,N*sdGuo em incubacoes entre DNA de timo de

bezerro e carotendides

As amostras de DNA incubadas com B-caroteno, retinal e B-apo-8'-
carotenal apos sua extragdo e hidrélise foram analisadas pelo nosso sistema de
LC/ESI/MS-MS para detec¢éo do eteno aduto.

Como relatado anteriormente, desenvolvemos um método serisivel para a
deteccao do 1,N*-edGuo em sistemas bioldgicos. A figura a seguir mostra a curva
analitica padréo obtida para o 1,N*-edGuo nestas analises e também um exemplo
da eluigdo de uma amostra de DNA incubada a pH 9,4 na auséncia de peroxido
(Figura 4.21).
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Figura 4.21: Detecgdo do 1,A°- edGuo em DNA de timo de bezerro. A: Curva de
calibragéo do 1,N* edGuo obtida plotando-se a razao entre o (m/z 292 —» 176) e a raz&o
do padrao isotopicamente marcado '*Ns (m/z 297 — 181) vs concentragdes de 1,N°-
edGuo. B: Detecgdo do aduto formado em DNA controle (incubado sem H,O, a pH 9,4,
37 °C, 72 h) por LC/ESI/MS-MS.

Os resultados das andlises destes estudos tanto na presenga como na
auséncia de peroxido de hidrogénio em pH 9,4 e pH 7,4, sem e com adicdo de
desferroxamina 0,1 mM, estdo mostrados nas tabelas: 4.7, 4.8 e 4.9 e figuras:
422, 423424,
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Tabela 4.7: Niveis de 1,N°-cdGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotendides em pH 9,4 .

DNA de timo de bezerro - pH 9,4 1,N*- €dGuo/10’dGuo
Controle 54 + 1,0
Retinal 320+27°

B- Apo-8’ carotenal 1060 + 134 @

B- Caroteno 285+ 372
Controle + H;O; 186 £40
Retinal + H,0, 467 +70,0°

B- Apo-8’ carotenal + H,0, 1284 +135°
B-Caroteno + H,0; 1033 +68°

Incubagdo por 72 h a 37 °C tanto na auséncia como na presenga de H,O, (50 mM).

Sendo n = 3. ®-Diferenga significativa com o grupo controle. "-Diferenca significativa com

o grupo controle + H,0, teste t (p < 0,05).
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Niveis de 1,N2-edGuo / 107 dGuo

Nlveis de 1,N2-edGuo/ 107 dGuo

Controle Retinal B-apo-8’-  P-caroteno
carotenatl + HO. +HO, carotenal +H0,
+HO,

Figura 4.22: Niveis de 1,N>-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenodides em pH 9,4. A: incubacgdes sem adicdo de H,0O,; B: incubagdes com adi¢io
de H,O; (50 mM).

®_Diferenca significativa com o grupo controle. °-Diferenga significativa com o grupo

controle + H,O, testet (p <0,05).
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Tabela 4.8: Niveis de 1,N>-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotendides em pH 7 4.

DNA de timo de bezerro - pH 7,4 1,N?- edGuo/10’dGuo
Controle 05+0,2
Retinal 87+15°%

B- Apo-8' carotenal 23+04°

B- Caroteno 44+05°2
Controle + H,0O, 36+0,7
Retinal + H,0, 245+21°

B- Apo-8’ carotenal + H,0, 292+ 32"
B-Caroteno + H,0, 247+11°

Incubacéo a 37 °C por 72h tanto na auséncia como na presenga de H,O, (50 mM). Sendo
n = 3. ®-Diferenga significativa com o grupo controle. ®-Diferenca significativa com o grupo

controle + H,O, testet (p < 0,05).
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carotenal oteno Controle  Retinal  P-apo8-  pcaroteno
+HO, +HO, carotenal 4+ HO,
+HO:

Figura 4.23: Niveis de 1,N>-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com
carotensides em pH 7,4. A: incubactes sem adigio de H,0,; B: incubagbes com adigao
de H,O, (50 mM).

®Diferenca significativa com o grupo controle. ®-Diferenca significativa com o grupo

controle + H,O, teste t (p < 0,05).
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Tabela 4.9: Niveis de 1,N>-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotendides em pH 7,4 e adi¢édo de solucdo de desferroxamina (0,1 mM).

DNA de timo de bezerro - pH 7,4 1,N?- edGuo/10’dGuo
Controle 0,7 +0,1
Retinal 6,7+022

B- Apo-8' carotenal 26+03°

B- Caroteno 39+04°
Controle + H,0O; 59+24
Retinal + H,O», 59+0,1

B- Apo-8’ carotenal + H,0; 16,1+ 1,2°
B-Caroteno + H,0; 155+54"°

Incubagéo a 37 °C por 72h tanto na auséncia como na presenga de H,O, (60 mM). Sendo
n = 3. ®-Diferencga significativa com o grupo controle. b-Difereng;a significativa com o grupo

controle + H,O, teste t (p <0,05).

Niveis de 1,N?-edGuo / 107 dGuo
Niveis de 1,N%-edGuo / 107 dGuo

Controle Retinal p-apo-8- B-caroteno

Controle Retinal Bapo-8'- PB-caroteno
carotenal +HG, +HO, carotenal  + HO,

+HO,

Figura 4.24: Niveis de 1,N-edGuo em DNA de timo de bezemo tratado com
carotendides em pH 7,4 com 0,1mM de desferroxamina. A: incubagbes sem adicdo de
H,O,; B: incubacdes com adicdo de H,0, (50mM). *-Diferenca significativa com o grupo

controle. *-Diferenca significativa com o grupo controle + H,O, teste t (p < 0,05).
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Observamos um aumento no nivel de 1,N*- edGuo em DNA tratado com
os produtos de oxidacdo do B-caroteno tanto nas incubacdes realizadas em pH
7.4 quanto para o pH 9,4. Este aumento é ainda maior em presencga de peréxido,
pois a oxidagéo provocada pelo peréxido leva & possivel formagao de compostos
mais reativos frente a dGuo como os ep6xidos dos carotendides (Loureiro e col.,

2000).
Nas incubagées realizadas em pH 7,4 com solugao de desferroxamina

(0,1 mM), verificamos que houve um efeito inibitério na formagédo deste aduto (20-

30%) na presencga do quelante de metal (Tabela 4.9 e figura: 4.24 ).

4.3.2.2- Quantificacdo de 8-oxodGuo em incubacoes entre DNA de timo de

bezerro e carotendides

As amostras de DNA de timo de bezerro incubadas com carotendides
nos pHs 94 e 7,4 foram hidrolisadas e entdo analisadas por deteccdo
eletroquimica. Os resultados obtidos estdo mostrados respectivamente tabelas

410 24.11 e figuras 4.25 e 4.26.
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Tabela 4.10: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotendides em pH 9,4.

DNA de timo de bezerro — pH 9,4 8-oxodGuo/10’dGuo
Controle 337+ 12
Retinal 1157 + 62°
B- Apo-8’ carotenal 1697 + 210°
B- Caroteno 700 + 71°2
Controle + H;0; : 6026 + 64
Retinal + H,0; 9728 + 318°
B- Apo-8' carotenal + H,0, 8106 + 638°
B-Caroteno + H,0, 6018 + 43

Reacéo realizada a 37 °C por 72 h tanto na auséncia como na presenca de H,O, (50
mM). Sendo n = 3. *-Diferenca significativa com o grupo controle. *-Diferenca significativa

com o grupo contrale + H,O, teste t (p < 0,05).
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Figura 4.25: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com
carotendides em pH 9,4. A: incubagbes sem adi¢do de H,0,; B: incubagdes com adi¢cio
de H,0, (50 mM). *-Diferenca significativa com o grupo controle. *-Diferenca significativa

com o grupo controle + H,0O, testet (p < 0,05).
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Tabela 4.11: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotendides em pH 7,4,

DNA de timo de bezerro — pH 7,4 8-oxo dGuo/10'dGuo
Controle 565 + 55
Retinal 1733 + 42°
B- Apo-8’ carotenal 1859 + 10 2
B- Caroteno 1081 + 572
Controle + H,0, 20994 + 955
Retinal + H,0, 48495 + 1367 °
B- Apo-8’ carotenal + H,0, 43500 + 3552°
B-Caroteno + H,0, 32513 + 2719°

Reacgéo incubada a 37 °C por 72 h tanto na auséncia como na presenga de H,0O,
(50 mM). Sendo n = 3. *Diferenca significativa com o grupo controle. °-Diferenga

significativa com o grupo controle + H,0, teste t (p < 0,05).

2000—: A a

8-oxodGuo / 10'dGuo
8-0x0dGuo / 10'dGuo

Controle Retinal B-apo-8'- B-caroteno Controle Retinal p-apo-8'- g-caroteno
carotenal +H,0, +H,0, carotenal +H,0,
+H.O,

272

Figura 4.26: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com
carotensides em pH 7,4. A: incubag¢des sem adicdo de H,O,; B: incubagdes com adi¢io
de H,0, (50mM). *-Diferenca significativa com o grupo controle. ®-Diferenga significativa

com o grupo controle + H,O, teste t (p < 0,05).
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Quando o DNA de timo de bezerro foi incubado com os carotendides

retinal, B-apo-8'-carotenal e B-caroteno por 72 h tanto na presenga como na

auséncia de peroxidos, verificamos um aumento significativo na formag&o de 8-
oxodGuo no DNA tratado em relagdo ao controle. Este aumento € visto tanto no
pH mais basico, 9.4 quanto em pH fisiologico, 7.4. (Tab. 4.11 e 4.10).

Nas incubacdes em presenca de peroxido, observamos um aumento ainda
maior nos niveis de 8-oxodGuo tanto no DNA tratado como no DNA controle. Isto
€ esperado, pois o perdxido de hidrogénio pode reagir com metais contaminantes
do meio, como cobre e ferro (via reagdo de Fenton) levando a formagéo de
radicais hidroxila, entre outras espécies radicalares, que sao bastante reativas
frente ao DNA, levando a formac¢ao da lesdo aqui estudada. Assim, o peroxido por
si 86, no sistema estudado, ja apresentaria um grande aumento na formacéo da
8-oxodGuo, como mostram os resultados obtidos nos controles tratados com
peréxido em ambos 0s pHs.

Ressaltamos entdo que tanto em DNA de timo de bezerro quanto em 2’-

desoxiguanosina, os produtos de oxidagdo do B-caroteno, levam ao aumento da

formacao da 8-oxodGuo e também do 1,N*-edGuo em ambos os pHs.
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4.3.3- Lesoes em sistemas celulares induzidas por carotendides

Foram também analisados os niveis das lesdes 1,N2-sdGuo e 8-oxodGuo

em células de pulm&o humano da linhagem IMR 90.

4.3.3.1- Viabilidade das células de pulmdo humano frente ao B-caroteno e

seus produtos de oxidac¢ao

Com o objetivo de avaliarmos a toxicidade do (-caroteno e de seus
produtos de oxidacdo, e também para definirmos uma concentracao especifica
destes carotendides a serem utilizados nos estudos de detecgcéo de lesdes no
DNA em células em cultura, verificamos a viabilidade desta linhagem de células
(IMR 90 - fibroblastos de pulm&o humano) frente aos carotendéides: p-caroteno, p-
apo-8’-carotenal e retinal. Utilizamos células pulmonares para tentarmos simular
como este tipo de célula poderia estar metabolizando o pB-caroteno em excesso,
como o recebido nos estudos ATBC e CARET (Heinonem & Albanes, 1994,
Omenn e col., 1996).

Os carotendides foram solubilizados em THF (0,25% do meio), o solvente
que nos proporcionou a solubilizacdo total de todos os carotendides. O método
utilizado neste experimento foi o ensaio do MTT (vide Materiais e Métodos item
3.10.3). A sobrevivéncia relativa foi usada como indice quantitativo de
citotoxicidade. Definimos, a sobrevivéncia relativa como sendo a raz&o entre o
numero de ceélulas viaveis nas culturas expostas aos carotendides ou ao THF e o
numero de células vidveis na cultura controle. Os resultados obtidos estéo

mostrados nas figuras 4.27 a 4.29):
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Saobrevivéncia relativa (%)

Controle THF Retinal Retinal Retinal Retinal
10M  200M  50pM  100M

Figura 4.27: Medida de sobrevivéncia relativa de células IMR 90 incubadas com retinal

em diferentes concentragdes por 17 h. Concentragdo de THF no meio: 0,25% (n=3).
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Figura 4.28: Medida de sobrevivéncia relativa de células IMR 90 incubadas com B-apo-
8’-carotenal em diferentes concentragbes por 17 h. Concentracdo de THF no meio:
0,25% (n=3).
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Figura 4.29: Medida de sobrevivéncia relativa de células IMR 90 incubadas com j3-
caroteno em diferentes concentragées por 17 h. Concentracdo de THF no meio: 0,25%
(n=3).

Os dados de viabilidade obtidos mostram que o retinal (Figura 4.27) em
concentragdes 50 uM e 100 uM torna as células IMR 90 inviaveis ja que mais de
70% nao sobreviveram. Nos tratamentos com B-apo-8-carotenal e p-caroteno
(Figuras 4.28 e 4.29) inclusive no controle com THF, a mortalidade foi inferior a
70% mostrando que as células sdo resistentes ao tratamento e que o THF na
concentragao utilizada (0,25% do meio) nao é citotéxico, nao interferindo assim no
tratamento com as drogas.

Esses resultados nos possibilitaram conhecer as concentragdes que
podem ser utilizadas e que fornecem uma alta porcentagem de células viaveis
apdés o periodo de tratamento e extracdo de DNA celular. Sendo assim,
realizamos os tratamentos desta linhagem de células com concentragc&o de 20 uM
destes mesmos carotenoides. Esta concentragdo apresentou viabilidade celular
superior a 70% apds o tratamento e também conferiu maior solubilidade no meio.
Em concentragbes superiores, foi observado uma “leve” precipitagéo do B-apo-8'-

carotenal e do B-caroteno quando adicionados ao meio de cultura.
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4.3.3.2- Detecgdo e quantificagio de 1,N>cdGuo em células de pulmio

humano tratadas com pB-caroteno e seus produtos de oxidacao

Uma vez que definimos a concentragdo de carotendides a serem
utilizadas no tratamento com células (20 uM), estas foram tratadas por 17 h (vide
Materiais e Métodos item 3.10.4). Apos terem seu DNA extraido e hidrolisado, as
amostras foram analisadas por LC/ESI/MS-MS para a detecgdo de 1,N*edGuo

neste sistema. Os resultados estdo mostrados na tabela 4.12 e na figura 4.30.
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Tabela 4.12: Niveis de 1,N°-cdGuo em DNA de células de pulmao humano

(IMR90) tratadas com B-caroteno e seus produtos de oxidagao (20 uM) por 17 h.

DNA de células de pulmao humano 1,N*-dGuo/10’ dGuo
Controle 1,9+0,3
THF 57 +0,7°
Retinal 14,3 +4,1°
B-apo-8’-carotenal 12,9+ 0,9°
B- Caroteno 9,8+1,8

Sendo n = 3. ®-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao controle;

®_indica que o resultado ¢ estatisticamente significativo frente ao THF; teste t (p < 0,05).

18-
16
14
12-
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Niveis de 1,N?-edGuo/ 107 dGuo

¥

Controle  THF Retinal p-apo-8°-p-caroteno
carotenal

Figura 4.30: Niveis de 1,N*- edGuo em DNA de células de pulméo humano, IMR 90,
com B-caroteno e seus produtos de oxidagdo (20 uM) por 17 h. Sendo n = 3.%-indica que
o resultado é estatisticamente significativo frente ao controle; ®-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao THF teste t; (p < 0,05).

Os dados obtidos (tabela 4.12 e figura 4.30) indicam que tanto o B-
caroteno, quanto o retinal e B-apo-8°-carotenal levaram a um aumento no nivel de
aduto destas células comparados ao seu veiculo, o THF. O THF também

apresentou um aumento no nivel do aduto comparado ao controle; entretanto, os
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valores obtidos nos tratamentos com os carotendides comprovam o efeito desta

classe de composto neste tipo de leséo.

4.3.3.3- Detecgdo e quantificagdo da 8-oxodGuo em células de pulmao

humano tratadas com B-caroteno e seus produtos de oxidagdo

As amostras de células tratadas com carotendides (20 pM / 17 h)
também foram submetidas a analise para verificar a formagao de 8-oxodGuo em
seu DNA. Assim, o DNA extraido foi hidrolisado e analisado por HPLC acoplado a
deteccédo eletroquimica. Os resultados estdo mostrados na tabela 4.13 e na figura
4.31.
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Tabela 4.13: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de células de pulm@o humano

(IMR90) tratadas com B-caroteno e seus produtos de oxidagao (20 pM) por 17 h.

DNA Células IMR 90 8-oxodGuo / 10’ dGuo
Controle 39,0+£6,8

THF 35,6 +4,0
Retinal 139,3 + 33,72
B-apo-8°-carotenal 52,1 +4,0°
B-caroteno 60,9 + 3,72

Sendo n = 3. *-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao THF;

teste t; (p < 0,05).
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carotenal

Figura 4.31: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de células de pulmao humano, IMR 90, com
B-caroteno e seus produtos de oxidagdo (20 uM) por 17 h. Sendo n = 3. ®-indica que o

resultado é estatisticamente significativo frente ao THF teste t; (p < 0,05).
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Os dados mostraram que o tratamento com carotendides também levou a
uma inducao na formacao de 8-oxodGuo em DNA de células de pulm&o humano
(Tabela 4.13 e figura 4.31). Os niveis obtidos para o DNA tratado foi
estatisticamente significativo comparado ao grupo THF. O THF n&o levou a um
aumento na formacéo da lesdo comparado ao grupo controle.

Assim, em sistemas celulares o B-caroteno e alguns de seus produtos de
oxidagcdo como o retinal e o B-apo-8’-carotenal, levaram a uma indug&o na

formagao do aduto 1,N*-edGuo e também da 8-oxodGuo.
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4.4- Biodisponibilidade do B-caroteno e do licopeno

Em colaboracdo com o Dr. Humberto Reis Matos, na época poés-graduando
do nosso laboratorio, realizamos experimentos de verificagdo da
biodisponibilidade do p-caroteno e do licopeno. Parte dos experimentos foi
realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. Joel Heimann e seu aluno na época dos
experimentos, Dr. Alexandre Silva da Faculdade de Medicina da USP (FM-USP).

Nos animais, administrou-se 10 mg de B-caroteno ou licopeno ip. (vide
Materiais e Métodos item 3.11). Aliquotas de sangue apés 3 h, 6 h, 9h e 24 h da
administracdo dos carotendides foram retiradas dos animais. O plasma do sangue
coletado foi analisado por HPLC (vide Materiais e Métodos item 3.2.2 — Sistema
6) (Riso e col, 1999).

Os cromatogramas obtidos a partir das anélises das misturas de plasma

sanguineo dos animais suplementados com B-caroteno e com licopeno estado

mostrados a seguir (Figura 4.32).
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Figura 4.32: Cromatogramas obtidos por HPLC (Materiais e métodos item 3.2.2; sistema
6) a partir do plasma sanguineo de ratos suplementados. A Suplementacdo com B-
caroteno. B Suplementagdo com licopeno; (o licopeno aparece em 9-10 min e o B-

caroteno em 15 min). Detecgéo por HPLC/UV em 445 nm.

Apos a quantificagdo dos carotendides por HPLC, obtivemos a
biodisponibilidade dos carotenéides durante um periodo de 24 h (Figura 4.33). O
nivel plasmatico mais elevado de B-caroteno no plasma, foi de 4,05 + 0,84
nmol/mL de sangue e foi atingido apos 6 h da aplicagao. Este nivel foi mantido por
mais 3 h (Figura 4.33 A). Os ratos que receberam a mesma concentragéo de
licopeno apresentaram uma concentragdo plasmatica deste carotendide quatro
vezes menor (0,97 £ 0,16 nmol/mL de sangue) que os animais tratados com f3-
caroteno (Figura 4.33 B). O nivel maximo de licopeno no plasma foi observado
apos 3 h da inoculagdo. Nos animais controle, ou seja, 0s que nao receberam
tratamento com carotendides, nao foi possivel detectar niveis plasmaticos destes
carotendides. Sendo assim, a concentragdo de carotendides utilizadas em nossos

estudos aumentou efetivamente os niveis plasmaticos das espécies analisadas.
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Figura 4.33: Biodisponibilidade do B-caroteno e do licopeno no plasma sanguineo de

animais tratados com 10 mg destes carotendides.

4.5- Lesdes em DNA in vivo

4.5.1- Detecgdao e quantificacdo de 1,N2edGuo em DNA de pulmao de

animais suplementados com p-caroteno e expostos a fumaca de cigarro

Apés verificarmos a formagédo do aduto em sistemas biolégicos in vitro e
em sistemas celulares, realizamos estudos piloto em sistemas in vivo. Assim, com
base nos estudos ATBC e CARET (Heinonem & Albanes, 1994, Omenn e col.,
1996) que indicaram um efeito deletério do B-caroteno em fumantes,
suplementamos animais com este carotendide expondo-os a fumacga de cigarro.
Ressaltamos que o nosso biotério ndo dispde de area para estudos com animais
que necessitem de atmosfera diferente. Desta forma, os animais tiveram que ser
mantidos em sala no nosso laboratério. Assim, fomos obrigados a reduzir o

numero de animais nos grupos estudados. Os estudos foram realizados por 7, 30
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e 180 dias (vide Materiais e Métodos item 3.12). Os resultados estao
apresentados nas tabelas: 4.14, 4.15 e 4.16 e figuras 4.34, 4.35e 4.36.

Tabela 4.14: Niveis de 1,N%- edGuo em DNA de pulmao de ratos tratados com f-

caroteno e fumaca de cigarro por 7 dias.

DNA de pulmao de rato - 7 dias 1,N’-edGuo/10° dGuo
Controle 50,8+7,0
Veiculo 38,0 + 8,9°
B- Caroteno 99,4 +23,8°
Fumaca 63,1+ 13,9
Fumagca + - Caroteno 144 .4 + 55 4°

Sendo n = 4-6. *-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao controle;
°.indica que o resultado & estatisticamente significativo frente ao veiculo;

“-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo fumaca; teste t

(p < 0,05).
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Controle Veiculo p-caroteno Fumaga Fumaga +

B-caroteno

Figura 4.34: Niveis de 1,N*- edGuo em DNA de pulmao de ratos tratados com B-caroteno
e fumaca de cigamo por 7 dias. Sendo n = 4- 6. %indica que o resultado é
estatisticamente  significativo frente ao controle; ’-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao veiculo; °-indica que o resuitado € estatisticamente

significativo frente ao grupo fumaca ( teste t p < 0,05).
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Tabela 4.15: Niveis de 1,N°-edGuo em DNA de pulmao de ratos tratados com (-

caroteno e fumacga de cigarro por 30 dias.

DNA de puimao de ratos — 30 dias 1,N%-edGuo/10° dGuo
Controle 81,0+ 131
Veiculo 60,7 £ 10,72

B- Caroteno 79,8 +13,3°
Fumaca 68,4 + 9,1
Fumaca + - Caroteno 58,8 + 10,7 ¢

Sendo n = 4-6. “-indica que o resultado ¢é estatisticamente significativo frente ao controle;
®.indica que o resultado ¢ estatisticamente significativo frente ao veiculo;

“indica que o resultado ¢ estatisticamente significativo frente ao B -caroteno teste t; (p <
0,05).

Niveis de W-edGuo/18dGuo

Controle Veiculo pB-caroteno Fumaga- Fumaga +
p-caroteno

Figura 4.35: Niveis de 1,N*-edGuo em DNA de puiméao de ratos tratados com f-caroteno
e fumacga de cigarro por 30 dias. Sendo n = 4-6. %indica que o resultado é
estatisticamente ~ significativo frente ao controle; “-indica que o resultado &
estatisticamente significativo frente ao veiculo; “-indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao B -caroteno teste t; ( p < 0,05).
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Tabela 4.16: Niveis de 1,N>edGuo em DNA de pulmao de ratos tratados com B-

caroteno e fumaga de cigarro por 180 dias.

DNA de pulmio de ratos — 180 dias 1,N?*- edGuo/10° dGuo
Controle 56,9 £ 9,6
Veiculo 87,1+119°
B- Caroteno 1447 +315°
Fumaca 99,5+57°
Fumaca + 3- Caroteno 136,0+21,1°

Sendo n= 4 - 6. ®-indica que o resultado & estatisticamente significativo frente ao controle.
®.indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo veicuilo.

“-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo fumaca.

Teste t (p < 0,05).

Niveis de 1,N?-¢dGuo / 10°dGuo

Controle Veiculo Bcaroteno Fumaga Fumaca +
B-caroteno

Figura 4.36: Niveis de 1,A*-edGuo em DNA de pulmé&o de ratos tratados com B-caroteno
e fumaga de cigarro por 180 dias. Sendo n = 4-6. *“indica que o resultado é
estatisticamente significativo frente ao controle; ‘-indica que o resultado é
estatisticamente significativo frente ao veiculo; *-indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao grupo fumaga; teste t (p < 0,05).
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Niveis significativamente elevados de 1,N’-edGuo foram detectados em

animais suplementados com B-caroteno por 7, 30 e 180 dias (tabelas: 4.14 a 4.16
e figuras 4.34 a 4.36) quando comparados ao grupo tratado com veiculo. Um
dado interessante € que os tecidos e 0 DNA dos animais suplementados com (-
caroteno apresentaram coloragdo avermelhada, tipica de carotendide, fato ndo
observado nos animais controle.

Quando comparamos 0s grupos expostos a fumacga de cigarro e grupo
controle, observamos aumento significativo apenas no grupo exposto por 180
dias. E interessante notar, uma tendéncia de aumento no nivel deste aduto, nao
significativa, apos apenas 7 dias de exposi¢cdo a fumaga de cigarro, que ngo foi
observada na exposi¢ao mais prolongada, 30 dias.

A comparagdo entre os grupos expostos a fumaga de cigarro e o grupo
suplementado com o carotendide e exposto & fumaca de cigarro mostrou aumento
significativo de 1,N*-edGuo nos animais tratados por 7 e 180 dias. Entretanto, n&o
observamos, com esse tipo de tratamento, um efeito sinergistico da exposicdo a
fumaga associada a suplementacdo com [B-caroteno quando comparamos o0s
grupos com suplementacéo de B-caroteno e suplementagdo associada & fumaca
de cigarro. Apenas no grupo tratado por 7 dias foi observada uma tendéncia de
aumento, mas nao significativa estatisticamente. Os grupos tratados por 30 e 180
dias, mostraram uma diminuicdo dos niveis da lesdo comparando-se os dois

grupos, porem soé no tratamento de 30 dias esta diminui¢ao foi significativa.

4.5.2. — Detecgdo e quantificagdo de 8-oxodGuo em DNA de pulmao de animais

suplementados com [3-caroteno e expostos a fumaca de cigarro
As amostras de DNA de pulmédo dos animais tratados por 7, 30 e 180 dias

também foram analisadas quanto a presencga de 8-oxodGuo. Os dados obtidos para

os tratamentos estdo mostrados nas tabelas 4.17 a 4.18 e figuras 4.37 a 4.39.
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Tabela 4.17- Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmao de ratos tratados com (-

caroteno e fumaca de cigarro por 7 dias.

DNA de pulmao de ratos — 7 dias 8-oxodGuo/10’ dGuo
Controle 46,6 + 9,8

Veiculo 31,0+ 8,0

B-caroteno 53,7+1,3°

Fumaca 354 +13,9

Fumaca + B-caroteno 304+75¢°

Sendo n = 4 - 6. ®-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao veiculo;

“.indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo p-caroteno; teste t

(p < 0,05).

Niveis de 8-oxodGuo/10" dGuo

p-caroteno Fumaga Fumaca +
p-caroteno

Figura 4.37: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulméo de ratos tratados com B-caroteno
e fumaga de cigarro por 7 dias. Sendo n = 4-6. "-indica que o resultado & estatisticamente
significativo frente ao veiculo; “indica que o resultado & estatisticamente significativo

frente ao grupo B-caroteno; teste t; (p < 0,05).
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Tabela 4.18- Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulméo de ratos tratados com §3-

caroteno e fumaca de cigarro por 30 dias.

DNA de pulmao de ratos — 30 dias 8-oxodGuo/10’ dGuo
Controle 439+43
Veiculo 59,0+ 16,5
B-caroteno 384+76°
Fumaca 36,4+45°
Fumaga + B-caroteno 28,5+ 2,9 ¢

Sendo n = 4 - 6. *-indica que o resultado ¢ estatisticamente significativo frente ao
controle; ®-indica que o resuftado ¢ estatisticamente significativo frente ao veiculo;
“_indica que o resultado ¢ estatisticamente significativo frente ao grupo fumaga; “-indica
que o resultado & estatisticamente significativo frente ao grupo B-caroteno; teste t (p <
0,05).

Niveis de 8-oxodGuo / 107 dGuo

p-caroteno

Figura 4.38: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulméo de ratos tratados com p-caroteno
e fumaca de cigarro por 30 dias. Sendo n = 4-6. °-indica que o resultado é
estatisticamente significativo frente ao controle; P-indica que o resuitado é
estatisticamente significativo frente ao grupo veiculo; °-indica que o resultado é
estatisticamente significativo frente ao grupo fumaca; ; “indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao grupo p-caroteno; ( teste t p < 0,05).
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Tabela 4.19- Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulméao de ratos tratados com B-

caroteno e fumaca de cigarro por 180 dias.

DNA de puim3o de ratos — 180 dias 8-0x0dGuo/10” dGuo
Controle 855+17.1
Veiculo 87,7+ 32,4
B-caroteno 236,3+16,1°
Fumaca 83,6+7,3
Fumaca + B-caroteno 106,5 + 10,8 ¢

Sendo n=4 - 6. *-indica que o resultado é estatisticamente significativoo frente ao veiculo;
“_indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao fumaca; “-indica que o

resultado € estatisticamente significativo frente ao grupo p-caroteno; teste t (p < 0,05).
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Figura 4.39: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulméo de ratos tratados com p-caroteno
e fumaca de cigarro por 180 dias. Sendo n = 4-6. ®-indica que o resultado &
estatisticamente significativo frente ao veiculo; *-indica que o resultado é estatisticamente
significativo frente ao fumaga; “indica que o resultado é estatisticamente significativo

frente ao grupo B-caroteno; (testet p < 0,05).
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Os grupos suplementados por 7 e 180 dias com p-caroteno (tabelas 4.17
e 4.19 e figuras 4.37 e 4.39) apresentaram aumentos significativo nos niveis de 8-
oxodGuo. No tratamento por 30 dias (tabela 4.18 e figura 4.38), observamos uma
reducéo significativa nos niveis desta lesao.

Na comparacdo dos grupos expostos a fumaga de cigarro com o grupo
controle, ndo observamos nenhum efeito nesta lesdo nos grupos expostos por 7 e
180 dias. Surpreendentemente, observamos redugdo desta lesdao no grupo
exposto por 30 dias.

Observamos uma pequena diminuicdo nos niveis de 8-oxodGuo entre os
grupos expostos a fumaga por 7 e 30 dias comparado aos grupos suplementados
com B-caroteno e expostos a fumaga de cigarro. Entretanto, ap6s 180 dias de
exposicao a fumaga associada a suplementagdo com o carotendide, os niveis de
8-oxodGuo mostraram-se significativamente aumentados frente ao grupo exposto
somente a fumaca de cigarro.

Novamente, nao observamos efeito sinergistico da fumaga com o §-
caroteno, uma vez que 0s grupos apenas suplementados com o carotenoide
quando comparado aos grupos suplementados e expostos a fumaca

apresentaram reducao significativa desta leséo.
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4.6 - Experimentos para verificagdo da comunicagao intercelular via juncées

comunicantes (Gap junctional communication) induzida por produtos de

oxidacdo do -caroteno e da zeaxantina

Os experimentos de verificagdo da comunicagdo intercelular via jungbes
comunicantes foram realizados durante o periodo de estagio na Heinrich Heine
Universitat em Dusseldorf (Alemanha) com o grupo do Professor W. Stahl (entre
agosto e outubro de 2002). As medidas aqui realizadas tiveram a colaboragao da
estudante de doutorado na época, Niloofar Ale-Agha.

E conhecido da literatura que os carotendides aumentam a comunicac&o
intercelular via jungées comunicantes (Hossain e col., 1993; Zhang e col., 1991;
Stahl e col., 2000). Sendo esta na verdade, uma das propriedades antioxidantes
dos carotendides, € interessante investigar como os produtos de oxidag&o desses
compostos se comportam frente a esta propriedade. Estes dados tém relevancia
para os nossos estudos sobre atividade pré e antioxidante do (3-caroteno e podem
contribuir para explicar o “paradoxo” deste carotendide descrito na introdugdo
(vide Introdug&o item 1.3.8). Como este tipo de investigacdo era de comum
interesse do nosso grupo na Universidade de Sdo Paulo e do grupo do Prof. Stahi,
iniciamos estes experimentos, uma vez que o grupo do Prof. Stahl tem experiéncia
nas tecnicas necessérias (Ale-Agha e col., 2002). As células (WB F344) foram
tratadas com os produtos de oxidagdo do B-caroteno e da zeaxantina por um
periodo de 24 e de 72 horas (vide Materiais e Métodos 3.13.3). Ap6s este periodo,
as células foram levadas ao microscépio para a injecdo do corante (Lucifer yellow)
e foram realizadas medidas das jungées comunicantes. Os resultados obtidos em
experimentos realizados tanto para o periodo de 24 como para o periodo de 72

horas estdo mostrados nas figuras 4.40 e 4.41.
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Figura 4.40: Efeito dos metabodlitos de carotendides nas jungbes comunicantes

intercelulares apods tratamento de 24 h. *-indica que o resultado é estatisticamente
significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001)._Legenda: Ac. Ret.: acido

retinéico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. B-car: B-caroteno oxidado; B-apo: B-apo-8'-

carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Figura 4.41: Efeitos dos metabodlitos dos carotendides nas jungdes comunicantes

intercelulares apds tratamento de 72 h. *-indica que o resultado é estatisticamente
significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001). Legenda: Ac. Ret.: acido

retindico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. B-car: B-caroteno oxidado; p-apo: p-apo-8’-

carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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O tratamento com os produtos de oxidagdo dos carotendides em baixa
concentragcédo (1,8 uM) e tambem com B—apo-8°-carotenal levaram a um aumento
no numero de células comunicantes comparado com os valores obtidos para o
controle, tanto para o tratamento de 24 h quanto para o tratamento de 72 horas.
J& quando adicionamos uma alta concentragdo destes produtos (18 pM), o
numero de células comunicantes diminui (Figura 4.40 e 4.41). O acido retindico
que foi utilizado como controle positivo, como era esperado, também levou ao
aumento no numero de células comunicantes. Estes dados indicam que os
metabdlitos dos carotendides aqui estudados desempenham a mesma atividade
antioxidante que os carotendides que os originam, quando em pequenas
concentragées. Vale salientar, que foram utilizadas misturas dos produtos obtidos;
€ possivel que apenas alguns dos compostos sejam realmente responsaveis por
este efeito. Dentre os metabdlitos que s&do obtidos na oxidagdo do B-caroteno, o
unico disponivel na forma pura no laboratério era o B-apo-8’-carotenal que, como

j@ mencionado, também levou a um aumento no numero de células comunicantes.

Novos experimentos foram realizados com o objetivo de comparar os
produtos de oxidagdo com os carotendides que originaram estes produtos, B-
caroteno e zeaxantina na mesma concentra¢ao (1,8 uM). Para isto tivemos que
alterar todo o padr&o de controles que haviamos utilizado anteriormente, devido a
baixa solubilidade do B-caroteno e da zeaxantina em etanol. O solvente utilizado
foi o THF (tetrahidrofurano) para a solugéo estoque e depois diluicbes em etanol e
posteriormente a diluicdo também em etanol no meio de cultura das células. Os
resultados obtidos para estes experimentos estdo apresentados nas figuras 4.42 e
4.43.
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Figura 4.42: Comparacédo dos efeitos do f-caroteno, zeaxantina e seus metabdlitos nas
jungbes comunicantes intercelulares apés tratamento de 24 h. *-indica que o resultado é
estatisticamente significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001). Legenda:
Ac. Ret.: acido retindico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. B-car: B-caroteno oxidado;

3-apo: B-apo-8 -carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Figura 4.43: Comparacgéo dos efeitos do pB-caroteno, zeaxantina e seus metabdlitos nas
juncbes comunicantes intercelulares apés tratamento de 72 h. *-indica que o resultado é
estatisticamente significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001). Legenda:
Ac. Ret.: acido retindico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. B-car: B-caroteno oxidado;

B-apo: B-apo-8 -carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Analisando-se os resultados das figuras 4.42 e 4.43 verificamos que os
produtos de oxidagdo do P-caroteno e o proprio B-caroteno mostraram uma
indugdo do numero de células comunicantes parecida com a de seus metabdlitos,
mostrando que nesta concentragdo a atividade antioxidante é equivalente. Ja os
produtos de oxidagdo da zeaxantina parecem levar a uma inducao ligeiramente
maior no numero de comunicagao celular medido por este ensaio que a propria
zeaxantina em ambos os tratamentos. Entretanto, a diferenga entre o resultado
obtido para os produtos de oxidagédo da zeaxantina e a propria zeaxantina, apos o
tratamento de 72 h, n&o € estatisticamente significativa.

A seguir, estdo ilustradas algumas das fotos obtidas no ensaio da
comunigdo intercelular via jungdes comunicantes para o tratamento pelo periodo
de 72 h (Figuras 4.44 e 4.45).
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A - Controle

C - Ox. B-car D - Ox. Zea.

Figura 4.44: Ensaio para verificacido da comunicacdo intercelular via jun¢des
comunicantes, utilizando o corante fluorescente (Lucifer yellow). Legenda: Ac. Ret.: acido
retindico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. B-car: B-caroteno oxidado; B-apo: 3-apo-8°-

carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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'A - Controle B - B-apo-8’-carotenal

Figura 4.45: Ensaio para verificacdo da comunicagdo intercelular via jungbes
comunicantes, utilizando o corante fluorescente (Lucifer yellow) (vide Materiais e Métodos
jitens 3.13.1 e 3.13.3).
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5- DISCUSSAO

5.1 — Formagao de produtos da reagdo entre 2'-desoxiguanosina (dGuo) e

retinal

O nosso laboratério tem contribuido nas pesquisas de eteno adutos, com
a caracterizacdo da estrutura quimica de diversos adutos exociclicos de DNA
(Carvalho e col., 1998; Carvalho e col., 2000; Loureiro e col., 2000, Loureiro e col.
2004). Nos estudos em sistemas modelo in vitro, nos quais fizemos reagdes entre
retinal e dGuo, verificamos que sem a utilizagdo do peréxido de hidrogénio (H»O5)
ndo foi possivel detectar novos produtos em analises de HPLC acoplado a
deteccdo de UV. A adicdo do peréxido proporcionou a detecgdo de novos
produtos desta reagao. Este tipo de resultado indica que a adigdo de peroxido
leva a epoxidagao do aldeido, formando produtos mais reativos frente ao grupo
amina do nucleosideo, possibilitando assim a formagdo de adutos (Ehrenberg e
col., 1977; Segerback, 1983; Nair & Offerman, 1985; Chen & Chung, 1996;
Loureiro e col., 2000; Loureiro e col., 2002a para revisao).

A analise destes compostos formados por espectrometria de massa
indicou que estes s&o modificagbes do nucleosideo, mais precisamente
alquilagdes no nucleosideo, devido a adicdo de massa. A perda do fragmento
caracteristico de desoxirribose, confirmou a formag¢ao dos adutos.

Constatamos a formacado de diversos adutos entre retinal e dGuo,
entretanto, apenas um deles foi caracterizado; sendo o 1,N*edGuo, aduto ja

comprovadamente mutagénico, tanto in vitro quanto /n vivo.
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5.2 — Validagdo da metodologia da detecgdo do 1, N>edGuo por LC/ESI/MS-
MS

O papel dos adutos no processo de mutagenicidade e possivel
desenvolvimento de cancer tem sido sugerido por diversos grupos de pesquisa
nesta area. Entretanto, para o estudo desses mecanismos e fundamental o
desenvolvimento de técnicas sensiveis que permitam a analise desses adutos in
vivo para que se possa considera-los como possiveis marcadores de exposi¢ao a
produtos exdgenos e enddgenos (Akasaka & Guengerich, 1999; Kox & Swenberg,
2002).

Muitos métodos foram desenvolvidos para a quantificagédo de adutos de
DNA, dentre as técnicas utilizadas temos: o 3?P-postlabeling (PPL), a
cromatografia liquida acoplada a detecgédo eletroquimica, a cromatografia liquida
acoplada a detecgéo por fluorescéncia, a técnica de imunoafinidade que utiliza
anticorpos monoclonais e a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (Koc & Swenberg, 2002).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-ESI/MS-
MS) vem sendo amplamente utilizada na detecgZo de adutos (Yen e col., 1998;
Chen e col., 1999; Doerge e col., 2000; Churchwell e col., 2002; Gonzalez-Reche
e col, 2002; Chen e col, 2004; Chen & Chang., 2004). Fazendo uso desta
técnica, desenvolvemos um método sensivel para a quantificagdo do 1,N*-edGuo
em amostras de DNA. A maior vantagem do método &€ a separacdo dos
nucleosideos e a exatiddo fornecida pela detecgao por MS-MS. O método resolve
problemas como os envolvidos em etapas de pré-purificacdo que podem levar a
possiveis contaminagdes. A adigdo de um padrao interno isotopicamente marcado
antes da hidrolise, aumenta a confiabilidade do método ja que permite uma
corregao de possiveis perdas do analito durante a hidrélise. O padrdo isotdpico
(marcado com "°N) ja havia sido sintetizado para estudos anteriores em nosso
laborat6rio (Loureiro e col., 2000).

O meétodo nos permitiu a determinagdo de niveis basais de 1,N-edGuo
em DNA de timo de bezerro comercial (1,70 + 0,09 adutos/1 07 dGuo), também em

DNA de células da linhagem CV1-P (4,5 £ 0,4 adutos/10” dGuo) e em DNA figado
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de ratas fémeas (5,22 + 1,37 adutos/10” dGuo). Morinello e col. (2001), utilizando
uma técnica de imunoafinidade/GC/ECNCI-HRMS, conseguiram quantificar niveis
basais de N23- edGua em DNA de timo de bezerro (0,8 adutos / 10’ Gua). Embora
a técnica utilizada fosse sensivel, a presenca endégena de 1,N’-edGuo em tecidos
de animais nao pdde ser demonstrada. Sendo assim, a detecgdo e quantificacao
do nivel basal de 1,N°~dGuo em DNA de tecidos obtida por nosso grupo ¢ inédita
na literatura.

O niveis aqui obtidos (5,22 adutos / 10" dGuo para DNA de figado de
ratas; 1,70 adutos 10’ dGuo para DNA de timo de bezerro) sdo comparaveis aos
descritos na literatura para o aduto edCyd (4,4 adutos / 10’ dCyd) em DNA de
figado de rato, valores estes encontrados utilizando-se metodologia similar
(Roberts e col., 2001). Uma quantidade maior de sdAdo (25 adutos / 10" dAdo)
foidetectada em DNA de placenta humana utilizando-se as metodologias GC/MS;
LC/MS e HPLC/Fluorescéncia (Chen e col., 1999).

O aduto aqui estudado leva ao blogueio da replicagdo e a incorporagéo
errada de dATP e dGTP (Langouét e col., 1997). Além disto, este aduto pode
levar a mutagoes G > A e G —» T (Langouét e col., 1998). Delegbes, rearranjos,
duplos mutantes ¢ substituices de pares de bases também foram obscrvadas
perto do sitio de ocorréncia do 1,N’-edGuo (Akasaka & Guengerich, 1999).
Saparbaev e col. (2002) mostraram que 1,N*-eteno-guanina (1,N*-eGua) é um
substrato das enzimas de reparo uracil-DNA glicosilase de E.coli e da alquilpurina-
DNA-N-glicosilase humana. Estes dados reforgam o papel biologico deste aduto.

O possivel uso de eteno adutos como marcadores biolégicos de lesées
em DNA necessita de metodologias de execugdo mais simples que as descritas
na literatura e que fornecam confiabilidade. Neste sentido, a metodologia aqui
descrita fornece uma maneira precisa e especifica de detectar e quantificar
1,N°~edGuo em DNA de tecidos, podendo no futuro ser empregada para estudo
das consequéncias biologicas desse tipo de lesdo em DNA em condi¢gdes normais

e patologicas.
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5.3- Quantificagdo de les6es em dGuo/DNA induzidas por carotendides

Estudos mostram a possibilidade dos produtos de oxidagéo do p-caroteno
agirem como agentes pro-carcinogénicos (Paolini e col, 1999; Perocco e col,
1999; Salgo e col 1999). Salgo e colaboradores (1999) verificaram o aumento da
ligacdo de metabolitos do benzopireno ao DNA em microssomas de figado de rato
por produtos de oxidag&o do -caroteno. Neste estudo, uma mistura de p-caroteno
oxidado foi incorporada a membranas de microssomas verificando-se um aumento
da ligagdo do benzopireno tritiado ao DNA; j& o B-caroteno ndo oxidado mostrou
uma reducao nesta ligagao.

Apesar de diversos estudos fortalecerem a hipétese de que o B-caroteno
deve agir como agente anticarcinogénico, seus produtos de oxidagdo podem
induzir a carcinogénese via reagdo direta com o DNA ou ainda pelos seus
metabolitos formados pela agdo das enzimas do citocromo P450 (Wang & Russell,
1999).

A literatura relata o fato de que aldeidos formados na lipoperoxidacdo
podem sofrer ativagdo por peroxidos levando a formacdo de modificagdes em
DNA. Os produtos formados a partir de modificagées do tipo alquilagcdes sao
chamados de adutos de DNA (Carvalho e col., 1998; Carvalho e col., 2000;
Loureirc e col., 2000). Ja e conhecido que o B-caroteno se oxida e forma vérios
outros compostos, entre eles aldeidos a, B-insaturados (Wang e col., 1999; Arora
e col., 2001), sendo assim nossos estudos se concentraram na investigacdo da
formacao do 1,N*-edGuo a partir do B-caroteno, B-apo-8’-carotenal e retinal em
DNA, utilizando-se para sua deteccdo e quantificacdo o método baseado em
LC/ESI/MS-MS.

Inicialmente, em nossos estudos com retinal e dGuo, nao verificamos a
formag&o do produto em questdo na auséncia de peroxido; entretanto, isto deve-
se ao fato da detecgao por ultravioleta do HPLC nao ser sensivel o suficiente para
detectar as quantidades do produto, que é formado sem a adicdo do perdxido.
Com o desenvolvimento da técnica por LC/ESI/MS-MS, verificamos que a

formagao do 1,N*- edGuo ocorre tanto na presenga quanto na auséncia de H;0, e
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também que este tipo de reagio além de ocorrer com o nucleosideo isolado
(dGuo), também é capaz de ocorrer com DNA de timo de bezerro.

Para efeitos comparativos, também verificamos a formagao da lesao 8-
oxodGuo, uma oxidacdo freqiiente que ocorre na 2°-desoxiguanosina (Cooke e
col., 2003; Cadet e col., 2003). Esta lesdo ¢ medida por HPLC acoplado a
deteccao eletroquimica.

Nossos estudos mostraram que os carotenodides como p-caroteno, 3-apo-
8 -carotenal e retinal sdo capazes de lesar tanto a dGuo quanto o DNA de timo de
bezerro, levando ao aumento da formacao do 1,N?-edGuo e da 8-oxodGuo tanto
na presenca quanto na auséncia de perdxido. Logicamente, ocorre um aumento
bem expressivo no nivel de 8-oxodGuo em incubag¢des com perdxido ja que este
na presenca de metais contaminantes ira levar a formacgao da les&o. A literatura
relata a formacao desta lesdo em DNA de timo de bezerro exposto ao B-caroteno
auto-oxidado (Yeh e col., 2003).

Detectamos a formacao da lesdao 1,N>edGuo em dGuo, tanto nas
incubagdes realizadas na presenca ou auséncia de peréxidos, confirmando o fato
de que o método por espectrometria de massa foi sensivel o suficiente para
detectar a formag&o desta lesdo, o que apenas com a detecgdo de ultravioleta nao
foi possivel.

Observamos que os valores encontrados nas incubagbes de dGuo em
presenca de peroxido para os niveis de 1,N> edGuo sdo maiores que os
encontrados nas incuba¢oes com DNA de timo de bezerro. Estes dados séo
esperados uma vez que a reagdao com o DNA é mais dificultada por fatores
estruturais. O nivel do aduto formado nas incubagées utilizando-se o peroxido de
hidrogénio também é superior ao nivel obtido na auséncia de peroxido, tanto para
reagbes com dGuo quanto com DNA de timo de bezerro, o que confirma o
mecanismo de epoxidagao dos aldeidos (Loureiro e col., 2000).

Além disso, o nivel de 1,N?- edGuo é maior nas incubacgées realizadas em
pH 9,4, do que as realizadas em pH 7,4 devido ao favorecimento de formagéo do
aduto em pH basico (Morinello e col., 2001). Em conclusdo, os dados mostram
que tanto o DNA como o nucleosideo (dGuo) isolados levam ao aumento ha
formacao de eteno aduto quando incubados na presenga de produtos de oxidagdo

do pB-caroteno. A degradacdo de carotentides em sistemas modelo foi
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extensivamente estudada (Salgo e col., 1999, Mordi e col., 1993; Padula e col.,
1999, Handelman e col., 1991). Num estudo a 30°C, apo-carotenoides, epdxi-
carotenodides e hidréxicarotendides foram identificados confirmando que os
primeiros passos da degradagdo de carotendides sdo a epoxidac&o. Ressaltamos
que o composto 4-oxo-2-pentenal foi detectado como produto da degradacéo do
B-caroteno (Padula e col., 1999). A reatividade quimica deste composto € similar a
do 4-oxo-2-nonenal, um eletréfilo bifuncional descrito por Rindgen e col. (1999).
Este aldeido é o produto principal de degradagdo do hidroperéxido do acido
linoléico e € conhecido por reagir com dAdo, dGuo,e dCyd, levando a formagéo de
eteno adutos (Pollack e col., 2003; Lee e col., 2000). Portanto, o 4-oxo-2-pentenal
pode contribuir com a formacdo do aduto em reacgdes realizadas na presencga ou
auséncia de peroxido de hidrogénio. E interessante notar que estudos anteriores
mostram que o 4-oxo-2-pentenal é formado também por ativagdo metabdlica da N-
nitrosopiperidina uma nitrosamina ciclica carcinogénica, levando a fomacao de
eteno adutos com substiluicoes em suas cadeias (Liu e col., 1996; Wong e col.,
2003). O mecanismo para a formagédo do 1,N*-edGuo a partir do tratamento do
DNA ou dGuo com os caretendides aqui estudados esta ilustrado no esquema 5.1.
Este mecanismo tem como base os mecanismos de formag&o deste mesmo aduto
a partir de aldeidos a,B-insaturados como o DDE (Carvalho e col, 1998; Carvalho
e col., 2000; Loureiro e col., 2000).
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Nas incubagbes com o quelante de metal, solugdo de desferroxamina
(0,1 mM) realizadas em pH 7,4, verificamos que houve um efeito inibitério na
formacao deste aduto (20-30%) com a adi¢do do quelante. O mecanismo iniciador
da auto-oxidacdo do B-caroteno ainda nao foi totalmente desvendado, podendo
ser devido & presenca de peroxidos e metais contaminantes. Muitos estudos
mostram que mesmo sem a adicdo de iniciadores radicalares, o p-caroteno puro
se oxida muito rapidamente em solugdo, mesmo na auséncia de luz. A velocidade
do consumo do B-caroteno € dependente da pressdo de oxigénio e a curva de
consumo de oxigénio & consistente com uma reagdo autocatalitica. Handelman e
col. (1991) sugeriram que amostras de B-caroteno devem conter um iniciador que
resulta na auto-oxidagao esponténea que foi verificada. Assim, nossos resultados
mostram que existe um mecanismo radicalar ocorrendo pela presenga de metais
ou peroxidos contaminantes que favorece uma possivel formagédo de produtos
oxidativos dos carotenoides que facilitam a formacédo do aduto em questé&o.

Os niveis de 1,M% edGuo encontrados nas incubacdes controle podem
ser explicados pela formacgao do fosfoglicolaldeido, um produto da oxidac&o da 3'’-
desoxiribose no DNA (Angeloff e col.,, 2001, Awada & Dedon 2001). O
fosfoglicolaldeido possui estrutura analoga ao cloroacetaldeido, um metabdlito do
cloreto de vinila que leva a formagédo do eteno aduto (Sattsangi e col., 1977,
Kusmierek e col., 198%9; Folkman e col., 1990; Kusmierek & Singer, 1992,
Guengerich, 1992). O efeito da incubacdo de DNA ja foi demonstrado em
experimentos que realizamos anteriormente (Loureiro e col., 2002b) e também por
Morinello e col. (2001).

A medida de mais de um biomarcador de lesdes oxidativas € interessante
pois caso um deles nao seja um bom marcador para o tipo de exposicédo exdégena
estudada, teremos resultados que nao refletem a real influéncia do composto ao
qual o organismo esta sendo exposto. Com o intuito de compararmos o efeito do
B-caroteno e de seus produtos de oxidacdo em diferentes tipos de lesdées em
DNA, analisamos a formacao da 8-oxodGuo. Esta é uma das lesdes oxidativas
mais estudadas em DNA. Estudos sugerem que uma a cada 40000 guaninas no
genoma se apresenta como 8-oxodGuo sob condi¢gées normais (Burrows & Muller,
1998).
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E interessante observar que essa lesdo pode ser produzida por processos
oxidativos e espécies reativas, como o radical hidroxila e peroxinitrito (Floyd e col.,
1988; Burrows & Muller, 1998; Cadet e col., 1997), sendo considerada um
biomarcador de estresse oxidativo (Kasai e col., 1992; Breen & Murphy, 1995;
Spassky & Angelov, 1997; Helbock e col., 1999). Vale ressaltar que a 8-oxodGuo
e facilmente oxidavel, portanto ndo € um biomarcador confiavel..

Os resultados mostram um aumento no nivel de 8-oxodGuo em dGuo e
DNA de timo de bezerro tratado com os carotenéides em ambos os pHs. Como ja
mencionado, devido a formacdo de espécies radicalares, as incubacdes
realizadas na presenca de perdxido de hidrogénio, apresentam um aumento
maior de 8-oxodGuo. Nos casos em que nao foi possivel observar um aumento
maior nos niveis de 8-oxodGuo, nas incubacdes entre carotendides e dGuo
realizadas na presenga do perdxido de hidrogénio (vide Resultados; item 4.3.1.2:
tabela 4.5: os valores de 8-oxodGuo obtidos para o retinal e o B-caroteno em pH
9,4 na auséncia de perdxido foram superiores aos obtidos com adicdo de
peréxido; tabela 4.6: o mesmo foi verificado para o controle em pH 7,4), pode ter
ocorrido a oxidagdo da 8-oxodGuo, uma vez que ela apresenta uma potencial de
oxidagdo menor do que qualquer nucleosideo natural (Ravanat e col., 2003).
Sendo assim, a 8-oxodGuo torna-se um alvo preferencial de outros oxidantes
(Burrows & Muller, 1998; Cadet e col., 2003; Misiaszek e col., 2004). Esta
oxidagcdo pode ser dificultada quando temos a cadeia de DNA. Assim, nas
incubagtes com DNA de timo de bezerro, foi possivel verificar a influéncia do
peroxido na formagdo de 8-oxodGuo pelo mecanismo radicalar. Diversos estudos
vém sendo realizados a fim de compreender os mecanismos de oxidagcao
secundarios da 8-oxodGuo tanto como nucleosideo livre como quando inserida
em fragmentos de DNA (Cadet e col., 2003).

Anteriormente, ja havia sido verificado o aumento no nivel de 8-oxodGuo
em DNA de timo de bezerro incubado com retinal e CuCl, (Murata & Kawanishi,
2000). A literatura relata que em concentragctes excessivas, retinol e retinal podem
sofrer auto-oxidagdo gerando ¢ anion radical superoxido (O2") que é dismutado a
H,O,, esta especie por sua vez forma o complexo DNA-Cu(l)-H.O,, lesando o
DNA (Murata & Kawanishi, 2000). Este trabalho menciona também que derivados
da vitamina A como B-ionona e mesmo o B-caroteno induzem danos em DNA,
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incluindo 8-oxodGuo na presenca de cobre (Il); entretanto, os danos sdo bem
menores que aqueles verificados pela acdo do retinol e do retinal (Murata &
Kawanishi, 2000). Recentemente foi verificado que DNA de timo de bezerro
exposto ao (-caroteno auto-oxidado leva a formagédo da 8-oxodGuo (Yeh e col.,
2003).

Portanto, tanto em DNA de timo de bezerro quanto em dGuo, os produtos

de oxidagcado do [-caroteno levam ao aumento na formacdo das duas lesGes

estudadas, 1,N*- edGuo e a 8-oxodGuo.
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5.4 — Lesbées em DNA de células pulmonares em cuitura induzidas por

carotendides

Nossos resultados com o B-caroteno e seus produtos de oxidacao
mostraram um aumento na formacdo das lesées 8-oxodGuo e 1,N*edGuo em
DNA de timo de bezerro e dGuo. Sendo assim, investigamos também a formagéao
destas lesées em DNA de células de pulmdo humano, linhagem IMR 90. Apods
testes de viabilidade celular com B-caroteno, B-apo-8’-carotenal e retinal (vide item
4.3.3.1), a concentragado de 20 uM foi selecionada, uma vez que nessa
concentracdo, observamos pelo menos 70% de viabilidade celular para os trés
carotenoides testados apods 17 h de incubagdo. Kaneko e col. (1988) relatam que
aldeidos administrados as células em meio de cultura complexo, podem ter sua
citotoxicidade subestimadas, devido a possiveis reagées com grupos tidis e
aminas presentes nos componentes do meio; mesmo assim, o experimento teve
de ser realizado na presenca de soro fetal bovino (SFB), pois em testes
preliminares na auséncia do soro, estas perdiam sua viabilidade mesmo sem
tratam.anto algum.

O tratamento das células de pulmao humano (IMR 90) com os
carotenoides nos forneceu resultados importantes. Este sistema foi utilizado para
auxiliar na compreensao dos mecanismos envolvidos no aumento dos niveis de
cancer pulmonar em fumantes suplementados com B-caroteno. Apds o periodo de
incubacéo, verificamos um aumento no nivel de 1,N%-edGuo nas células tratadas
com os carotendides comparadas ao controle com THF. Para o retinal foi
verificado um aumento de 2,5 vezes o valor obtido para o controle; para o B-apo-
8'-carotenal e para o B-caroteno o aumento foi cerca de 2 vezes.

Tanto mecanismos de acgao fisioldgica antioxidante como pré-oxidante
foram sugeridos para o [-caroteno. Sua estrutura quimica de ligagdes duplas
conjugadas € associada a sua capacidade de agao antioxidante. Entretanto, estas
duplas conjugadas conferem um carater pré-oxidante ja que s&o suscetiveis a
ataques de especies radicalares, principalmente a altas tensées de oxigénio
(Palozza e col., 1995 e Palozza e col.,, 1997; Zhang & Omaye, 2001).
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Os carotendides aqui estudados também levaram a um aumento na
formacao da 8-oxodGuo; comparado aos controles, 0 aumento para o retinal foi de
3,7 vezes , o do B-apo-8°-carotenal de 1,5 vezes e do B-caroteno de 1,7 vezes. O
aumento mais elevado tanto no nivel de 1,N>-edGuo quanto de 8-oxodGuo
verificado no tratamento das células com retinal pode também ser devido a sua
maior citotoxicidade quando comparado aos demais carotendides estudados.

A literatura ja havia relatado o aumento na oxidagdo de DNA verificada
pelo B-caroteno e o licopeno oxidados pela anélise de 8-oxodGuo em fibroblastos
humanos de prepucio e em DNA de timo de bezerro (Yeh & Hu, 2001). Foi
verificada também a interacdo do B-caroteno com fumacga de cigarro em células
epiteliais de brénquios humanos. Neste estudo, constatou-se também a
diminuicdo do carotenoide e o aumento de seus produtos oxidados, como 4-nitro-
B-caroteno, B-apo-carotenais e epdxidos do B-caroteno (Arora e col., 2001).

Em DNA de células HL-60, foi verificado o aumento de 8-oxodGuo no
tratamento com retinal mas néo na linhagem celular resistente & H,O,. Os autores
Murata & Kawanishi (2000) atribuem este fato a geracéo do anion superéxido na
auto-oxidacao de retindides que € dismutado a H;O,, espécie responsavel por
lesées em DNA na presenga de metais endégenos (Murata & Kawanishi, 2000). O
B-caroteno tambem aumentou a susceptibilidade de células HepG2 a danos em
DNA provocados por H,O3; além disso, neste estudo foi verificado que um pré-
tratamento das células com este carotenodide aumenta a citotoxicidade induzida
por H,O, (Woods e col., 1999). Tanto o B-caroteno quanto o licopeno também néo
protegeram células humanas de carcinoma de célon (HT29) contra efeitos do
H20, (Lowe e col.,, 1999). Além disso, p-caroteno e o licopeno levaram a um
aumento na peroxidagdo lipidica em células Hs68 (Yeh & Hu, 2000).
Recentemente, Palozza e col, 2004, verificaram que em diferentes linhagens
celulares ocorre um aumento no nivel de 8-oxodGuo em células tratadas com
alcatrdo. Na presenga de {-caroteno (1uM); este efeito foi significantemente mais
acentuado. A adicdo do carotendide também aumentou a expressdo de
ciclooxigenase-2 induzida por alcatrdo. Em contrapartida, foi verificado que o B-
caroteno protege contra o envelhecimentno (radiagdo UV) associado a mutagdes

no DNA mitocondrial (Eicker e col., 2003). Uma mistura entre B-caroteno, o-
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tocoferol e acido ascérbico apresentou sinergismo e levou a efeitos protetores
contra a oxidagao de proteinas comparados a sua administragao individual (Zhang
& Omaye, 2001).

O aumento na formagdo de duas lesbes aqui estudadas esta em
concordéncia com os resultados obtidos nos estudos mencionados. Ressaltamos
que neste tipo de celulas (IMR 90) detectamos niveis basais do aduto (1,9 = 0,3
adutos /10°dGuo) , o que confirma a hipétese de geracdo desses adutos por
produtos gerados endogenamente.

E importante ressaltar que a conjugacéo de glutationa (GSH), catalisada
por glutationa-S- transferase, com aldeidos formados durante a lipoperoxidagao é
uma importante via de detoxificagdo destes compostos (Niknahad e col., 2003).
Reacbdes de conjugacgéo com glutationa foram sugeridas como uma das principais
vias de detoxificagdo de (frans-4-hidroxi-2-nonenal) HNE e outros aldeidos «,f-
insaturados como trans-2-alcenais e trans,trans-2,4-alcadienais. Estes compostos
seriam metabolizados para os correspondentes &acidos mercapturicos e
excretados. Estas reagbes de conjugagdo seriam via adicdo de Michael ou
catalisadas por glutationa-S-transferases (Fujita e col.,, 1994; Eisenbrand e col.,
1995; Spitz e col., 1991).

A capacidade das células na manutengao do nivel de GSH em resposta a
um estimulo téxico € importante para evitar a perda de fungdo e integridade
celular. Este nivel € mantido pela reducdo de GSSG a GSH promovida por
NADPH, numa reacao catalisada por glutationa redutase. Pode-se elevar o nivel
de GSH pela GSH sintetase e y-glutamilcisteina sintetase (Richman & Meister,
1975). Estudos mostram que substancias eletrofilicas e/ou indutoras de estresse
oxidativo levam a um aumento da expressdo do gene da y-glutamilcisteina
sintetase, a enzima que determina a velocidade de sintese de GSH, com
subseqlente elevagdo do seu nivel intracelular (Uchida e col, 1999). A
investigacdo do efeito dos produtos de oxidacdo dos carotendides em células
depletadas em glutationa (adicdo de 1-bromoheptano) também seria um
experimento interessante na investigagdo dos danos causados por estes produtos

e consequentemente deste mecanismo de detoxificacao.
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5.5 — Biodisponibilidade do B-caroteno e do licopeno

Estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de frutas e vegetais
auxilia na prevengdo do cancer. Este efeito tem sido atribuido a diversos
compostos como as fibras, acido félico, vitamina A entre outros antioxidantes
(vitamina C, vitamina E, carotendides e selénio) presentes na dieta (Ames e col,,
1995 Giovannucci, 1999; Treber, 2004; Riso e col., 2004; Molldrem e col., 2004).
Como os carotenoides sdo amplamente distribuidos em alimentos e devido ao
seu possivel envolvimento na prevencgao contra danos em biomoléculas (atividade
antioxidante), que podem resultar em um aumento no nivel de estresse oxidativo,
elevou-se o interesse em elucidar os mecanismos moleculares responsaveis por
seu efeito biologico (Sharoni e col, 2004). Além da conhecida atividade pro-
vitamina A de alguns dos carotendides, parte de seu efeito benéfico € atribuida a
sua atividade antioxidante (Stahl & Sies, 1996). Sua habilidade em sequestrar
radicais livres e de suprimir o oxigénio singlete ja foi descrita na literatura
(Kennedy & Liebler, 1992; Palozza & Krinsky, 1992; Terao, 1989; Di Mascio e col.,
1989). Os carotendides também tém participagdo importaiite em outros
mecanismos biolégicos como na comunicagdo intercelular via juncgées
comunicantes, no sistema imunolégico e em reagbes metabdlicas (Rao &
Agarwal, 2000; Stahl e col.,, 2000; Ale-Agha e col.,, 2002). Recentemente, a
bioquimica dos carotendides ampliou as pesquisas sobre seu mecanismo de agéo
uma vez que, possivelmente, eles estdo envolvidos em mecanismos como
proliferacdo, fator de crescimento e diferenciacdo celular. Podem ainda produzir
alteragbes na expressdo de muitas proteinas que participam destes processos
(Sharoni e col., 2004).

Como os carotendides possuem propriedades fisicas e estruturais
distintas, devem apresentar diferencas em sua dinamica de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecao (Parker, 1996; Bierer e col., 1995; Erdman e
col., 1993; Clinton, 1998). Assim, & importante estudar a biodisponibilidade destes
carotendides para entendermos melhor como sera sua cinética de distribuicdo aos

tecidos, e consequente passagem pela corrente sanguinea. Sendo assim,
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iniciamos nossos estudos in vivo verificando a biodisponibilidade de dois
importantes carotendides, o B-caroteno e o licopeno, apds sua administragdo i.p.

Os dados obtidos para a biodisponibilidade do B-caroteno (Fig. 4.33)
mostram um aumento na concentracdo deste carotendide ap6s 3 horas da inje¢éo
i.p. em ratos. A maxima concentracdo plasmatica se deu ap6s 6 e 9 horas da
administracdo. Apos 24 horas, a concentragao plasmatica do -caroteno teve uma
grande diminui¢ao, provavelmente devido a sua distribuicdo aos 6rgaos do animal
(Glise e col., 1998).

E interessante notar que, mesmo com os animais suplementados apenas
com o B-caroteno, foi possivel se detectar a presenga do licopeno no sangue.
Este fato pode ser devido a concentragéo deste antioxidante e sua presenca nos
farelos constituintes da dieta dos animais.

A andlise da biodisponibilidade obtida para o licopeno (Figura: 4.33)
apresenta um perfil diferente da obtida para o B-caroteno. Sua concentragéo
plasmatica maxima € ap6s 3 horas da injegcdo ip., tendo sua concentracéo
diminuida durante o resto do periodo de analise. Sendo assim, o licopeno parece
ser mais rapidamente absorvido pelos tecidos.

Como ja mencionado, os carotendides devem apresentar perfis distintos de
absorgao, distribuicdo, metabolismo e excregdo As propriedades fisicas definidas
pela estrutura parecem contribuir para a variagdo de sua distribuicdo especifica
nas diversas classes de lipoproteinas ja que, no plasma, os carotendides sao
transportados exclusivamente por elas (Krinsky e col., 1958, Parker, 1996;
Clinton, 1998). Especula-se que carotenoides muito lipofilicos como o licopeno
s&o encontrados dentro da regido hidrofobica da lipoproteina, ao passo que
carotendides que possuem grupos polares se estendem parcialmente sobre a
interface aquosa da superficie das lipoproteinas (Clinton, 1998).

Experimentos de biodisponibilidade, embora apresentem resultados
simples, sdo muito importantes para estudos em que se procuram verificar o
efeito antioxidante dos carotendides. Glise e col. (1998) ja haviam feito estudos
semelhantes com o B-caroteno em camundongos, verificando seu maximo de
absorgao apds 2 h. Vale ressaltar que ratos nao sdo modelos exemplares de
estudos para carotenéides ja que, a absorgdo destes compostos em ratos é

diferente da absorcdo em humanos (Lee e col., 1999). Um dos melhores modelos
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para estudos com o p-caroteno sdo os furbes, pois estes apresentam um
aumento na concentragado de B-caroteno de 17-22 vezes, apds a suplementacéo
com este carotenoide. Este aumento é semelhante aos observados nos individuos
participantes das triagens humanas. Além disso, a arquitetura do pulmé&o, a
formacao dos produtos de oxidacdo do B-caroteno e os niveis de retinal, acido
retindico e do préprio B-caroteno sdo semelhantes aos dos humanos (Wang e
col., 1991; Wang e col., 1999).

O estudo da biodisponibilidade de carotendides em diferentes tipos de
alimentos, & certamente interessante. Gartner e col. (1997) verificaram que o
licopeno é mais biodisponivel em pasta de tomate que em tomates frescos. Os
niveis do licopeno obtidos a partir de tomates frescos e pasta de tomates foram
0,282 e 0,360 nmol/ mL de plasma, respectivamente. Ja, para o B-caroteno os
niveis ficaram praticamente iguais, sendo 0,220 nmol/ mL de plasma.

Numa comparacdo entre o nivel plasmatico de carotendides como o B-
caroteno e licopeno em individuos adultos, observou-se que em paises como 0s
Estados Unidos o nivel plasmatico de B-caroteno foi de 0,336 nmol/ mL de
plasma e do licopeno de 0,842 nmol/ mL de plasma. O nivel de licopeno é
extremamente alto comparado aos nivel de paises como Japéo (0,465 nmol/mL) e

Holanda (0,220 nmol/mL) (Apgar e col., 1996).

5.6 — LesGes em DNA de pulmées de ratos suplementados com B-caroteno e

expostos a fumaca de cigarro

Os estudos epidemiolégicos ATBC e CARET (Heinonem & Albanes,
1994; Omenn e col., 1996) mostraram uma tendéncia de aumento no nivel de
cancer em pulmdo de fumantes suplementados com p-caroteno, apés o
acompanhamento destes individuos por aproximadamente 6,5 e 5 anos,
respectivamente. Assim, na tentativa de investigar este mecanismo e apds os
resultados indicativos de um efeito pro-oxidante do B-caroteno que obtivemos em

nossos sistemas in vitro, realizamos experimentos in vivo, utilizando animais,
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suplementados com B-caroteno e expostos a fumaca de cigarro por 7, 30 e 180
dias.

Os resultados obtidos nos estudos com ratos indicaram aumento nos niveis
do 1,N?-edGuo nos animais suplementados por 7, 30 e 180 dias com B-caroteno
quando comparados aos animais tratados apenas com veiculo. Este resultado foi
supreendente, uma vez que, apesar das diversas evidéncias mostrando outras
fungdes fisiologicas dos carotendides além da atividade pro-vitamina A e de
estudos indicando reducé&o de risco de doengas, ndo existe até o momento provas
decisivas que indiquem recomendagbes dietarias 6timas ou toxicidade do pB-
caroteno. Apesar disso, nem nos tratamentos de longa-duragdo de pacientes com
protoporfiria eritrocitica que receberam altas doses de B-caroteno (20-180 mg/dia)
(Mathews-Roth, 1993), nem no estudo com profissionais da saude “Physician
Health Study” (25 mg/dia) (Hennekens e col., 1996), nenhuma toxicidade foi
observada. N&o existe até o0 momento nenhuma evidéncia que altas doses de
carotendides de fontes naturais sejam perigosas; ao contrario, dietas ricas em
alimentos contendo carotendides tém sido associadas com efeitos benéficos para
a saude (van den Berg e col,, 2000). Portanto, os dados obtidos com esse grupo
de estudo es&o apontando uma lesdo em DNA que, se n3o reparade, pode levar
a efeitos deletérios. Os dados aqui apresentados indicam que mais estudos s&o
necessarios para a compreensdo dos efeitos fisiolégicos do B-caroteno e das
doses de ingestao segura deste carotendide.

Com relagdo & exposicdo a fumaga de cigarro, os niveis do 1,N*edGuo
mostraram uma tendéncia de aumento aos 7 dias que foi revertida com 30 dias de
exposicdo, havendo novamente um aumento, agora significativo, apds 180 dias.
Estes dados podem estar indicando uma resposta adaptativa do organismo frente
ao agente agressor, induzindo enzimas antioxidantes e de reparo. Esta adaptacao
ja foi relatada por Lykkesfeldt e col. (2003), que observaram induc&o na atividade
da dehidroascorbato redutase, responsavel pela reciclagem de ascorbato em
eritrocitos de fumantes in vivo. Estudos complementares, aumentando o tempo
de exposicdo e o numero de animais, sdo necessarios para melhor avaliacdo
desta resposta. Vale ressaltar que Chen e col. (2003) mostraram a excrecdo
urinaria de 3,N*-eteno-citosina em amostras de urina de fumantes. Neste caso, os

niveis deste eteno aduto estavam significativamente aumentados (2,65 + 4,0
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ng/kg/g de creatinina) quando comparados aos controles (0,61 0,90 ng/kg/g de
creatinina). Os autores sugerem que a medida deste eteno aduto na urina pode
ser um biomarcador nédo invasivo para danos em DNA e estudos de prevencao de
cancer em fumantes (Chen e col., 2003).

Novamente, observamos um aumento nos niveis do eteno aduto no grupo
suplementado com [-caroteno e exposto a fumacga de cigarro quando comparado
ao grupo exposto apenas a fumacga de cigarro nos tratamentos de 7 e 180 dias.
Entretanto, ndo observamos o efeito sinergistico da fumaga com o carotendide,
uma vez que o grupo suplementado com [-caroteno ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo suplementado com p-caroteno e
exposto a fumaca de cigarro, indicando que o aumento no nivel do 1,A*-edGuo é
devido apenas a suplementagdo com o carotendide. Nao podemos, entretanto,
descartar a possibilidade deste aduto (1,N*-edGuo) ser instavel frente & situagées
altamente pro-oxidantes. De fato, dados obtidos por Martinez e col. (SBBq -
2002) indicam qgue esta lesdo € susceptivel ao ataque do '0,, levando a
recuperacdo da base original.

Para efeitos comparativos, avaliamos também os niveis de outra lesao, a
8-oxodGuo que vem sendo apontada como marcadora de estresse oxidativo
(Kasai e col., 1992; Breen & Murphy, 1995; Spassky & Angelov, 1997, Helbock e
col., 1999). Neste caso, os niveis de 8-oxodGuo estavam aumentados nos
animais suplementados com B-caroteno por 7 dias, voltaram para niveis normais
apos 30 dias e aumentaram significativamente apoés 180 dias de suplementac&o.
Ressaltamos que esses dados sdo similares aos obtidos para o eteno aduto, com
excecdo da reversdo no grupo tratado por 30 dias. Novamente, esses dados
podem estar indicando um efeito adaptativo com indu¢éo de enzimas de reparo.

Os grupos expostos a fumaca de cigarro apresentaram niveis menores
desta lesdo apds 7 dias (néo significativo) e apos 30 dias (significativo), mas néo
foram observadas alteragbes apés 180 dias. Novamente os dados podem estar
refletindo reparo, oxidacdo da 8-oxodGuo ou um efeito adaptativo (Wurzel e col.,
1995). Neste uitimo caso, os produtos de oxidagdo da 8-oxodGuo devem ser
monitorados para melhor compreensdo dos mecanismos responsaveis por esta
diminuicdo (Burrows & Muller, 1998). Vale ressaltar que Arif e col. (2001) também

nao verificaram aumento no nivel de 8-oxodGuo em pulmé&o de animais expostos
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a fumaca de cigarro por 6 h por dia, em estudo realizado durante 1, 2, 4 e 12
semanas.

O grupo exposto a fumaca de cigarro e suplementado com [-caroteno
quando comparado ao grupo apenas exposto a fumaga novamente apresentou
diminuicdo nos niveis de 8-oxodGuo, o que poderia, a primeira vista, estar
indicando um efeito protetor do carotendide, como o descrito por Lee e col,
(1998) que observaram uma diminui¢do do nivel de 8-oxodGuo em fumantes
suplementados com antioxidantes (3-caroteno e vitaminas C e E) por 4 semanas;
entretanto, considerando os resultados acima, a oxidagdo da 8-oxodGuo néo
pode ser descartada. Apos 180 dias, observamos aumento significativo da les&o.
Surpreendentemente, quando comparamos o0s grupos suplementado com j3-
caroteno com 0s grupos que foram exposto a fumacga de cigarro e suplementados
com o carotendide, observamos nos 3 tratamentos uma diminuicdo significativa
nos niveis de 8-oxodGuo. Esses dados sugerem que a utilizacdo de lesdes
oxidativas como a 8-oxodGuo como marcadores de estresse oxidativo in vivo
deve ser criticamente observada, uma vez que mecanismos de reparc podem
estar constantemente atuando e a facilidade de oxidagdo desta lesdo pode levar a
nive.s menores que ndo estdo refletindo mecanismos de protecdo, mas sim
excesso de agentes oxidantes.

Por outro lado, a literatura relata que a glutationa participa efetivamente
na prote¢cdo dos danos causados pela fumaca ao DNA e a proteinas (Park e col.,
1998; Muscat e col., 2004), sendo ja verificada a formagao de modificagbes em
glutationa por fumaga de cigarro (Reddy e col., 2002). Recentemente foi verificada
que a fase particulada da fumacga de cigarro aumenta o nivel de enzimas como
MnSOD (superdxido dismutase) (Stringer e col, 2004).

Diversos estudos in vivo fortalecem a hipotese de que o B-caroteno em
algumas situagbes deve agir como agente pré-oxidante. Wang e col. (1999)
mostraram um aumento do nivel pulmonar de f-caroteno nos animais
suplementados e sua drastica redugcao naqueles expostos a fumaca de cigarro.
Este estudo também indica um aumento significativo de apo-carotenais no pulméio
dos animais expostos & fumacga, provavelmente devido a clivagem excéntrica do
B-caroteno (Wang e col., 1999). Em estudo mais recente, Liu e col., (2003)

verificaram que a exposicdo a fumaga de cigarro e/ou a suplementacdo com
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doses farmacolégicas de B-caroteno (2,4 mg/kg.dia, equivalente a 30 mg/dia em
adutos de 60-70 Kg) levaram a inducdo do nivel de enzimas do citocromo P450
CYP1A1 e CYP1A2 em tecidos pulmonares de furbes. Esses dados sugerem gue
baixos niveis de acido retindico no pulmdo de animais expostos a fumaca de
cigarro e/ou B-caroteno pode ter causado um aumento no catabolismo do acido
retindico, que € um modulador da proliferagdo celular e diferenciagédo em células
epiteliais de pulmé&o, pela indugcdo de enzimas do citocromo P450. Os dados
sugerem um dos possiveis mecanismos de aumento da carcinogénese puimonar
observado em fumantes suplementados com B-caroteno (Liu e col., 2003). Em
estudos anteriores, este grupo ja havia verificado que a exposi¢do a fumaga de
cigarro, doses farmacologicas de p-caroteno e a combinacdo de ambos
diminuiram a concentragéo de acido retindico em pulmao de furées e tambeém
levaram a uma diminuicdo da sinalizacdo por retindides, aumentando assim, a
proliferagdo celular (Wang e col., 1999; Liu e col., 2000), em doses maiores, 0 [3-
caroteno combinado a exposicdo a fumacga diminuiu ainda mais o nivel de acido
retindico (Wolf, 2002).

Baker e col. (1999) verificaram que o (-caroteno pode reagir com
oxidantes da fumaca de cigarro e que, na presenga deste carotendide, o
condensado da fumaca pode agir significativamente como um agente de
transformacéo celular em tratamentos agudos e crénicos (Perocco e col, 1999). O
aumento da atividade de transformacao celular pode ser devido a ativagao do [-
caroteno pelo aparato do citocromo P450 (Perocco e col., 1999; Paolini e col.,
2001). O esquema 5.2 (Palozza, 1998) ilustra uma possivel rota de agdo do -
caroteno como agente pré-carcinogénico quando em altas doses, o que explicaria

a maior incidéncia de cancer pulmonar em individuos fumantes.
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Esquema. 5.2: Possivel mecanismo pelo qual a alta concentragdo do p-caroteno pode

levar ao risco de cancer de pulmao em fumantes (Palozza, 1998).

A literatura relata ainda que o DNA de tecidos de fumantes apresenta um
aumento das lesées em DNA, medidas também pela excre¢ao urinaria da 8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OHdGuo). A medida de 8-OHdGuo urinaria tem sido
apontada como um biomarcador sensivel, no caso de fumantes e motoristas de
taxi (Chuang e col., 2003).

Foi verificado também que em esperma de fumantes ha elevada
frequéncia de quebras em DNA, adutos, danos oxidativos, assim como em recem
nascidos, filhos de méaes fumantes (Demarini, 2004).

Nossos dados tanto do nivel de 8-oxodGuo quanto do nivel de 1,N’-
edGuo indicaram que o B-caroteno in vivo induz o aumento de duas lesdes
comprovadamente mutagénicas nos animais suplementados com este
carotenoide. Novamente, ressaltamos que o 4-oxo-2-pentenal foi detectado como
um dos produtos de degradacdo do B-caroteno (Padula e col, 1999). Este
composto tem reatividade similar & do 4-oxo-2-nonenal, reconhecido como capaz

de levar a produgao de eteno adutos com dAdo, dGuo e dCyd (Lee e col., 2000).
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Hurst e col. (2004) demonstraram que o B-caroteno e o licopeno s&o altamente
oxidados.-na presenca de fumacga de cigarro, assim a formagéo dos produtos de
oxidagc&o aumentam o numero de compostos quimicos passiveis de reacdo com
bases do DNA e, conseqlentemente, a formacdo de lesbes como as aqui
estudadas.

Novamente, esses dados juntamente com os demais estudos realizados
podem auxiliar na compreensdo de resuitados dos estudos epidemioldgicos
(ATBC e CARET) nos quais foi observada uma tendéncia de aumento de cancer
de pulmao em individuos fumantes suplementados com B-caroteno. Entretanto, é
importante ressaltar que segundo dados publicados recentemente (Mannisto e
col., 2004), o B-caroteno presente em niveis normais na dieta ndo levou a nenhum
aumento no indice de cancer, ao passo que a B-criptoxantina mostrou uma
pequena diminui¢do no risco de cancer pulmonar. Sendo assim, apesar do cigarro
ser um fator fortemente indutor do risco de céncer pulmonar, a ingestao de
alimentos ricos em B-criptoxantina, como frutas citricas, pode diminuir o risco

mesmo que de maneira bem modesta (Mannisto e col. 2004).
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5.7 - Comunicag¢do intercelular via jun¢gées comunicantes induzida por

produtos de oxidagdo do B-caroteno e da zeaxantina

Carotenoides participam de mecanismos basicos de proliferagéo celular,
sinalizadores de fatores de crescimento, comunicag¢do intercelular via jungées
comunicantes, ativacao da expressao génica, aléem de produzirem alteragdes na
expressao de muitas proteinas participantes destes processos como por exemplo,
conexinas, ciclinas. A alteracdo na expressao de proteinas sugere que oS
carotendides ou seus derivados podem ativar receptores nucleares alem dos

receptores de &cido retindico (Sharoni e col. 2004).

A comunicag¢do intercelular via jungdes comunicantes (GJC) é estimulada
pela regulacdo da expressao da conexina 43. A comunicagao intercelular via
jungdes comunicantes esta envolvida no controle de crescimento de células pre-
carcinogénicas e um aumento nesta comunicacio esta correlacionada com uma
inibicdo do crescimento. Os mecanismos bioldgicos responsaveis pelo controle da
comunicagdo intercelular via jungdes comunicantes pelos carotendides ainda nao
foram totalmente elucidados, entretanto seus metabdlitos como carotendides e
retindides devem ser responsaveis por pelo menos uma parte deste efeito (Stahl e

col., 2000).

Nossos experimentos também incluiram o estudo do efeito do B-caroteno
e da zeaxantina, assim como de seus produtos de oxidagdo na comunicacdo
intercelular via jungdées comunicantes. Neles, verificamos que o0s produtos
oxidados tanto da zeaxantina (1,8 uM) quanto do B-caroteno (1,8 uM) levaram a
uma indugdo nas comunicagao intercelular comparados aos obtidos pelo controle
positivo, acido retindico. Ja, em concentragdes superiores, (18 uM) foi observada
uma diminuigdo no numero de células comunicantes, o que pode estar
relacionado com a diminuigdo da viabilidade das células nestas concentracdes. Os
resultados indicam que os produtos da oxidagdo destes carotendides, quando em
baixa concentragdo, levam a um efeito benéfico para as células, o que nao
acontece quando em altas concentragbes. O B-apo-8’-carotenal também

aumentou o numero de células comunicantes na concentragdo utlizada.
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Comparando-se os carotendides [-caroteno e zeaxantina com seus
produtos de oxidagé&o (figuras 4.42 e 4.43), verificamos que tanto os carotenoides
oxidados quanto os carotenodides de origem apresentaram efeitos semelhantes de
indugdo no numero de células comunicantes comparadas ao controle tanto no
tratamento por 24 h quanto por 72 h. O aumento do numero de células
comunicantes nos tratamentos com os produtos oxidados da zeaxantina e do (-
caroteno estdo ilustrados nas figuras 4.44 e 4.45..

Outros carotendides oxidados como cantaxantina também levam a um
aumento na comunicacao celular (Hanusch e col., 1995). Destacamos que 0
licopeno e seus produtos de oxidagdo também levaram a um aumento na

comunicagéo intercelular, em estudos semelhantes (Livny e col., 2002; Aust e col.,
2003).

Recentemente, foi verificado em cultura celular de células carcinogénicas
(10T1/2) que tanto retindides como carotendides constituintes da dieta inibiram
reversivelmente transformacdes neoplasticas na fase de pos-iniciagdo da
carcinogénese. Esta atividade se correlaciona fortemente com sua habilidade de
aumentar a comunicag&o intercelular via jungées comunicantes pela regulagao da
expressdo do gene CX43 (Conexina 43). As conexinas fazem parie da unidade
estrutural das jungdes comunicantes, organelas que permitem a transferéncia
direta de sinais, nutrientes e de residuos de produtos entre as células em contato.
O gene CX 43 é o membro de maior expressao da familia dos genes das jungodes
comunicantes; foi demonstrado sua que falta de expressdo € altamente
correlacionada a muitas condicfes pré-malignas e casos de cancer em seres
humanos (Bertram, 2004).

Nossos estudos de andlise de lesées em DNA e também da comunicagao
intercelular via jungbes comunicantes, mostraram dois possiveis efeitos do B-
caroteno e de seus derivados: efeito pro-oxidante e protetor. Se por um lado o j3-
caroteno e alguns de seus produtos de oxidacdo levam a um aumento no nivel
das les6es de DNA aqui estudadas, também foi verificado um efeito protetor
mostrado nos resultados de comunicagao intercelular via jungdes comunicantes,
mostrando que a capacidade dos carotenodides em atuar em diversos tipos de

sistemas bioldgicos € muito ampla.
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No contexto de saude publica, ao mesmo tempo que os beneficios de
uma dieta rica em frutas e vegetais deve continuar a ser enfatizada, o caso do (-
caroteno mostra um exemplo de adverténcia para a necessidade de se considerar
possiveis efeitos de suplementos isolados da dieta antes de triagens clinicas em
massa serem iniciadas. Isto é realmente importante em individuos expostos a
agentes mutagénicos e carcinogénicos presentes no meio ambiente, como os
encontrados na fumacga de cigarro e em componentes industriais. Além disso,
antes das triagens clinicas serem iniciadas, uma rigorosa caracterizagdo
toxicologica dos agentes preventivos devem ser realizadas, usando modelos tanto

in vitro quanto in vivo (Paolini e col., 2003).
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6 — CONCLUSOES

Diversos estudos in vitro e in vivo sugerem um efeito protetor do -
caroteno contra cancer. Entretanto, estudos epidemiolégicos mostram um
aumento na incidéncia de cancer pulmonar em individuos fumantes
suplementados com B-caroteno (Heinonem & Albanes, 1994; Omenn e col, 19964,
b). Sabe-se que este carotendide pode sofrer oxidagdo levando a formagéo de
compostos como aldeidos, entre outros (Handelman, e col., 1991; Padula e col,,
1999); estes, por sua vez sdo capazes de ligarem-se ao DNA, formando adutos
(revisado por Loureiro e col., 2002a). Estudos in vitro e in vivo mostram a
possibilidade dos metabolitos do p-caroteno agirem como agentes pré-
carcinogénicos (Paolini e col, 1999; Perocco e col, 1999; Salgo e col 1999; Wang
& Russell, 1999; Arora e col., 2001; Yeh e col., 2003).

Uma vez que adutos podem ser formados a partir de um numero
apreciavel de agentes mutagénicos e carcinogénicos, vem aumentando o
interesse nestes compostos como biomarcadores de exposicdo ao risco de
cancer associado a uma série de fatores como estresse oxidativo, processos
inflamatorios e infecciosos.

No presente trabalho, identificamos, caracterizamos e quantificamos a
formagéo do aduto 1,M*-edGuo como produto da reagéo da 2’-desoxiguanosina
(dGuo) e em DNA com B-caroteno e dois de seus produtos de oxidag&o: retinal e
B-apo-8°-carotenal. Para fins comparativos, também foram quantificados os niveis
de outra lesdo, que vem sendo utilizada como marcador de oxidacdo em DNA, a
8-oxodGuo. O aumento de ambas as lesdes nos tratamentos com os carotenéides
foi verificado.

Para permitir a quantificagdo de niveis de eteno aduto in vivo, foi
desenvolvido método ulira-sensivel baseado em LC/ESI/MS-MS, que permitiu a
quantificagao da lesao em DNA na ordem de fentomols.

Estudos com células de pulm&o em cultura tratadas com o B-caroteno e
seus produtos de oxidagado também mostraram aumentos nas duas lesdes.

Para comprovagdo de que os adutos também eram formados in vivo,

foram quantificados os niveis de 1,N*-edGuo e de 8-oxodGuo em DNA de pulméo
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de ratos expostos a fumaca de cigarro e suplementados com -caroteno por 7, 30
e 180 dias. Os niveis de 1,A -edGuo mostraram-se elevados nos grupos
suplementados com B-caroteno comparados ao grupo veiculo e também nos
grupos suplementados com -caroteno e expostos a fumaga quando comparados
aos grupos apenas expostos a fumaca. Entretanto, ndo observamos efeito de
aumento sinergistico nos niveis de adutos nos animais suplementados com p-
caroteno e expostos a fumaca de cigarro quando comparados ao grupo apenas
suplementado. Ressalta-se que os estudos com ratos foram efetuados em uma
escala piloto e precisam ser ampliados para conclusdes definitivas.

Considerando que fumantes provavelmente apresentam niveis mais
elevados de produtos de oxidacdo do B-caroteno que nao fumantes (Salgo e col.,
1999), e que os adutos 1,N°-edGuo e 8-oxodGuo sdo comprovadamente
mutagénicos (Moller & Wallin, 1998; Langouét e col., 1997; Langouét e col., 1998),
os resultados aqui in vitro apresentados, sugerem que essas duas lesdes em DNA
podem estar envolvidas no mecanismo de carcinogénese em individuos
suplementados com altas doses de B-caroteno e expostos a oxidantes.

Nossos estudos também mostraram que os produtos de oxidagio do B-
caroteno sdo capazes de levar ao aumento da comunicagdo intercelular via
jungbes comunicantes. Estes dados juntamente com nossos dados que
demonstram um aumento na formagédo de lesées mutagénicas no DNA por esta
classe de composto, demonstram que a capacidade dos carotendides em atuar

em sistemas biologicos diferentes € muito ampla.
O esquema a seguir (esquema 6.1) ilustra um possivel mecanismo de

acao do 3-caroteno verificado em nossos estudos.
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Bases oxidadas

Fumaca de Cigarro (Oxidantes)

+ B-Caroteno

|

B-Apo-8" -carotenal
Retinal
4-Oxo-2-pentenal

Quebras na cadeia  ¥TTTT e DNA

A
l : Reparo

Adutos de DNA
(1, AP-edGuo / 8-oxod6Guo)

¢
Mutagénese

\

Cancer (?)

Conclusées

Esquema 6.1: Possiveis consequéncias da formacédo de adutos de DNA frente a

exposicado de B-caroteno.
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