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- RESUMO

Apesar de diversos estudos in vftro e em populações indicarem um efeito

protetor do [3-caroteno em sistemas biológicos, estudos epidemiológicos como o "The

Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention Study" (ATBC) e o "The Beta­

Carotene and Retinol Efficacy Trial" (CARET) mostraram um aumento na incidência de

câncer pulmonar em indivíduos fumantes suplementados com [3-caroteno. Essa ação

contraditória tem sido chamada na literatura de "Paradoxo do ~Caroteno". Sabe-se

que este carotenóide sob altas pressões de oxigênio ou na presença de peróxidos

pode sofrer oxidação e levar a formação de compostos como aldeídos, epóxidos, etc,

que são capazes de se adicionarem covalentemente ao DNA. Estudos, in vftro e in vivo

têm demonstrado a possibilidade de os metabólitos do [3-caroteno agirem como

agentes pró-carcinogênicos. Estes agentes quando ativados quimicamente podem

levar à formação de adutos de DNA. Já se sabe que alguns desses adutos encontram­

se em níveis aumentados em diversas situações de risco de câncer. Diversos grupos,

incluindo o nosso, têm demonstrado a formação de lesões em DNA a partir de

aldeídos e epóxidos exógenos ou gerados endogenamente.

O presente trabalho mostra que a reação do [3-caroteno e dois de seus

produtos de oxidação, retinal e [3-apo-8'-carotenal, com 2'-desoxiguanosina e DNA

leva à formação de adutos. Dentre os adutos formados, foi caracterizado o aduto 1,N2­

eteno-2'-desoxiguanosina (1 ,N2-edGuo). Os níveis de outro aduto de DNA, a 8-oxo-7,8­

dihidro-2'-deoxiguanosina (8-oxodGuo), também foram monitoradas para estudo

comparativo. A formação dos adutos também foi verificada em fibroblastos normais de

pulmão humano (linhagem IMR-90) expostos ao (3-caroteno e aos seus produtos de

oxidação.

Experimentos com ratos suplementados com J3-caroteno e expostos à fumaça

de cigarro em períodos de 7, 30 e 180 dias, mostraram níveis aumentados de 1,N2­

edGuo nos animais suplementados com o carotenóide comparado ao grupo veículo.

Aumento no nível de 8-oxodGuo também foi verificado nos tratamentos de 7 e 180

dias. Um aumento significativo no nível do eteno aduto também foi verificado nos

animais suplementados com [3-caroteno e expostos à fumaça de cigarro, comparado
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ao grupo apenas exposto à fumaça após 7 e 180 dias de exposição. Nestes mesmos

grupos, o aumento do 8-oxodGuo só foi observado no tratamento por 180 dias.

Sabendo que estas lesões são comprovadamente mutagênicas, nossos estudos

podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na formação de

câncer em fumantes suplementados ou não com J3-caroteno.
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-ABSTRACT

Despite several studies performed in vitro and in population indicate a

protector effect of l3-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 l3-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. lhe possibility that l3-carotene

oxidation products can act as pro carcinogenic agents is under investigation. lhese

products can be activated by peroxides, ar 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 l3-carotene, and two of its oxidation

products, retinal and l3-apo-8'-carotenal, with 2'-deoxyguanosine to evaluate their DNA

damaging potential. A known mutagenic adduct, 1,N2-etheno-2'-deoxyguanosine (1 ,N:t._

edGuo) was isolated and characterized on the basis of its spectroscopic features. After

treatment of calf thymus DNA with l3-carotene or l3-carotene oxidation products,

significantly increased leveis of the etheno adduct were detected and quantified in DNA

by a sensitive LC/ESI/MS-MS technique. For comparative purposes, leveis of 8-oxo­

7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine were also evaluated (8-oxodGuo). Leveis of these

lesions were also increased. Exposure of human lung cells (IMR 90) to the carotenoids

also leads to increased leveis of the two adducts.

As the main noteworthy result, rats supplemented with l3-carotene for 7, 30,

and 180 days showed significantly higher lung DNA concentrations of the 1,N2-edGuo

adduct than those of the control group. lhe levei of 8-oxodGuo was also increased

after 7 and 180 days in the group supplemented with the carotenoid. Rats

supplemented with l3-carotene and exposed to cigarette smoke for 7 and 180 days also

showed significantly increased leveis of the adduct 1,N2-edGuo when compared with
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the group exposed to cigarette smoke. In the same groups levei 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 [3-carotene

and lung cancer in smokers.
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Introáucão

1 - INTRODUÇÃO

'1.1- Radicais Livres e Estresse Oxidativo:

1.1.1 - O que são radicais livres e como reagem:

Radicais livres são quaisquer espécies capazes de existirem

independentemente e que contêm um ou mais elétrons desemparelhados, Um

elétron desemparelhado é aquele que ocupa sozinho um orbital atômico ou

molecular. Há muitos radicais livres, sendo que o mais simples deles é o

hidrogênio,1 1H, que possui apenas um elétron que está desemparelhado,

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

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

X ---+ e- + X·+ (eq.1)

Y + e- ---+ + Y·- (eq.2)

Os radicais livres podem ainda ser formados quando uma ligação covalente

é quebrada. Se cada um dos elétrons desta ligação ficar com um dos átomos que

formavam a ligação, o processo é conhecido como fissão homolítica; se os dois

elétrons da ligação ficarem com apenas um dos átomos da ligação covalente, ela

é conhecida como fissão heterolítica (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os principais tipos de reações entre radicais livres são: dimerização,

transferência de átomos (abstração de hidrogênio), adição, transferência de

elétrons, dismutação e cisão 13 (Augusto e coL, 1995). Estas reações estão

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

Como mostram as reações, os radicais livres podem reagir entre si,

compartilhando elétrons desemparelhados formando uma ligação covalente; ou

ainda podem reagir com uma espécie não radicalar e iniciar uma cadeia reacional

(Halliwell & Gutteridge, 1999). As reações de dimerização e de dismutaçao são

processos terminais, já que os radicais são destruídos, ao passo que as outras

reações são de processos de propagação, pois as espécies radicalares são

conservadas (Augusto e col., 1995).

Os termos "espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio", ROS ou RNS,

são muito utilizados pelos cientistas e incluem não só os radicais de oxigênio e

nitrogênio como também derivados fontes e derivados deles (Tabela 1.1.)

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

Radica/ares

Superóxido, 0 2
0

­

Hidroxila, HO°

Peroxila, R02°­

Alcoxila, RO°

Hidroperoxila, H02°-

Não radica/ares

Peróxido de Hidrogênio, H20 2

Ác. Hipocloroso, HOCI

Ozônio, 0 3

Oxigênio Singlete, 102 Cf1g)

Peroxinitrito,ONOO-

Espécies reativas de oxigênio (ROS) são produzidas em condições

normais no organismo como por exemplo, no complexo xantinal xantina oxidase,

em células fagocíticas, pelo vazamento de elétrons da cadeia de transporte de

elétrons mitocondrial e microssomal, resultando na formação do ânion radical

superóxido, entre outras fontes. Assim, o metabolismo celular normal é uma fonte

endógena de ROS, e são esses processos celulares (normalmente não

patológicos) que contribuem para o nível basal das lesões em DNA detectadas

em tecidos normais (Cooke e co!., 2003). Estas espécies também podem ser

formadas pela exposição a fatores exógenos como o tabaco, ozônio e poluentes

ambientais assim como no metabolismo de algumas drogas. Níveis aumentados

dessas espécies podem causar danos em DNA, em proteínas e em lipídios.

Assim é necessário que se tenha um balanço entre as espécies oxidantes e a

defesa antioxidante celular para evitar tais injúrias (Halliwell & Gutteridge, 1999;

Bartsch & Nair, 2000; Cooke e co!., 2003).

Certas atividades enzimáticas também podem gerar o ânion superóxido

via o "burst respiratório"; como já mencionado, as espécies reativas de oxigênio

podem ser liberadas das células fagocíticas destinadas a destruir células

infectadas por vírus ou bactérias. As espécies reativas de oxigênio podem

interagir com biomoléculas como DNA, proteínas, lipídios, membranas celulares,

levando a modificações e sérias conseqüências às células (Cooke e co!., 2003).
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1.1.2 - Espécies reativas de oxigênio e o estresse oxidativo

Em organismos aeróbicos saudáveis, a produção de espécies reativas de

oxigênio e de nitrogênio é aproximadamente balanceada pelas defesas do

sistema antioxidante. Antioxidantes biológicos são compostos que protegem

. sistemas biológicos contra efeitos deletérios de processos ou reações que

causam excessivas oxidações (Palozza, & Krinsky 1992). Se este balanço não é

perfeito, ou seja, se a concentração ou reatividade de ROS/RNS estiver superior à

de antioxidantes, podem ocorrer lesões e então é necessário que as moléculas

lesadas sejam reparadas (ex: DNA) ou trocadas (ex: proteínas oxidadas)

(Halliwell & Gutteridge, 1999; Gow & Ischiropoulos, 2001). Quando o balanço

entre as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio não estão em equilíbrio com a

defesa antioxidante, temos então o "estresse oxidativo". Sies, em 1991 definiu

estresse oxidativo como um distúrbio entre o balanço pró-oxidante/antioxidante

que pode levar a uma lesão em potencial, que por sua vez é chamada de "lesão

oxidativa" (Sies, 1991; Halliwell & Gutteridge, 1999).

O estresse oxidativo pode ser causado por uma diminuição na

concentração de antioxidantes. Como exemplos importantes de antioxidantes

tem-se o licopeno e o (3-caroteno, além de enzimas como superóxido dismutase,

glutationa peroxidase e catalase (Halliwell &Gutteridge, 1999).

Os radicais de oxigênio gerados durante a redução do oxigênio molecular

podem reagir com as bases de DNA ou resíduos de desoxirribose produzindo

bases oxidadas ou quebras na cadeia do DNA. Além disso, os oxi-radicais podem

oxidar lipídios ou moléculas protéicas gerando intermediários que reagem com o

DNA levando à formação de adutos. A replicação do DNA contendo estes danos

pode levar a mutações (Marnett, 2000).

1.2 - Lesões em DNA

O DNA é susceptível a danos químicos à temperatura e pH fisiológicos,

assim milhares de depurinações ocorrem em cada célula diariamente. Esta

instabilidade é crucial para a evolução biológica, já que ela leva a um pequeno

nível de mutações espontâneas no genoma. Isto é uma estratégia potencialmente
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perigosa, já que há sempre o risco de que a maquinaria de reparo de DNA não

seja totalmente eficiente e que os danos potencialmente deletérios não sejam

reparados, levando a uma inaceitável alta taxa de mutações (Shuker, 2002).

As lesões em DNA são uma importante causa de doenças genéticas.

Eventos químicos que levam a estes danos incluem hidrólise, oxidação e ataques

eletrofílicos (alquilações) à cadeia do DNA (Martinez e coL, 2003). Estas reações

são iniciadas pela exposição das células a agentes químicos exógenos, como

agentes do meio ambiente, constituintes dos alimentos, ou ainda podem resultar

de processos metabólicos (Marnett & Plastaras, 2001).

A correspondência entre certos tipos de danos ao DNA e o sistema

complementar de reparo levou à idéia de que a bioquímica celular normal leva a

intermediários que atacam o DNA. Como exemplo, tem-se a respiração, que leva

a formação de radicais hidroxila (HO·) que podem atacar o DNA em vários sítios

levando a danos característicos como aqueles que formam a 8-oxo-7,8-dihidro-2'­

desoxiguanosina (8-oxodGuo). Um mecanismo específico de reparo de DNA,

formamidopirimidima glicosilase, existe para a remoção desta lesão (Boiteux &

Lavai, 1997; Shuker, 2002).

A integração entre a síntese química e a biologia molecular possibilita

estratégias para a construção de modelos de DNA contendo lesões em pontos

definidos para que assim se possa avaliar o potencial mutagênico e o reparo

destas lesões (Marnett & Plastaras, 2001). Danos oxidativos em DNA podem ser

gerados pela reação entre esta molécula e espécies reativas de oxigênio. Esses

danos consistem em lesões nas bases, quebras na cadeia e ainda formação de

produtos de alquilação nas bases (Moller & Wallin, 1998). Muitos compostos

mutagênicos ambientais e carcinogênicos humanos reagem com o DNA

produzindo adutos ou outras formas de danos genômicos. Quando não

reparadas, essas lesões podem levar a erros na replicação, manifestadas por

mutações que podem contribuir para um processo carcinogênico ou mesmo de

envelhecimento e desenvolvimento de certas doenças crônicas (Ames & Gold,

1991). Os adutos, por exemplo, podem inibir a síntese de DNA, lisar eritrócitos

ou mesmo modificar a atividade de proteínas (Esterbauer e coL, 1991). No

princípio acreditava-se que os agentes exógenos fossem a maior fonte de danos

em DNA nos seres humanos, mas os avanços em técnicas de detecção ultra-
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sensíveis revelaram a existência de diversos e abundantes tipos de danos

resultantes de fontes endógenas (Marnett & Plastaras, 2001 ).Dentre estes danos

podemos citar os sítios apurínicos/apirimidínicos (sítios AP) que são produzidos

'por hidrólise espontânea, alquilações e oxidações de bases, entre outras.

Embora quase sempre reparadas (Menisoglu & Samson, 2000), os sítios AP

induzem substituições nos pares de bases e outros tipos de mutações já

detectadas (Gentil e coL, 1990; Lawrence e coL, 1990, Jackson e coL, 1998;

Marnett& Plastaras, 2001).

Dentre as espécies reativas de oxigênio uma das mais reativas é o radical

hidroxila (HO") (Cooke e coL, 2003). Como já mencionado, o ataque de radicais de

oxigênio ao DNA leva a cisões em sua cadeia e também a bases oxidadas

(Marnett & Plastaras, 2001; Cooke e coL, 2003). Um dano frequente e pré­

mutagênico causado por radicais hidroxila é a oxidação da base 2'­

desoxiguanosina, a 8-oxodGuo, que leva à transversões G ~ T quando o aduto é

replicado em plasmídeo em E. col; (Moller & Wallin, 1998; Klungland e coL, 1999).

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem levar ainda à

oxidação de lipídios. Isto resulta na formação de produtos como o trans-4-hidroxi­

2-nonenal (HNE), trans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE), malonaldeído e crotonaldeído,

que participam, por exemplo, da etiologia do câncer de colo retal (Bartsch e coL,

1999). Esses intermediários podem reagir diretamente com bases do DNA para

formar adutos exocíclicos, uma vez que as bases do DNA são susceptíveis a

ataques de reagentes nucleofílicos (Koc & Swenberg, 2002). O padrão de danos

induzidos em DNA por esses aldeídos é bem diversificado, uma vez que os adutos

podem ser formados tanto através da reação direta dos aldeídos com as bases do

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

1.2.1- Oxidação do DNA

Modificações em DNA causadas pela exposição a espécies reativas de

oxigênio e nitrogênio são eventos iniciais envolvidos na indução de efeitos

mutagênicos e letais (Ravanat e coL, 2000).

Há muitos agentes oxidantes responsáveis pela produção de lesões em

DNA. Um dos efeitos da radiação por UVA é a foto-oxidação do DNA celular

(Ravanat e coL, 2000). O radical hidroxila (HOO) é extremamente reativo, sendo
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capaz de oxidar bases de DNA, além de abstrair átomos de hidrogênio dos ácidos

graxos insaturados formando produtos de lipoperoxidação. Provavelmente o

radical HO· participa da oxidação endógena do DNA, entretanto não é o HO· livre

gerado num compartimento celular que difunde para o núcleo. A reatividade do

HO· é tão grande que ele não se difunde mais que um ou dois diâmetros

moleculares antes de reagir com outro componente celular. Para que o HO· oxide

o DNA, ele deve ser gerado imediatamente perto do ácido nucléico (formação

sítio-específica). E provável então que o peróxido de hidrogênio (HzOz) sirva como

uma fonte difusível de HO·, que seria gerado quando HzOz se encontra na

presença de metais como o ferro via reação de Fenton. Na presença oe cobre, o

mesmo poderia ocorrer (Marnett, 2000).

FeL'" + HzOz~ Fe"'" + HO· + HO- (Reação de Fenton)

Cu+ + HzOz~ CuL+ + HO· + HO-

Outro oxidante importante é o peroxinitrito, que é estável em pH alcalino,

mas quando protonado (pKa =6,6) ele se decompõe gerando N03-, HO· e ·NOz,

que é capaz de oxidar diversas biomoléculas (Augusto e coL, 2002).

Baixos níveis de produtos de bases oxidadas estão presentes em DNA

de tecidos normais (Cooke e coL, 2003). Entretanto, esses níveis aumentam em

condições inflamatórias (Wiseman & Halliwell, 1996) e também em indivíduos

submetidos ao estresse oxidativo, como por exemplo, aquele induzido por fumaça

de cigarro (Chen e coL, 2004). Alguns destes produtos de bases lesadas são

excretados pela urina, provavelmente devido aos processos de reparo do DNA

(Chen e coL, 2004).

A medida de danos por oxidação de bases em DNA ce:ular continua

recebendo atenção devido à necessidade de dados exatos do nível das bases

oxidadas em DNA in vivo. Neste sentido, a otimização de métodos de extração de

DNA e a disponibilização de métodos como a cromatografia líquida acoplada à

espectrometria de massas (LC/ESI/MS-MS), constituem grandes progressos

(Cadet e coL, 2002). Entretanto, para a quantificação de baixos níveis 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 111 (endo 111) para

quebrar DNA oxidados em sítios modificados de purinas e piridimidinas

respectivamente é mais apropriado (Collins & Horvathova, 2001).

Algumas das oxidações em bases do DNA estão mostradas na figura a

seguir (Fig. 1.1).

5-hidroxiuracila8-oxodG
8-oxodA

I o H

léc~o H'N~J:jo :l~OH
N N I o N

I I
dR dR dR

~
NH2 OH

N:;::/"

O~ I
N OH
I
dR

ot10H

N
I
dR

5,6 dihidroxi-desoxicitosina 5-hidroxi-desoxicitosina

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

Como já mencionado, um dano bastante comum causado pelo radical

hidroxila, oxigênio singlete e radicais peroxila (ROOO) é a oxidação da guanina, a

8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo) que leva a transições G ~ T

(Moller & Wallin, 1998; Lim e col., 2004). Muitos estudos vêm sendo realizados na

tentativa de se elucidar as reações de oxidação das bases purínicas. Vale

ressaltar que a guanina, por possuir o menor potencial de ionização entre os

componentes dos ácidos nucléicos, é o alvo preferencial da oxidação; entretanto

todas as bases são passíveis de oxidação (Cadet e col, 2003). O produto de sua

oxidação, a 8-oxodGuo possui um potencial de oxidação menor que o da guanina

(Ravanat e col., 2003), sendo assim, a 8-oxodGuo torna-se um alvo favorável 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

também contribui para a proteção 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 lesões posteriores. Quando

liberada no citossol, ela parece prover um efeito protetor agindo como

seqüestradora. Sendo assim, a 8-oxodGuo pode ser chamada de "molécula

suicida" já que é atacada preferencialmente pelo estresse oxidativo e se sacrifica

para proteger outras moléculas (Kim e col., 2004).

A oxidação da 8-oxodGuo por oxigênio singlete está mostrada no

esquema 1.2 (Martinez e col., 2003).
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dOxa

1 dGhOX
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~ ~ H

HO/Y"YdR

O O

dIz

dOz

JH,O

"N 0---;'
H X~~R
H N N N

2 H

8-oxodGuo 5-00H-8-oxodGuo

O O ~H

~ 102 ~OH

HN ~I~)=o ! I )=o
H,N~ \ H,N~'" \ '" '"

dR/ J dR '" ~

:tHH H---;''' O H

N
1

",)=o HN=<~ Jl Y)=o
H I\I~N NH HzN N~

'Z' \ I \
dR dR dR

5-0H-8-oxodGuo

J

HN~H
HNh N~OH /

dR

dSp

--.~ cadeia de DNA ---~~ nucleosídeo R =2'-desoxirribose

Esquema 1.2: Produtos predominantes da oxidação da 8-oxodGuo por 102 . A reação

com o 102 da origem ao 5-hidroperóxido (5-00H-8-oxodGuo) que se decompõe em:

dSp, diz. dOz e dGhox
. Em cadeia de DNA a dGhox dá origem ao dOxa.

Legenda: dSp: Nucleosídeo da espiroiminodihidantoína; diz: 2-amino-5-[(2'-desoxi-l3­

D-erythro-pentofuranosil) amino]-4H-imidazol-4-ona; dOz: 2,2-diamino-4-[2'-desoxi-,8­

D-eryfhro-pentofuranosil) amino]-5-(2H)-oxazolona; dGhox
: guanidinohidantoína 2'­

desoxirribunucleosídeo oxidado; dOxa: ácido oxalúrico 2'-desoxirribonucleosídeo.
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1.2.1.1 - Oxidação do DNA: Reparo

A existência de sistemas para remover bases oxidadas de DNA é uma

forte evidência da ocorrência de danos em DNA espontâneos através das

diferentes formas de vida. Os principais mecanismos celulares de reparo são:

reparo por excisão de base (SER) que envolve a remoção de lesões pela ação de

glicosilases; reparo por excisão de nucleotídeo (NER), um processo mais

complexo que envolve a remoção de um oligonucleotídeo contendo a lesão;

reparo por pareamendo errado de bases (MMR), envolvido na correção de bases

erradas durante a replicação. Existe também o reparo por recombinação, que

consiste no reparo de quebras na cadeia dupla do DNA. A 8-oxodGuo é reparada

principalmente por SER, ao passo que adutos de malonaldeído, propano adutos e

adutos de PAH (hidrocarbonetos policíclicos aromáticos) estáveis são reparados

por NER (Sraithwaite e col., 1999). A identidade dos produtos formados nos

processos é importante já que a detecção 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 são a formamidopirimidina-DNA-glicosilase (FPG ou MutM) e MutY­

glicosilase. A enzima FPG remove 8-oxodGuo quando pareada com a citosina

(Soiteux e col., 1992); já a MutY-glicosilase remove a adenina quando pareada

com a 8-oxodGuo (Michaels e coL, 1992). Juntas, estas enzimas reduzem o

potencial mutagênico destas espécies. Soiteux e col. (2002) verificaram que S.

cerevisiae utiliza algumas estratégias para prevenir a indução de mutagenicidade

causada pela 8-oxodGuo. O reparo por excisão de base (SER) é o maior

contribuinte, sendo que o reparo por excisão de nucleotídeo (NER) é utilizado em

segundo plano. O reparo por pareamento errado de bases (MMR) é utilizado

quando as adenosinas são incorporadas pareando com a 8-oxodGuo. A

polimerase II também participa, adicionando preferencialmente a citosina no

pareamento com a lesão. A inativação do gene OGG1 em leveduras, levou a

observação de um fenótipo mutante específico para a geração de transversões

GC ---+ TA, relacionadas com a ocorrência de 8-oxodGuo (Soiteux e col., 2002).

Estudos mais recentes mostram que a 8-oxodGuo, dGh e Sp também são
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reparadas pelas glicosilases 0881 e 08G2 de leveduras e também pela 0881

humana (Leipold e cal., 2003).

1.2.2 - Adutos de DNA (Propano adutos e adutos de malonaldeído)

Aldeídos a,~-insaturados, ou variantes estruturais dos mesmos

(hidroxialcenais e epoxialdeídos), assim como malonaldeído são agentes

alquilantes com capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofílicos

presentes no ONA, em proteínas, e peptídeos, provocando alterações nas funções

destas moléculas. Os produtos formados pela alqui/ação do ONA com estes

compostos são chamados de adutos de ONA (revisado por Loureiro e cal., 2002a).

O malonaldeído (MOA) é um dos produtos gerados na peroxidação lipídica.

Muitos estudos relatam sua mutagenicidade em bactéria, em células de mamífero

e sua carcinogenicidade em ratos. Além do malonaldeído, outros aldeídos gerados

endogenamente podem contribuir para o conjunto de danos basais encontrados

no ONA; dentre eles: os hidroxialcenais, trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e o

trans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE). A reatividade dos 4-hidroxialcenais é devida à

presença de três grupos funcionais principais em suas estruturas: o grupo aldeído,

a dupla ligação e o grupo hidroxila. A sua habilidade em reagir rapidamente com

. nucleófilos contribui para sua toxicidade. Os adutos formados pelos 4­

hidroxialcenais são chamados de propano adutos, embora o malonaldeído

também possa formar este tipo de aduto (revisado por Loureiro e cal., 2002a).

Os adutos formados a partir do malonaldeído e dos 4-hidroxialcenais estão

mostrados na figura 1.2.
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Fig. 1.2: Adutos formados a partir do malonaldeído e de hidroxialcenais.

1.2.3- Eteno adutos

Muitos dos adutos de DNA oriundos de carcinógenos químicos são

formados devido à habilidade dos agentes químicos em modular o metabolismo

dos carcinógenos, um fenômeno conhecido como indução enzimática. As enzimas

do citocromo P450 possuem um envolvimento no metabolismo destes

carcinógenos (aldeídos, haletos de vinila, haloalcanos, cetonas) tanto na

bioativação como detoxificação (Guengerich, 2001). No processo de detoxificação,

eles podem ser ativados a espécies, como os epóxidos, que são reativos frente ao

DNA; esta ativação também pode ocorrer via peróxidos, presentes no organismo

(Mamett, 2000).

Nos últimos anos, tem sido dada grande atenção a adutos de DNA

exocíclicos pois fazem parte de uma classe de lesão em DNA formada a partir de

muitos carcinógenos genotóxicos (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 análogos fluorescentes em estudos bioquímicas e "probes" estruturais de

ácidos nucléicos (Leonard, 1992). Os compostos que podem levar à formação de

eteno adutos podem ser divididos em dois grupos, segundo a necessidade de

serem convertidos a intermediários mais reativos ou não. Os aldeídos a­

halogenados, a-halocetonas são capazes de reagir diretamente com bases de

DNA in vitro. Já, os haletos de vinila, os haloalcanos, aldeídos a,f3 - insaturados e

cetonas precisam ser previamente convertidos em intermediários mais reativos

(Guengerich, 1992; Carvalho e coL, 1998; Carvalho e caL, 2000; Rindgen e cal.,

1999; Loureiro e coL, 2000; Koc & Swenberg, 2002). Esta ativação in vivo pode

ser enzimática (via enzimas do citocromo P450) ou ocorrer com o auxílio de

peróxidos obtidos da oxidação de ácidos graxos da membrana ou ainda por

peróxidos que estão presentes no organismo. Esta reação entre carcinógenos

químicos com DNA, tanto diretamente ou após ativação metabólica, envolve

geralmente a ligação de um carcinógeno eletrofílico com o sítio nucleofílico do

DNA. A guanina é o alvo mais frequente, mas há adutos formados com todas as

bases (Marnett, 2000).

Os adutos exocíclicos são de grande interesse pois bloqueiam uma

região do pareamento de base no DNA e aparentam ser bastante mutagênicos

(Marnett & Plastaras, 2001). Dentre os adutos exocíclicos de DNA, os eteno

adutos vêm sendo muito estudados. Sabe-se que estes adutos podem ser

formados em DNA quando este é tratado com carcinógenos como carbamato de

etila, cloreto de vinila e seus oxiranos intermediários (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 reação entre

os epóxidos e a guanina envolve a adição nucleofílica do grupo amino exocíclico

da guanina ao carbono aldeídico do epóxido, seguida de ciclização via ataque

nucleofílico do nitrogênio 1 da guanina ao carbono do epóxido produzindo um

intermediário que, após desidratação, origina os etenoadutos, neste caso, 1,N"­

eteno-2'-desoxiguanosina (1,N2-sdGuo). Um mecanismo semelhante foi proposto

para a formação deste mesmo aduto em nosso laboratório a partir do 2,4­

decadienal (Esquema 1.3) (Loureiro e coL, 2000).
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ESQuema 1.3: Mecanismo proposto para a formação de adutos a partir do 2,4­

decadienal (Loureiro e col., 2000).

Há muitas hipóteses que associam os eteno adutos com o início e o

progresso da carcinogênese. As propriedades pró-mutagênicas de eteno adutos

foram estabelecidas em ensaios de extensão do primer in vitro e de mutagênese

sítio específica em E. calí e em células de mamíferos (Bartsch, 1999; Nair e col.,

1999). As eteno bases, 2'-desoxiguanosina (8dGuo), 2'-desoxicitidina (8dCyd),

e 2' -desoxiadenosina (8dAdo) produzem mutações, pois ocorrem substituições de

pares de base. Como exemplo, podemos citar: 8dAdo que leva a transições AT~

GC e tranversões AT~ TA e AT~ CG (Pandya e col., 1996; Basu e col.,

1993; Bartsch, 1999) e também 8dCyd que leva a transversões CG ~ ATe

transições CG-7 TA (Palejwala e col., 1993). Recentemente, Kowalczyk e col.
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(2004) demonstraram que adutos de cadeia longa, derivados da reação de HNE

com DNA causam recombinação, substituição de base e mutações do tipo

"frameshift", ou seja, existe uma inserção ou deleção de um ou mais nucleotídeos

na fita de DNA.

O aumento do nível de eteno bases foi demonstrado em tecidos

marcadores de carcinogênese em roedores expostos a cloreto de vinila, a

etilcarbamato e seus metabólitos (Fernando e coL, 1996). As lesões EdAdo e

EdCyd também foram verificadas em pele de ratos nos quais a carcinogênese foi

induzida por 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA) e promovida por 12-0­

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Nair e coL, 2000).

Os adutos W,3-EdGuo formados pela alquilação da 2'-desoxiguanosina

(dGuo) também mostraram atividade mutagênica em E. coli tanto in vitro quanto

in vivo levando a transições GC ~ AT (Singer e coL, 1987; Cheng e coL, 1991). Já

o outro aduto de dGuo, 1,N2-EdGuo apresentou mutagenicidade in vivo,

levando a transições GC ~ AT e transversões GC ~ TA (Langouet e col., 1997;

Langouet e col., 1998). Além disto, o 1,W-EdGuo gera também deleções,

rearranjos, duplos mutantes e substituições de pares de bases próximos ao seu

sítio (Akasaka & Guengerich, 1999). Os eteno adutos mencionados estão

ilustrados na figura a seguir (Fig. 1.3).

o
o

l-J:N~ r-~ e-~çÀ~> l-):N~ N I

~
oÁNH~

N N

HO~ HO~HO HO
HO" "

" " HOHO HO

LVC-&dGuo lV1,3-&dGuo 1.'vÓ-&dAdo 3.NI_&dCyd

Figura 1.3: Estrutura dos eteno adutos mais estudados:

1,N2-eteno-2"-desoxiguanosina (1 ,N2-EdGuo), rf,3-eteno-2"-desoxiguanosina (N2 ,3­

EdGuo), 1,N'-eteno-2'-desoxiadenosina (EdAdo), 3,~-eteno-2'-desoxicitosina (EdCyd).
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Outros estudos que ligam os eteno adutos a carcinogênese são aqueles

em que enzimas específicas de reparo reconhecem eteno adutos confirmando o

fato de que estas lesões são reconhecidas pelo mecanismo de defesa celular

(Bartsch, 1999; Gros e col., 2003).

Têm sido feitas associações entre a formação de adutos de DNA, a

mutagênese e a tumorigênese, enquanto que a redução no nível de adutos vem

sendo associada à quimioprevenção. Entretanto, os mecanismos moleculares e as

conseqüências biológicas da exposição a carcinógenos ainda permanecem

obscuros. Após a caracterização de um aduto de DNA específico, estudos da

mutagênese sítio específica e/ou formação de tumores devem ser realizados para

se determinar a importância toxicológica destas espécies (Poirier e col., 2000). Um

outro fator importante é que estes adutos são quimicamente estáveis e podem ser

úteis na avaliação de danos em DNA ocasionados pelo estresse oxidativo

(Bartsch e col., 2002).

Adutos de DNA representam excelentes biomarcadores na determinação

da extensão do dano ao material genético. Tais marcadores podem auxiliar no

entendimento do mecanismo de carcinogênese e na avaliação do risco de câncer

imposto por vários agentes químicos. Sendo assim, a deteccão e quantificação de

adutos de DNA é essencial, e constitui uma importante área de pesquisa (Bartsch

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

1.2.3.1 -Eteno adulos: Reparo

A maioria dos adutos de DNA formados não persiste no DNA. Há

mecanismos de reparos, como reparo por excisão de bases e excisão de

nucleotídeos ou ainda reparos de alquilação que podem remover muitas destas

modificações em DNA. Entretanto, se não reparados, os adutos de DNA podem

causar erros no pareamento durante a transcrição e levar a mutação e

eventualmente ao câncer. Acredita-se que a formação de adutos de DNA pode ser

um passo crítico na carcinogênese (Koc & Swenberg, 2002). Vale ressaltar que há

enzimas de reparo que reconhecem os eteno adutos, confirmando o fato de que

estas lesões genotóxicas de DNA são reconhecidas pelo mecanismo de defesa
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celular (Bartsch, 1999). Devido a inibição dessas enzimas, ou a falta de sua

expressão 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 excisão de base é o responsável por

eliminar a maior parte das lesões simples do DNA. Dentre estas enzimas, algumas

já foram descritas em E. co/i, como a endonuclease 111 (Endo 111), a glicosilase de

formamidopririmidina (FPG) e glicosilases de alquilações do DNA, entre outras

(Jaiswal, e coL, 1998). A 3-metiladenina (3-MeA)-DNA-glicosilase é capaz de

reparar os adutos N2,3-sdGuo e sdAdo (Matijasevic e coL, 1992; Saparbaev e coL,

1995). A lesão sdCyd é reparada por uma enzima ainda parcialmente purificada

mas que difere da proteína alquil-N-purina glicosilase (ANPG) que é a homóloga

humana à Alk A (Hang e coL, 1996; Hang e coL, 1997). A 3,rt-etenocitosina, que

é altamenta mutagênica é um substrato primário para a uracil-DNA-glicosilase de

E. Coli e para a timina-DNA-glicosilase (Saparbaev & Lavai, 1998). Também foi

descrito que duas proteínas estruturalmente não relacionadas, a alquil-N-purina­

DNA-glicosilase (ANPG) e a uracil-DNA-glicosilase de E. coli (MUG) retiram 1,N2
­

sG de oligonucleotídeos. (Saparbaev e coL, 2002; Gros e coL, 2003).

1.2.3.2- Eteno adutos: Níveis e métodos de detecção

o desenvolvimento de métodos sensíveis para se detectar danos em

DNA foi crucial para os estudos de danos oxidativos promovidos por compostos

endógenos. (Marnett, 2000). Muitos métodos foram desenvolvidos para a

quantificação de adutos de DNA. Dentre as técnicas utilizadas, temos o 32p_

postlabeling (PPL) (Nair e coL, 1995), imunohistoquímica (Yang e coL, 2000),

cromatografia líquida acoplada à detecção eletroquímica, e também a

cromatografia líquida com coluna de imunoafinidade acoplada à detecção por

fluorescência (Nair, 1999). Ultimamente a cromatografia líquida acoplada à

espectrometria de massas tem sido muito utilizada (Koc & Swenberg, 2002). A

sensibilidade de cada método varia geralmente dependendo da quantidade de
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DNA a ser analisado. Alguns ensaios conseguem detectar em torno de 1

aduto/109 nucleotídeos (Poirier e caL, 2000).

As técnicas que fazem uso da espectrometria de massa são altamente

específicas devido à capacidade de fornecer informação estrutural e inequívoca

quantificação do aduto através do uso de padrões internos isotopicamente

marcados. A sensibilidade dos métodos de espectrometria de massa, embora

mais baixa que os imunoensaios, está aumentando com o desenvolvimento do

design da instrumentação e dos métodos de introdução de amostras. Com o

desenvolvimento contínuo, esta técnica parece ter o potencial de se tornar a mais

utilizada na quantificação de adutos de DNA por fornecer maior sensibilidade e

especificidade. Os espectrômetros de massa estão sendo cada vez mais

utilizados como resultado da diminuição do custo deste tipo de instrumentação

(Koc & Swenberg, 2002).

Os derivados exocíclicos 8dAdo, 8dCyd, N2,3-8GUO foram detectados em

diferentes tecidos de ratos expostos ao cloreto de vinHa em níveis que variam de

2,9 a 9,8 8dCyd /107 dCyd, 0,4 a 2,1 8dAdo/107 dAdo e 2,1 a 18,1 N2,3-8Guo/107

Guo (Eberle e co!., 1989; Ciroussel e coL, 1990; Fedtke e coL, 1990a,b; Swenberg

e cal., 1992; Loureiro e col., 2002a - revisão).

Verificou-se uma indução diferenciada de N2,3-8GUO em hepatócitos de

animais tratados com cloreto de vinila (1100 ppm). Após 1 semana de tratamento,

o nível variou de 5,5 a 55 N2,3-8Guo/1 08Guo; após um período de 4 semanas o

nível obtido foi de 3 a 110 N2, 3-8Guo/1 08Guo (Morinello e coL, 2002). Este grupo

também verificou que não houve diferença nos níveis de N2, 3-8Guo/1 08Guo no

cérebro de ratos adultos após 1 ou 4 semanas de tratamento com cloreto de vinHa

(1100 ppm); os níveis permaneceram semelhantes aos obtidos para os grupos

controle, 5 a 5,6 N2
, 3-8Guo/1 08 Guo; sugerindo que este tipo de aduto não

participa significantemente na iniciação da carcinogênese do cérebro de animais

adultos expostos a esta concentração de cloreto de vinila. Em animais mais

novos, verificou-se um aumento no nível do aduto de 1,5 a 4,4 N2,3-8Guo/1 08Guo

após 5 dias de tratamento (Morinello e col., 2002). Todos os níveis foram obtidos

utilizando-se as técnicas anteriormente mencionadas.
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Recentemente, foi verificado a excreção urinária de EdAdo em humanos,

também por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. Os

níveis variaram de 10 a 100 pmol/ 24 h (Hillestrom e coL, 2004).

Chen e col., (2004), acreditam ser possível quantificar com precisão o

EdAdo na urina em concentrações superiores a 10 pgl mL de urina utilizando-se

LC/ESI/MS-MS). Sendo assim a quantificação deste aduto poderá ser usada como

um biomarcador não invasivo de lesão em DNA associado ao estresse oxidativo e

em estudos para a prevenção do câncer (Chen & Chang, 2004).
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1.3- Carotenóides

1.3.1- Química dos carotenóides e suas funções

Carotenóides são grupos de pigmentos naturais coloridos sintetizados

pelas plantas e microorganismos, mas não por animais; levam este nome devido

ao fato de terem sido isolados pela primeira vez após serem extraídos de

cenouras em 1831. (Paiva & Russell, 1999; Yeh & Hu, 2000; Tapiero e col., 2004).

São baseados num esqueleto isoprenóide, sendo assim, sua estrutura consiste

em um longo sistema com ligações duplas e simples se alternando e que formam

a parte central da molécula. Estas ligações permitem uma extensa delocalização

de elétrons pela cadeia levando assim à absorção na região do visível. O

esqueleto básico de um carotenóide é de 40 carbonos, entretanto podem ocorrer

modificações na cadeia, como ciclização nas pontas, adição de grupos funcionais

com oxigênio e ainda redução das duplas ligações (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Até hoje, mais de 600 carotenóides diferentes foram identificados. Sua estrutura

básica é um esqueleto simétrico tetraterpênico formado pela conjugação de duas

unidades C20 . Formalmente, todos os carotenóides podem ser derivados da

unidade acíclica C4oH56 por reações de hidrogenação, desidrogenação, ciclização,

e/ou oxidação. O sistema de ligações duplas conjugadas influencia em suas

propriedades físicas, químicas e biológicas (van den Berg, e col., 2000).

Os carotenóides possuem características de absorverem luz (400-500

nm), sendo geralmente coloridos (vermelho, laranja e amarelo) devido ao

cromóforo das ligações duplas conjugadas. Estas duplas possuem elétrons 1t

delocalizados responsáveis por seu espectro eletrônico (Rice-Evans e col., 1997).

Este tipo de composto pode ser encontrado em frutas, legumes e vegetais.

Cenouras, damascos e abóboras são fontes de a e [3-caroteno; tomates e

melancias são fontes de licopeno e [3-caroteno.

Os carotenóides são classificados segundo os seguintes grupos (Paiva &

Russell, 1999):

1- Carotenóides hidrocarbonetos são conhecidos como carotenos e contêm

grupos específicos no fim de sua cadeia. Como exemplo, o licopeno possui um
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grupo acíclico em sua cadeia e o [3-caroteno possui dois tipos de ciclohexeno no

fim de sua cadeia.

2-Carotenóides oxigenados são conhecidos como xantofilas; como exemplo, há a

zeaxantina, a luteína, [3-criptoxantina, entre outros.

Alguns importantes carotenóides estão mostrados na figura a seguir (Fig.

1.4):

I
~

I I. L .
.:::::-..~~~~~./~

"'"
Licopeno

~~~ ~~./~

~caroteno

I
~~ ~~~

a- caroteno

~~~

"'"
Cantaxantina

Luteina

~~~

o

HO

>tO

"'"
Zeaxantina

>tO

Fig. 1.4: Estrutura de alquns carotenóides encontrados em plantas e animais.

Dependendo do arranjo de seus substituintes, as ligações duplas

carbono-carbono dos carotenóides podem existir em duas configurações: eis ou

trans (van den Berg, e col., 2000). Em sua fonte natural, a maioria dos

carotenóides encontra-se na configuração trans (van den Berg e col., 2000);

entretanto o processamento de frutas e .vegetais aumenta de 10 para 39% os

isômeros eis (Paiva & Russell, 1999). No organismo humano, a distribuição dos

isômeros varia entre os carotenóides e diferentes pares de isômeros são
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encontrados em diferentes tecidos de mamíferos (Stahl e col., 1992; van den Berg

e col., 2000). Os carotenóides com sistema estendido de duplas conjugadas em

sua configuração totalmente trans são moléculas lineares (van den Berg e col.,

2000). Também por seu sistema de duplas conjugadas, os carotenóides contêm

um sistema rico em elétrons que é suscetível a reações com compostos

eletrofílicos. Estas reações são responsáveis por sua instabilidade frente à

oxidação. Na presença de oxigênio, eles se oxidam facilmente. A reação dos

carotenóides 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 coI. , 2000).

Os pigmentos dos carotenóides são altamente distribuídos na natureza,

onde eles desenvolvem um importante papel na proteção das células e outros

organismos contra oxidações. A esta classe de compostos também é dado o

nome de antioxidantes biológicos.

A sequência biossintética dos carotenóides nas plantas está mostrada no

Esquema 1.4 (Paiva & Russell, 1999; Bartley e col., 1995).

Cada passo enzimático do fitoeno ao licopeno adiciona uma dupla ligação

à molécula, resultando no licopeno, que é uma molécula simétrica contendo 13

duplas ligações. O passo após a formação do licopeno envolve ciclização

enzimática dos grupos da ponta da cadeia, resultando no y-caroteno (um anel ~) e

o ~-caroteno (dois anéis ~). A adição de oxigênio à molécula leva à formação de

xantofilas (Paiva & Russell, 1999; Bartley e col., 1995).
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Assim como de qualquer substância, as propriedades e as funções dos

carotenóides são dependentes de sua estrutura e de sua reatividade. Em

particular, o sistema de duplas ligações conjugadas de seu esqueleto carbônico é

considerado o fator mais importante em reações de transferência de energia,

como encontrado na fotossíntese. E esta propriedade que faz com que

carotenóides como o licopeno e o (3-caroteno sejam supressores de oxigênio

singlete ('02). O uso clínico do (3-caroteno como um agente eficiente no

tratamento de protoporfiria eritropoiética, na qual o 102 é produzido via

sensibilização de porfirinas livres acumuladas na pele é bem estabelecido

(Mathews-Roth, 1993). Interações com outras espécies reativas de oxigênio

(ROS) no organismo, incluindo espécies radicalares como o ânion superóxido

(02
0

-) e não radicalares como o peróxido de hidrogênio (H20 2), dependem da

natureza destas espécies e da estrutura dos carotenóides. Os grupos

substituintes nos carotenóides podem governar sua atividade antioxidante. A

atividade dos carotenóides como antioxidante frente a ROS foram examinadas, e

diferenças na reatividade entre estas moléculas estão relacionadas com a

densidade eletrônica dos carotenóides. Grupos cetônicos e hidroxilas podem

diminuir a reatividade desta molécula prevenindo a abstração de hidrogênio

nestas posições (Young & Lowe, 2001).

Moléculas no estado eletrônico excitado são capazes de reagir com

compostos biologicamente importantes inativando-os. Uma das funções dos

carotenóides no sistema fotossintético é bloquear essas espécies excitadas

(Demming-Adams e caL, 1996).

Dos mais de 600 carotenóides encontrados na natureza, apenas 40 estão

presentes numa dieta humana. Dentre estes, apenas 14 e alguns de seus

metabólitos foram identificados em sangue e tecidos. Muitos estudos

epidemiológicos associaram altas doses de carotenóides à diminuição da

incidência de doenças crônicas (Giovannucci, 1999); os mecanismos para esta

proteção ainda não foram esclarecidos; entretanto existem algumas

possibilidades (Paiva & Russel, 1999):
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1) Certos carotenóides podem ser convertidos a retinóides (isto é:

possuem atividade pró-vitamina A);

2) Podem modular atividades enzimáticas de lipogenases (moléculas

pró-inflamatórias e moléculas imunomodulatórias);

3) Podem possuir propriedades antioxidantes; e

4) Podem ativar a expressão de genes que codificam a mensagem para

produção da proteína conexina 43, que é um componente integral das junções

comunicantes necessárias para a comunicação entre células. A ativação deste

gene não está associada com a capacidade antioxidante e é independente da

atividade pró-vitamina A.

Por outro lado, reconhece-se que os carotenóides nos estudos

epidemiológicos podem estar servindo como marcadores para outros fatores

protetores existentes em frutas e vegetais, mas não são os reais agentes efetores

(Paiva e Russell, 1999).

1.3.2- Carotenóides: absorção e efeitos na saúde humana

Alimentos contendo um amplo espectro de carotenóides são ingeridos por

seres humanos e animais. A maior função de aproximadamente 50 dos 600

carotenóides na natureza é sua conversão à vitamina A (Olson & Krinsky, 1995).

Nos humanos o principal carotenóide com esta função é o (3-caroteno (Halliwell &

Gutteridge, 1999). A disponibilidade dos carotenóides das matrizes dos alimentos,

sua solubilização no intestino, que requer a presença de gorduras e ácidos eólicos

conjugados da bile, e sua absorção nas mucosas intestinais são processos

importantes. Uma vez nas células, os carotenóides são metabolizados pela

clivagem oxidativa por uma ou mais rotas para formarem retinal, ácido retinóico e

retinol (vitamina A) e pequenas quantidades de produtos de c1ivagem, os (3­

apocarotenais (Olson & Krinsky, 1995).

Carotenóides são transportados por Iipoproteínas no plasma. Os

carotenóides da função de hidrocarbonetos estão principalmente associados à

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e as xantofilas estão distribuídas entre as

LDL e as lipoproteínas de alta densidade (HDL) (Olson & Krinsky, 1995).
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Os carotenóides absorvidos da dieta são encontrados em maior

quantidade no tecido adiposo (80-85% do total) e fígado (8-12%), mas a

concentração mais alta é verificada no corpo lúteo do ovário e nas glândulas

adrenais. O nível de carotenóides no plasma varia amplamente com a dieta. O

nível de carotenóides como Iicopeno e l3-caroteno no plasma humano varia entre

0,5-1 I-lM e 0,3-0,6 I-lM, respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 1999). A literatura

mostra que dos mais de 600 carotenóides conhecidos na natureza, em torno de 20

são encontrados no plasma e nos tecidos. O Iicopeno é o carotenóide

predominante do plasma humano e possui meia vida de aproximadamente 2 a 3

dias. Os produtos à base de tomate, como sucos, "ketchup", sopa e molhos são os

maiores contribuintes do Iicopeno na dieta (Hadley e col., 2003; Tapiero e col.,

2004).

Associa-se o alto consumo de frutas e vegetais a uma diminuição do risco

de se adquirir certas doenças como, por exemplo, o câncer. Os carotenóides têm

sido apontados como agentes protetores em algumas formas de câncer, como

esofágico, cervical, gástrico, além de algumas formas de doenças degenerativas

como catarata e doenças do coração (Mayne, 1996; Burri, 1997). Estes compostos

foram utilizados com sucesso por muitos anos no tratamento de indivíduos que

sofrem de protoporfiria eritropoiética e outras fotossensibilidades (Mathews-Roth,

1993).

Estudos epidemiológicos mostraram a associação destes componentes

com a incidência de doenças crônicas, mas não definem relações específicas de

causa e efeito. As indicações são de que carotenóides, provavelmente em

associação com uma variedade de outros componentes das frutas, legumes e

vegetais parecem possuir efeitos protetores contra pelo menos algumas doenças

crônicas e condições pré-carcinogênicas (Olson & Krinsky, 1995). Foi verificado

que uma alta concentração de carotenóides no sangue está associada a uma

diminuição na incidência de certas formas de câncer. Os carotenóides podem

estar agindo de maneira a facilitar a comunicação entre as células via junções

comunicantes, estimulando a síntese de proteínas de conexão; com este aumento

da comunicação entre as células, diminui o crescimento de células transformadas

(Halliwell & Gutteridge, 1999; Stahl e cal., 2000).
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Outros carotenóides que não possuem atividade pró-vitamina A, como o

licopeno, também têm atraído muita atenção por mostrarem um efeito benéfico

para a saúde humana. O alto consumo de alimentos como o tomate, rico em

licopeno e o alto nível plasmático deste carotenóide estão associados à redução

do risco de câncer de próstata, e também no desenvolvimento de aterosc!erose

(Giovannucci e coL, 1995, Gann e coL, 1999, Klipstein-Grobusch e coL, 2000,

Suganuma e coL, 1999).

1.3.3- Atividade pró - vitamina A dos carotenóides

Uma das funções mais estabelecidas dos carotenóides é servir como

precursor da vitamina A ou retinol, que é essencial para o crescimento,

diferenciação celular e para a visão. A carência de vitamina A leva a chamada

"cegueira noturna" que ataca geralmente crianças chegando a 250.000 por ano

(Halliwell e Gutteridge, 1999 e Burri, 1997).

O grande avanço no entendimento do papel dos carotenóides na

bioquímica dos vertebrados veio principalmente de estudos com a vitamina A. A

deficiência de vitamina A em mamíferos, que leva à cegueira noturna, é prevenida

pelo consumo de fígado e plantas verdes. Entretanto, as plantas verdes não

possuem vitamina A pré-formada como o fígado. Esta observação levou à

hipótese de que animais, de alguma maneira devem converter carotenóides em

vitamina A (Handelman, 2001). Já foi possível fazer a clonagem do cONA que

codifica esta enzima (13,I3-caroteno-15, 15'-dioxigenase) de Orosófila e de um

segundo tipo de enzima que faz a clivagem assimétrica do l3-caroteno (Kiefer e

coL,2001).

E conhecido que mais de 50 carotenóides podem gerar a vitamina A,

entretanto nos seres humanos a principal fonte é provavelmente o l3-caroteno. O 13­

caroteno é oxidado e clivado para formar duas moléculas do aldeído retinal, e uma

pequena fração deste é oxidada a ácido retinóico, sendo o restante reduzido a

retinol (Halliwell e Gutteridge, 1999). Vale salientar que o mecanismo biológico

dos carotenóides não é apenas limitado à produção de retinóides mas também ao

aparato fotossintético das plantas contra danos provocados pela luz (Rosseau e

col.. 1992).
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As propriedades para que um carotenóide em particular possua a

habilidade de agir como precursor da vitamina A já foram estabelecidas: se

metade da molécula possuir a estrutura de 13-ionona, então o carotenóide pode

ser convertido à vitamina A. Assim, 13-caroteno, u-caroteno, 13-criptoxantina e

muitos outros carotenóides podem contribuir na nutrição para que os níveis

necessários de vitamina A sejam atingidos (Handelman, 2001). O 13-caroteno em

seu processo de formação da vitamina A (clivagem central do 13-caroteno) sob a

ação da enzima 13, 13-caroteno-15, 15'-dioxigenase, pode ainda formar outros

produtos quando clivado de forma excêntrica, levando à formação de produtos

como apo-carotenais possivelmente por uma enzima que compartilha uma

seqüência de aminoácido semelhante à da c1ivagem central (Esquema 1.5) (Lintig

& Wyss, 2001; Kiefer e co!., 2001). Entretanto em estudos com ratos, a clivagem

levando à formação de retinóides parece ser a preferencial (Barua & Olson,

2000). Uma fração do retinal é oxidada a ácido retinóico, sendo o restante

reduzido a retinoL A forma de estoque da vitamina A no organismo é o éster de

retinol (Wang e co!., 1991, Wang e coL, 1996, Kim e coL, 2001). Vale ressaltar

estudos que mostraram que a lipoperoxidação do ácido araquidônico leva a uma

inibição enzimática da conversão do 13-caroteno em vitamina A, mostrando que

lipoperóxidos e/ ou produtos de sua homólise podem inibir esta conversão,

confirmando a importância do papel de outros antioxidantes naturais na

manutenção do conteúdo estável de vitamina A nos mamíferos (Gessler, 2001).
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ESQuema 1.5: Mecanismo de c1ivaqem do (3-caroteno em animais (Lintig & Wyss,

2001 ).

As oxidações enzimáticas de carotenóides com atividade pró-vitamina A

possuem um papel essencial no suprimento desta vitamina em vertebrados.

Sabe-se também que a clivagem de produtos como retinal e 13-apo-carotenais,

que são produzidos a partir do 13-caroteno por oxidações não enzimáticas,

também pode ocorrer por auto-oxidação em solventes, oxidações por radicais

livres, oxigênio singlete e fumaça de cigarro (Handelman e col., 1991, Mordi, e

co!., 1993, Stratton, eco!., 1993, Bakerecol., 1999).
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1.3.4- Carotenóides e junções comunicantes intercelulares (Gap Junctional

Communication)

A comunicação intercelular é necessária em organismos complexos e

diferenciados para coordenar as atividades celulares da diferenciação e

crescimento. Dois modos de comunicação intercelulares contribuem para esta

coordenação: uma forma involve a secreção de substâncias sinalizadoras como

neurotransmissores, hormônios e fatores de crescimento no fluido extracelular.

Células alvos que expressam receptores a estas substâncias respondem

apropriadamente até encontrarem os respectivos moduladores químicos. A outra

forma de comunicação opera dentro da membrana plasmática de grupos de

células que se acoplam dentro de estruturas integradas (gap junctions) que

permitem a difusão de moléculas de baixo peso molecular (Trosko & Ruch, 1998).

As junções comunicantes, canais de membranas, permitem a passagem

de pequenas moléculas « 1kDa) como mensageiros secundários ou sinais

iônicos de uma célula a outra. O nome "gap" deriva da distância entre duas

membranas opostas de células vizinhas conectadas por canais. Cada junção

comunicante é composta de dois hexâmeros, denominados conexões que, por

sua vez são compostos por seis subunidades denominadas conexinas (Simon &

Goodenough, 1998; Donaldson e col., 1997).

Pelo menos 14 conexinas de mamíferos foram identificadas de acordo

com seu peso molecular (Donahue, 2000). Um exemplo delas, a conexina 43, é

expressa em unia variedade de órgãos incluindo pele, lentes e córnea dos olhos,

músculos cardíacos, 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

junções comunicantes (Figura 1.5).
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Citoplasma da Célula 1

Junção
intercelular
(2 -4 nm)

I I

8 -9 nm

Citoplasma da Célula 2

Figura 1.5: Junções comunicantes são canais intercelulares aqrupados

próximos às membranas plasmáticas de duas células (Simon & Goodenough,

1998).

A comunicação celular através das junções comunicantes é comumente

medida por três maneiras: eletrofisiologicamente, pela transferência de um

corante fluorescente (geralmente "Iúcifer yellow") ou por cooperação metabólica

(Loewenstein, 1979). Devido ao fato de as junções serem únicas em sua

habilidade de transferir moléculas tão grandes como o corante "Iucifer yellow"

intercelularmente, a transferência do corante é usada como método padrão.

A permeabilidade das junções comunicantes é rápida (dentro de

segundos) e diminui reversivelmente com manipulações experimentais que

diminuem o pH citossólico ou aumentam a concentração de íons Ca+2 livres.

Estas observações indicam que os canais das junções comunicantes levam a

uma alteração reversível conformacional que fecha o canal em resposta a

mudanças 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 comunicação
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intercelular via junções comunicantes. Já o cAMP via proteína quinase A (Spray e

col., 1985), carotenóides (Zhang e col., 1991), vitamina O (Stahl, e col., 1994),

retinóides (Hossain e coI. , 1989; Hossain e coI. , 1993) aumentam a comunicação

intercelular via junções comunicantes.

As junções comunicantes fornecem um mecanismo para a coordenação

de grupos celulares. No coração, as junções comunicantes permitem a rápida

transferência intercelular de potenciais de ação, possibilitando a contração dos

cardiomiócitos (Severs, 1999). As junções comunicantes podem ser também

supressoras de mutações em células somáticas em enzimas metabólicas e

sinalizadoras. Células normais levam intermediários permeáveis a estas junções,

permitindo a sobrevivência de células mutantes em caminhos enzimáticos

bloqueados. Neste último caso, as junções comunicantes também servem como

supressores de tumores, já que células tumorais tendem a diminuir a

comunicação intercelular via junções comunicantes que por sua vez promovem a

carência do controle de crescimento de diferenciação destas células (Holder e

col., 1993; Yamasaki e col., 1995).

Os carotenóides são também capazes de aumentar a comunicação

intercelular via junções comunicantes e de induzirem a síntese da conexina 43,

um componente da estrutura da junção comunicante (Zhang e col., 1991; Zhang e

col., 1992; Sharoni e coI. , 2004). A perda da junção comunicante ocorre em

transformações malignas e seu restabelecimento pode reverter os processos

malignos (Trosko & Chang, 2001; Hotz-Wagenblatt & Shalloway, 1993). O efeito

dos carotenóides nas junções comunicantes é independente de sua atividade pró­

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

Efeitos de estimulação nas junções comunicantes intercelulares foram

verificados pelo tratamento com licopeno, que também afeta o crescimento

celular; o licopeno também afeta a expressão da conexina 43, um gene ligado as

proteínas das junções comunicantes (Hotz-Wagenblatt & Shalloway e col., 1993;

Stahl e col., 2000; Stahl & Sies, 1996; Bertran, 1999; Krutovskikh e col., 1997). A

literatura relata que alguns carotenóides oxidados, como licopeno e a cantaxantina

levam a um aumento na comunicação 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- Ação antioxidante dos carotenóides

Antioxidante é definido como uma substância que, quando presente em

baixas concentrações relativas a um substrato oxidável, pode suprimir, retardar ou

prevenir a oxidação deste substrato. Sua atividade é determinada por vários

fatores, dentre eles (Rice-Evans e col., 1997; Halliwell, 1990):

1- Sua reatividade química como doador de elétrons ou de hidrogênio na redução

do radical livre.

2- Onde se destina seu radical derivado antioxidante que foi formado em sua

ação e à habilidade deste em estabilizar e delocalizar elétron desemparelhado

através de um sistema de duplas conjugadas.

3- Sua reatividade frente à presença de outros antioxidantes.

4- Sua reatividade frente ao oxigênio molecular.

Há consideráveis evidências epidemiológicas mostrando que dietas ricas

em frutas, grãos e vegetais apresentam um efeito protetor contra várias doenças

humanas, especialmente doenças cardiovasculares e alguns tipos de câncer. As

vitaminas C e E contribuem em parte para este efeito protetor, mas há ainda

outros agentes constituintes destes nutrientes que podem exercer efeitos

antioxidantes adicionais, ou efeitos protetores agindo por diferentes mecanismos.

Em termos de antioxidantes, os carotenóides têm recebido atenção particular,

principalmente o (3-caroteno e o Iicopeno pois estes são encontrados em altas

concentrações em sangue humano (Yeh & Hu, 2000); entretanto, as evidências

da importância destes antioxidantes in vivo ainda é restrita (Halliwell & Gutteridge,

1999).

Sabe-se que espécies reativas de oxigênio podem lesar o DNA, proteínas

estruturais, carboidratos, enzimas e especialmente lipídios componentes de

membranas. O estresse oxidativo pode levar a doenças como Alzheimer,

aterosclerose, Parkinson, catarata e câncer. O (3-caroteno protege contra radicais

livres que levam a danos oxidativos. Além do fato de ser o mais abundante
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carotenóide de dietas, é um dos antioxidantes mais eficientes, agindo como um

ótimo supressor de oxigênio singlete (Rosseau e coL, 1992).

A ação antioxidante dos carotenóides está ligada à sua habilidade de

suprimir o oxigênio singlete C02) e prevenir a lipoperoxidação in vitro causada por

este mesmo agente. Somando-se ao efeito supressor do 102 , os carotenóides

. podem interceptar o passo de propagação da Iipoperoxidação in vitro. O radical

centrado no carbono formado é estabilizado pela presença das duplas conjugadas

que favorecem a ressonância (Krinsky, 1989; Sies & Stahl, 1996; Rice-Evans e

co!.. 1997; Tapiero e co!., 2004). Moléculas no estado eletrônico excitado são

capazes de reagir com compostos biologicamente importantes inativando-os

(Demming-Adams e co!., 1996). A eficiência da transferência de energia do

oxigênio singlete C02) para os carotenóides é alta, o que os torna efetivos

sequestradores (quenchers) de 102 (Conn e coL, 1991). Para esta função, existem

dois diferentes mecanismos: o "quenching" físico e o químico. O primeiro envolve

a desativação do 102 por transferência de energia do oxigênio no estado

eletrônico excitado ao carotenóide levando o carotenóide, ao estado

eletronicamente excitado, triplete, sendo que a energia deste composto é

dissipada por interações vibracionais com o solvente recuperando o estado

fundamental do carotenóide. O "quenching" químico, por outro lado, contribui com

menos de 0,05% do total do "quenching" de 102 pelos carotenóides, mas é

responsável pela eventual destruição da molécula (van den Berg e coL, 2000).

Com isso, a atividade antioxidante do ~-caroteno e de outros carotenóides não

reflete sua velocidade de sequestrar um radical livre, mas sim a reatividade do

derivado radicalar do ~-caroteno formado, ou seja a estabilidade do radical

centrado no carbono que é formado (Rice-Evans e coL, 1997). Alguns dos

possíveis mecanismos para a proteção de carotenóides como o ~-caroteno contra

o oxigênio singlete são: (1) filtração física da luz UV ambiente, (2) supressão de

102 ou do fotossintetizador no estado triplete, (3) reparo e estabilização de

membranas (Rosseau e co!., 1992). O item (2) é o mais fundamentado

experimentalmente; sabe-se que o ~-caroteno suprime o 102 com uma eficiência

representada pela constante acima do limite de difusão de kq= 1.4x1 010 M-1s-1
. Já

o licopeno que é um carotenóide de cadeia linear, é o supressor biológico mais

eficiente (kq=3.1x10 10 M-\-l) (Di Mascio, e co!., 1989).
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Como já dito, o f3-caroteno é um modulador fisiológico. Além disso, ele é

um tipo incomum de reagente redox biológico, que reduz produtos de oxidação de

maneira mais eficiente em baixas pressões de oxigênio (15 torr), que são

existentes em muitos tecidos fisiológicos (Burri, 1997). A literatura sugere um

efeito pró-oxidante deste carotenóide a elevadas pressões de oxigênio (760 torr)

(Burton, 1989; Burton & Ingold, 1984; Krinsky, 1993; Palozza e coL, 1997).

Além de todas estas funções aqui citadas, sabe-se ainda que o f3-caroteno

age também no sistema imunológico. Esta influência do f3-caroteno neste sistema

foi descoberta em estudos nos quais ratos debilitados foram suplementados com

f3-caroteno. Os ratos tratados com f3-caroteno tiveram o número e a severidade

das infecções respiratórias diminuídas, além de que muitos conseguiram vencer a

infecção. Provavelmente o f3-caroteno deve estar ligado à proliferação das células

B e T, sendo que estas últimas ajudam no crescimento celular (Burri, 1997). Foi

verificado que herbívoros suplementados com f3-caroteno tiveram sua fertilidade

aumentada, entretanto outros estudos não confirmaram estes resultados, o que

torna este assunto ainda tema de discussão (Burri, 1997). In vivo, o f3-caroteno

pareceu funcionar como sequestrador de '02 e como antioxidante, fazendo com

que fosse diminuída a oxidação do ONA e de proteínas (Burri, 1997).

Muitos dos estudos relacionando a ação antioxidante dos carotenóides in

vitro envolvem a sua capacidade de inibirem a lipoperoxidação (Krinsky, 1989;

Palozza & Krinsky, 1992; Rosseau e coL, 1992). Entretanto, a maioria dos dados

sobre lipoperoxidação é derivada de medidas de produção de malonaldeído

(MOA), através da análise de reação com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). Essa

medida é inespecífica, dificultando a análise dos resultados. Por exemplo, foi

demonstrado que a oxidação do f3-caroteno por dióxido de nitrogênio leva a

produtos reativos ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Kikugawa e coL, 1999; Krinsky,

2001 ).

A ação antioxidante dos carotenóides 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 lipoperoxidação em tecidos de ratos induzida por radiação

ultravioleta: injeção de tetracloreto de carbono, ou ainda pelo consumo de óleo
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oxidado (Lomnisky e col., 1997; Iyama e col., 1996; Levin e coL, 1997; Paiva &

Russell, 1999). Outros estudos mostraram ainda que o f3-caroteno pode inibir a

aterosclerose em coelhos com dieta rica em colesterol, porém o mecanismo pode

não ser por sua ação antioxidante (Shaish e coI. , 1995; Paiva & Russell, 1999).

Na tentativa de se demonstrar a ação protetora dos carotenóides contra a

tumorigênese, muitos estudos falharam. O f3-caroteno não protegeu ratos contra

dois estágios de tumores de pele induzidos por benzopireno (Lambert e coL,

1990; Paiva & Russell, 1999). Um marcador de lesão em DNA, a 8-oxo-7,8­

dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo), também foi utilizada com este intuito e

não foi verificada sua diminuição na urina ou linfócitos de indivíduos

suplementados com f3-caroteno, luteína ou licopeno (van Poppel e col., 1995;

Collins e col., 1998; Krinsky, 2001). Entretanto há relatos de uma diminuição

significativa no nível de 8-oxodGuo após suplementação com suco de cenoura

(Pool-Zobel e col., 1997) ou com o aumento do consumo de frutas e vegetais

(Haegele e col., 2000; Krinsky, 2001).

Estudos epidemiológicos mostraram uma relação inversa entre a ingestão

de frutas e vegetais com os riscos de se adquirir vários tipos de câncer, e isto vem

sendo atribuído ao f3-caroteno contido nas frutas e nos vegetais (Peto e col.,

1981). Estudos realizados in vitro e em animais têm dado suporte a esta hipótese.

Notavelmente, o f3-caroteno é mostrado como um eficiente antioxidante por

seqüestrar certas espécies reativas de oxigênio, especialmente radicais peroxila e

o oxigênio singlete. Recentemente, foi mostrado o efeito protetor do f3-caroteno,

sobre os raios UVA e luz visível induzidos por foto-oxidação em pele de ratos, e a

diminuição da lesão em DNA mitocondrial por raios UVA (Terao e coL, 2001;

Eicker e col., 2003). Esta atividade antioxidante parece ser maior a baixas

tensões de oxigênio (Burton & Ingold, 1984).

Muitos estudos mostram que os carotenóides podem interagir com outros

antioxidantes. Estas interações foram confirmadas por Blakely e cal. (1988) que

mostraram que o f3-caroteno pode modular o aumento da superóxido 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 adição da cantaxantina na dieta de frangos deficientes em vitamina E e
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selênio, aumentou a resistência a Iipoperoxidação pelo aumento no nível de a­

tocoferol nas membranas (Palozza & Krinsky, 1992).

As implicações do mecanismo de ação do ~-caroteno e de outros

carotenóides em enfermidades humanas nas quais imagina-se que espécies

reativas estejam envolvidas como por exemplo, em doenças como catarata,

aterosclerose, câncer são muito significativas devido ao fato de se conhecer sua

baixa toxicidade; e também porque se sabe que este composto e outros

carotenóides podem agir como agentes de quimioproteção (Palozza e Krinsky,

1992).

1.3.5.1- Fotoproteção

A habilidade dos carotenóides em capturar, por um processo de

transferência de energia, tanto sensitizadores tripletes eS) quanto oxigênio

singlete C02) gerados por transferência de energia a partir do 3S ao estado

fundamental do oxigênio e02) é responsável por sua proteção contra reações

fotosensitizadas (Palozza e Krinsky, 1992).

3S + CAR ---+ S + 3CAR (1)

102 + CAR ---+ 302 + 3CAR (2)

A reação acima limita o potencial deletério de espécies 3S que é capaz de

gerar 102 . Este por sua vez pode inativar proteínas na peroxidação de lipídios

biológicos e ainda lesar o DNA (Palozza e Krinsky, 1992).

O carotenóide triplete formado perde sua energia para o ambiente e

retoma a sua forma original (3).

3CAR ---+ CAR + calor (3)

1.3.5.2- Reações com radicais de oxigênio

Um grande número de estudos mostra a ação dos carotenóides em

limitar o dano oxidativo induzido por ROS. O ~-caroteno é capaz, por exemplo de
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reduzir o dano induzido pela xantina oxidase, assim como inibir a Iipoperoxidação

induzida por fontes enzimáticas como as do sistema xantina oxidase, NAOPH e

citocromo P450 redutases (Palozza & Krinsky, 1992).

Há fortes evidências de que os carotenóides são eficientes

sequestradores de radicais peroxila, entretanto o mecanismo de sua ação

antioxidante ainda não está bem definido. Burton & Ingold propuseram uma

hipótese para este mecanismo. É esperada que a reação entre o 13-caroteno e o

radical peroxila forme uma espécie de carotenóide radical (1); estes

pesquisadores acreditam que o 13-caroteno reage direto com o radical peroxila

formando uma espécie estabilizada por ressonância com um radical centrado no

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

13-caroteno + ROO. ~

13-caroteno + ROO.

13-caroteno. + ROOH (1)

~ ROO-13-caroteno. (2)

A combinação do carotenóide radical com oxigênio pode levar a formação

de um carotenóide peróxi-radical (3), que, em baixa concentração de oxigênio

pode deslocar o equilíbrio para a esquerda reduzindo assim a cadeia carregadora

do radical peroxila. Entretanto, se a concentração de oxigênio for alta, o equilíbrio

fica deslocado para a direita e, devido à auto-oxidação, o radical formado é capaz

de agir como pró-oxidante (Palozza & Krinsky, 1992).

13-caroteno. + O2 <::> 13-caroteno -00. (3)

Além disso o complexo peroxil-13-caroteno pode reagir como outro

radical peroxila levando à terminação da cadeia, como apresentado a seguir (4)

(Palozza & Krinsky, 1992).

13-caroteno -00. + ROO. ~ produtos inativos (4)

O esquema 1.6 resume algumas propriedades dos carotenóides.
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Esquema 1.6: Propriedades dos carotenóides.

1.3.6- Ação pró-oxidante dos carotenóides

o efeito pró-oxidante é definido como a reação que promove uma

atividade oxidativa ou um desbalanço pró-oxidante/antioxidante em direção a uma

atividade oxidante (Palozza, 1998). O efeito pró-oxidante pode induzir o estresse

oxidativo. Um agente pró-oxidante em sistemas biológicos aumenta a produção

de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio que podem destruir defesas

antioxidantes causando danos às membranas celulares (Halliwell & Gutteridge,

1999), às proteínas (Davies, 1987), e também ao DNA (Imalay & Linn, 1988;

Zhang & Omaye, 2001).

O conceito de que os carotenóides se comportam como pró-oxidantes é

derivado das conclusões de Burton e Ingold (1984), que mostraram que a tensões

altas e não fisiológicas de oxigênio (760 torr, 100% oxigênio) e em concentrações

relativamente elevadas de (3-caroteno (> 500 ~M) esse carotenóide se comporta

como pró-oxidante.

A ação pró-oxidante do (3-caroteno pode ser devido à formação de

radicais peroxila e/ou por sua rápida velocidade de auto-oxidação. A atividade

pró-oxidante/antioxidante do (3-caroteno é dependende da pressão de oxigênio. A

baixas pressões. ele age como um bloqueador de cadeia da lipoperoxidação
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(ação antioxidante), e com o aumento da pressão de oxigênio, ele é facilmente

oxidado e exibe comportamento pró-oxidante. Esta propriedade antioxidante foi

demonstrada pela habilidade do ~-caroteno em proteger metil linoleato contra a

oxidação por radicais formados pela decomposição térmica do

azo(bis)isobutironitrila (AIBN) (Rosseau e coL, 1992). As lipoproteínas de baixa

densidade (LOL) quando oxidadas podem iniciar o processo de aterosclerose, e

são também umas das maiores carregadoras de ~-caroteno em humanos.

Estudos realizados utilizando-se o cobre como pró-oxidante, demonstraram que o

nível de oxidação delas está altamente relacionado ao nível de antioxidantes. A

presença destes últimos prolonga a fase "Iag" que precede a rápida oxidação das

LOLs (Palozza & Krinsky, 1992).

O mecanismo pelo qual a pressão de oxigênio deve agir para mudar o

comportamento do ~-caroteno de anti para pró-oxidante ainda não está claro

(Palozza, 1998). Outro estudo mostrou que tanto o [3-caroteno quanto o licopeno

podem aumentar o nível de TBARS dependendo do agente oxidante utilizado in

vitro (Yeh & Hu, 2000). Entretanto, analisando-se melhor estes estudos, verificou­

se que o que acontece é uma perda na atividade antioxidante sob estas

condições (Krinsky, 2001). A atividade pró-oxidante do [3-caroteno também foi

verificada em estudos nos quais fibroblastos humanos foram irradiados com raios

ultravioleta UVA e não foi observada proteção pelo carotenóide. O ~-caroteno

estimulou a resposta oxidativa em fibroblastos epiteliais (Obermüller-Jevic e coL,

1999; Obermüller-Jevic e coL, 2001; Biesalsky &Obermüller-Jevic, 2001).

Uma grande evidência da atividade pró-oxidante do [3-caroteno é sua

interação com outros antioxidantes. Estes por sua vez, limitam o caráter pró­

oxidante do ~-caroteno. Em membranas celulares isoladas, o a-tocoferol inibe o

aumento na peroxidação lipídica induzida por altas doses de [3-caroteno (Palozza

e coL, 1995). Além disso, em diferentes células tumorais, o efeito pró-oxidante do

~-caroteno é completamente revertido pela concomitante adição de a-tocoferol

(Palozza e co!., 2001; Palozza e caL, 2002). Em particular, o tocoferol é capaz de

minimizar o aumento da produção de ROS induzida por altas concentrações de ~­

caroteno tanto em adenocarcinoma de cólon humano (Palozza e coL, 2001) como

em células de leucemia (Palozza e caL, 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 carotenóide em células HL-60 (Palozza e col., 2002). O tocoferol

também pode reverter o efeito do carotenóide na ativação de NF-kB em muitos

modelos celulares (Palozza e col., 2003a). É interessante notar que a prevenção

dos efeitos pró-oxidantes do ~-caroteno por a-tocoferol ou outros antioxidantes

como a N-acetilcisteína é sempre acompanhada pela perda do efeito do ~­

caroteno no crescimento celular e na indução de apoptose (Palozza e col., 2003b

- para revisão).

1.3.7 - Possíveis mecanismos pró e antioxidante do 13-caroteno

Como já mencionado aqui, Burton e Ingold (1984) mostraram que o ~ ­

caroteno é um tipo de antioxidante não usual, já que seu comportamento depende

da pressão parcial de oxigênio. O estudo deste fenômeno foi retomado após os

estudos epidemiológicos que forneceram resultados contraditórios sobre o ~­

caroteno (Burton & Ingold, 1984; Truscott, 1996).

Truscott em um estudo anterior usou CCI3° como modelo de radical

peroxila (ROOO) para propor um mecanismo molecular. A radiólise de pulso sobre

CCI4 poderia produzir CCI3° em solução alcoólica; esta espécie por sua vez reage

rapidamente com O2 e gera o radical CCI300°. Na presença do ~-caroteno, os

produtos reacionais dependerão da concentração de oxigênio. A baixas

concentrações de O2 observa-se apenas o cátion radical (13-car+O) (À=900nm); à

altas pressões observa-se a formação da espécie CCb02-13-care (À=820nm). Este

radical vai decaindo, formando-se assim ~-car+' (À=900nm) em atmosfera normal

ou em condições saturadas de O2 (Truscott, 1996).

As reações a seguir ilustram esta explicação:

H20 ~ e- aq + HO°

HO° + (CH3)2CHOH ~ (CH3hCO + CCI3° + HCI

CCI3° + 02 ~ CCI30 2°

Baixa concentração de oxigênio: CCI30 2° + 13-car ~ CCI30 2-o + 13-cato

t
Alta concentração de oxigênio: CCI30 2° + 13-car ~ [CCb02-13-car] °
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Considerando-se as explicações anteriores, Truscott propõs um

mecanismo para a interação do f3-caroteno com radicais peroxila e oxigênio,

mostrando seu possível comportamento antioxidante a baixas concentrações de

oxigênio e seu comportamento pró-oxidante a altas concentrações de oxigênio

(Truscott, 1996).

Num estudo mais recente, EI-Agamey e col. (2004), incluindo o próprio

Truscott (2004) atribuíram a dependência da concentração de oxigênio à atividade

antioxidante dos carotenóides a um equilíbrio entre os radicais de carotenóides e

o oxigênio. Kleinjans e col. (2004) já haviam verificado a evidência da formação

de radicais centrados no carbono. De acordo com o esquema 1.7 (similar ao

proposto anteriormente por Truscott, 1996), a altas concentraçoes de oxigênio, o

equilíbrio se desloca em direção a formação da espécie R02-CAR02", que pode

tanto reagir com o carotenóide (CAR), induzindo sua auto-oxidação, ou reagir com

lipídios levando à fase de propagação da peroxidação lipídica. Entretanto, a

baixas concentrações de oxigênio, o equilíbrio se desloca em direção ao radical

peroxila do carotenóide (R02-CAR"), que pode reagir com outro radical peroxila

(R02") ou formar um epóxido via eliminação do radical alcoxila. Como a

concentração do oxigênio muda de um tecido para outro, os carotenóides podem

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

LH

R02CAR02":::=-°2

- RO"

-::::;R02CAR"==

R02 "

R02 " + CAR

R02CAR02R Epóxido Auto-oxidação R02CAR02H
do CAR + L"

Esquema 1.7: Mecanismo proposto para a atividade de carotenóides frente à tensão de

oxigênio (EI-Agamey e coL, 2004).
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1.3.8- Estudos epidemiológicos com ~-Caroteno

Em meio a tanta discussão sobre a atividade antíoxidante dos

carotenóides e sobre a possível prevenção do processo de carcinogênese

promovida por estes compostos, estudos epidemiológicos foram realizados para

se verificar a relação entre a ingestão de carotenóides, ou entre o nível dos

carotenóides nos tecidos ou plasma e a incidência de doenças. Muitos destes

estudos tiveram grande contribuição para este assunto. Entretanto, a

interpretação destes estudos é difícil por muitas razões. Uma delas é que frutas e

também vegetais são misturas complexas de vitaminas, minerais, fibras e outros

fitoquímicos. Outro motivo para a difícil interpretação destes estudos é que

indivíduos que consomem mais frutas e vegetais, consomem também menos

gordura, possuindo então uma consciência do que é uma alimentação saudável

(Mayne, 1996).

Muitos dos estudos em que se suplementavam carotenóides à dieta dos

participantes foram realizados utilizando-se o ~-caroteno. Uma das razões para

isto, é que ele é um dos carotenóides mais disponíveis na forma de suplementos

comerciais e porque até então já existiam dados mostrando a baixa toxicidade de

suas doses farmacológicas em humanos. Estudos realizados na China com ~­

caroteno mostraram uma diminuição nos casos de câncer gástrico e de esôfago.

Triagens no Canadá mostraram redução nos casos de câncer de mama (Mayne,

1996).

Em certas regiões da China como Linxian, há uma grande incidência de

câncer de esôfago e gástrico. Nesta população, o nível plasmático de vários

micronutrientes como retinol, f3-caroteno, riboflavina, vitaminas C e E são

extremamente baixos. Um estudo realizado com 3000 homens e mulheres desta

região, cuja idade variava entre 40 a 69 anos, foi realizado para verificar se

ocorreria uma diminuição destes tipos de câncer com uma combinação de

nutrientes. Os nutrientes utilizados foram: retinol e zinco, riboflavina e niacina,

ácido ascórbico e molibdênio e também uma combinação de f3-caroteno, selênio e

a-tocoferol. Após 5 anos, aqueles que tinham tomado a combinação de f3­

caroteno, vitamina E e selênio apresentaram uma redução de 13% em mortes por
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câncer, 4% de redução em morte por câncer do esôfago e também 21% de

redução nos casos de câncer gástrico; as outras combinações não levaram a

efeitos significativos na redução de câncer neste estudo (Mayne, 1996).

Outros estudos sugeriam que uma dieta com muitas frutas e verduras

estava associada a uma diminuição do risco de se ter câncer coloretal. Uma

triagem com 864 pacientes, que possuíam adenoma ou que o haviam removido

nos meses anteriores, participaram deste estudo no qual recebiam

suplementação de l3-caroteno (20 mg/dia) e uma combinação de vitamina C (400

mg) e vitamina E (400 lU); entrentanto, não houve evidência de que estes

componentes diminuíram a incidência de adenomas (Mayne, 1996).

Na triagem realizada no Canadá com 678 mulheres com câncer no seio e

que consumiam altas quantidades de gordura e baixas quantidades de 13­

caroteno e vitamina C antes do diagnóstico, verificou-se um aumento no risco de

morte por este tipo de câncer (Mayne, 1996).

Mais dois estudos podem ser aqui mencionados, mostrando o

desempenho do l3-caroteno e dos carotenóides na prevenção de câncer cervical.

Cinqüenta mulheres com câncer cervical invasivo ou carcinoma in situ foram

monitoradas. Verificou-se que o risco de se ter câncer cervical foi

significantemente maior entre mulheres com baixos níveis de carotenóides como

a-caroteno e l3-caroteno. Numa segunda triagem deste estudo que teve a

participação de 30 mulheres com displasia cervical, estas, receberam

suplementação de l3-caroteno (30 mg/dia) por 6 meses. Depois deste período,

70% das mulheres mostraram biópsia negativa e após 1 ano (6 meses sem a

suplementação), 30% continuaram respondendo (Mayne, 1996). Em recente

estudo verificou-se que em indivíduos com níveis plasmáticos de trans e cis

licopeno mais elevados ocorre uma redução no tempo de remoção de infecção

oncogênica por papilomavírus humano (HPV) (Sedjo e col., 2003) As

concentrações plasmáticas de a-caroteno e de l3-caroteno também estão

conectadas a tecidos cervicais normais (lesões neste tecido podem levar a câncer

cervical). Isto foi verificado em um estudo apenas com mulheres mostrando uma

ligação entre a atividade pró-vitamina A dos carotenóides e o câncer cervical in

vivo (Gamboa-Pinto e col., 1998).
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Uma grande polêmica em relação aos estudos de ~-caroteno surgiu há

dez anos com os resultados do "The Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene (ATBC)

Cancer Prevention Study", uma triagem de intervenção clínica que indicou uma

tendência de aumento na incidência de câncer no pulmão em fumantes

finlandeses para os quais foram dados ~-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 ~-caroteno quanto o retinol levaram a um aumento na incidência de

câncer em pulmão de fumantes; dentre os voluntários deste estudos estavam

também ex-fumantes e trabalhadores de minas de asbesto (Omenn e coL,

1996a). Em estudo recente (Mannisto e co!., 2004), o ~-caroteno presente em

níveis normais na dieta não levou a nenhum aumento na incidência de câncer

pulmonar nos indivíduos.

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 ~-caroteno (20 mg/dia) o outro uma combinação

de a-tocoferol e ~-caroteno; o quarto grupo era o controle. Estas pessoas foram

monitoradas durante um período de 5 a 8 anos. Não se verificou diminuição do

nível de câncer pulmonar no grupo que recebeu apenas a-tocoferol, porém entre

os homens que receberam ~-caroteno, observou-se um aumento na incidência de

câncer no pulmão em 18%.

Após o término do estudo, o índice de mortalidade por câncer de pulmão

nestes indivíduos também foi elevado em 8%, pois ocorreram mortes por câncer e

também doenças cardíacas. A figura a 1.6 mostra os resultados após 7,5 anos

(não foi verificada nenhuma evidência de interação entre ~-caroteno e a-tocoferol,

no que diz respeito a um aumento no câncer de pulmão (Heinonen & Albanes,

1994).
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Fig. 1.6: Evidência cumulativa de câncer no pulmâo entre participantes que

receberam ~-caroteno e placebo (sem ~-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 l3-caroteno quanto o retinol levaram a um aumento na incidência de câncer

no pulmão em fumantes (Mayne, 1996).

O CARET acompanhou 18.314 fumantes, ex-fumantes e trabalhadores

que foram expostos a minas de asbestos (substância que também se acumula no

pulmão). A eles foram administradas 30 mg/dia de l3-caroteno e 25000 IUI 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

câncer no pulmão quando comparado ao placebo. No grupo em que houve um

tratamento ativo, o número de mortes por câncer 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 cal., 1996a; Omenn e cal., 1996b).
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1.3.9- ~-Caroteno e seus metabólitos

Apesar de todos os estudos apontando o ~-caroteno como antioxidante,

triagens clínicas em que indivíduos fumantes foram suplementados com ~­

caroteno, mostraram uma possível ação pró-oxidante deste carotenóide. Após um

longo período, verificou-se um aumento na incidência e mortalidade por câncer

pulmonar nos fumantes suplementados com ~-caroteno (Heinonen & Albanes

1994, Omenn e co!., 1996a). Assim a atividade antioxidante e anticarcinogênica

do l3-caroteno está sendo reexaminada (Yeh & Hu, 2000; Yeh & Hu, 2001). Um

estudo em timócitos normais e de tumor mostraram que o ~-caroteno é um

antioxidante a baixas pressões de oxigênio e pró-oxidante a altas pressões de

oxigênio, além disso foi verificado que este carotenóide aumenta o nível de

lipoperoxidação por N02 (Palozza e co!., 1997, Khopde e coL, 1998). ~-Caroteno e

o retinal também levaram a formação de hidroperóxidos lipídicos do meti! Iinoleato

(Haila e co!., 2000).

Muito da atividade pró-oxidante do ~-caroteno está sendo atribuída ao

seus metabólitos (Paolini e co!., 1999, Paolini e co!., 2001; Perocco e coL, 1999;

Salgo e co!., 1999). Seus produtos de oxidação podem induzir a carcinogênese via

reação direta com o DNA ou ainda pelos seus metabólitos formados pela ação das

enzimas do citocromo P450 (Wang & Russell, 1999).

A formação de metabólitos do l3-caroteno foi demonstrada por Wang e

co!. (1999) em furões expostos à fumaça de cigarro. Este trabalho mostra o

aumento da concentração do nível pulmonar de ~-caroteno nos animais

suplementados e sua drástica redução naqueles expostos à fumaça de cigarro.

Mostra ainda um aumento significativo de apo-carotenais no pulmão dos animais

expostos à fumaça, provavelmente devido à clivagem excêntrica do ~-caroteno

(vide esquema 1.5) (Wang e co!., 1999). Liu e coL (2004a), também utilizando

furões expostos à fumaça de cigarro, verificaram que a-tocoferol e ácido ascórbico

podem agir sinergisticamente prevenindo o aumento da oxidação do ~-caroteno

pela clivagem excêntrica induzida pela exposição à fumaça, facilitando assim a

conversão do l3-caroteno em ácido retinóico e retina!. Recentemente, o mesmo

grupo verificou que furões suplementados com baixas doses de ~-caroteno

tiveram atenuada a fosforilação da quinase Jun N-terminal (JNK), e das proteínas
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p38 e p53 em pulmão de furões expostos à fumaça (Liu e col., 2004b). Em doses

mais elevadas do carotenóide, houve aumento da fosforilação destas proteínas

(Liu e col. 2004b).

Salgo e colaboradores (1999) verificaram o aumento da ligação de

metabólitos do benzopireno ao DNA em microssomas de fígado de rato por

produtos de oxidação do ~-caroteno. Neste estudo, uma mistura de 13-caroteno

oxidado foi incorporada a membranas de microssomas verificando-se um aumento

da ligação do benzopireno tritiado ao DNA; já o 13-caroteno não oxidado mostrou

uma redução nesta ligação. Recentemente, Kleinjans e col. (2004) não verificaram

aumento da formação de adutos em DNA de esperma de salmão induzido por

benzopireno em sistema gerador de NADPH pelo 13-caroteno e seus produtos de

oxidação.

Sabe-se também que o 13-apo-8'-carotenal, um produto da c1ivagem

excêntrica do ~-caroteno, é 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 carcinogênicos (citocromo P450) em

pulmões de ratos suplementados com altas doses de 13-caroteno; entretanto ainda

não se sabe se este efeito é devido ao 13-caroteno ou a seus metabólitos (Paolini e

col., 1999).

A literatura relata, que em concentração excessiva, alguns produtos da

c1ivagem do 13-caroteno como o retinol e retinal induzem danos oxidativos em DNA

via geração de superóxido (02
0

-) (Murata & Kawanishi, 2000). Sugere-se que

danos oxidativos em DNA podem ser responsáveis pela iniciação e/ou

promoção/progressão de tumores em carcinogênese. Em estudos onde foram

utilizadas quantidades excessivas de 13-caroteno, sugere-se que tanto o retinol

como o retinal possuem importante papel no processo de carcinogênese. Este

trabalho menciona também que derivados da vitamina A como 13-ionona e mesmo

o ~-caroteno induzem danos em DNA, incluindo 8-oxodGuo na presença de Cobre

(11), entretanto os danos são bem menores que aqueles verificados pela ação do

retino/ e do retinal (Murata & Kawanishi, 2000). Yeh e col. (2003) mostram que

DNA de timo de bezerro exposto ao 13-caroteno auto-oxidado leva a um aumento

na formação da 8-oxodGuo. Novamente, a induçao de 8-oxodGuo por 13-caroteno
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e seus produtos de oxidação não foi verificada em fraçoes microssomais 89 de

fumantes e não-fumantes e também por fenobarbital e benzoflavona. (Kleinjans e

col.,2004).

Estudos mostraram que tanto o ~-caroteno quanto o licopeno oxidados

levam ao aumento de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-0H-dGuo) em fibroblastos

humanos de prepúcio e em DNA de timo de bezerro (Yeh & Hu, 2001). Foi

verificada também a interação do ~-caroteno com fumaça de cigarro em células

epiteliais de brônquios humanos. Neste estudo constatou-se também a diminuição

do carotenóide e o aumento de seus produtos oxidados, como 4-nitro-~-caroteno,

~-apo-carotenaise epóxidos do ~-caroteno (Arora e coL, 2001). Vale ressaltar que

Baker e col. (1999) verificaram que o ~-caroteno pode reagir com oxidantes da

fumaça de cigarro. Um estudo muito interessante mostrou a diminuição do nível

plasmático de ~-caroteno entre mulheres não fumantes mas casadas com

fumantes (Farchi e col., 2001).

Na presença de ~-caroteno, a fumaça pode agir como agente de

transformação celular em tratamentos agudos e crônicos (Perocco e coL, 1999). O

aumento da atividade de transformação celular pode ser devido a ativação do ~­

caroteno pelas enzimas do citocromo P450 (Perocco e coL, 1999). A exposição à

fumaça de cigarro e/ou a suplementação com doses farmacológicas de ~-caroteno

levaram a indução no nível destas enzimas (CYP1A1 e CYP1A2) em tecidos

pulmonares de furões (Liu e col., 2003). Hurst e col. (2004) demonstraram que

o ~-caroteno e o licopeno são oxidados na presença de fumaça de cigarro, assim

a formação de seus produtos de oxidação pode ter aumentado o número de

compostos químicos capazes de reagirem com bases do DNA, contribuindo para o

mecanismo carcinogênico verificado nos estudos epidemiológicos. Palozza e col.,

(2004) verificaram a ocorrência de um aumento no nível de 8-oxodG'Jo em células

de diferentes linhagens tratadas com alcatrão; na presença de ~-caroteno o efeito

foi mais pronunciado. O esquema 1.8 mostra um resumo do possível mecanismo

de ação do ~-caroteno como agente pró-carcinogênico:
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PULMÃO

Lipídios / ~-caroteno

n Altas pressõeso de oxigênio

Lipoperoxidação / Produtos de oxidaçãondo ~-caroteno

DNA I > - Quebras
- Oxidação de Bases
- Formação de Adutos

=

n
Consequências biológicas:
- Mutações
- Displasia Celular

Esquema 1.8: Possível mecanismo da ação pró-carcinogênica do [3-caroteno

1.3.10 - l3-caroteno: possíveis explicações para seu mecanismo de ação pró­

oxidante

A atividade biológica do l3-caroteno sugere sua proteção contra câncer

por apresentar uma atividade antioxidante, sendo capaz de capturar radicais livres

que podem por sua vez levar ao câncer e demais doenças. Além disso, inúmeros

estudos epidemiológicos indicam que pessoas com altos níveis de l3-caroteno na

dieta e no sangue possuem menores riscos de câncer (Nowak, 1994). Entretanto,

as triagens realizadas com fumantes (ATBC e CARET) que levaram ao aumento
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na carcinogênese de pulmão pela suplementação com ~-caroteno são difíceis de

serem explicadas. Este efeito pode ser devido apenas ao ~-caroteno, aos seus

metabólitos ou ainda a um diferente metabolismo do ~-caroteno no pulmão de

fumantes se comparado aos não fumantes. Este resultado alarmante é também

difícil de entender pois a ingestão de grandes quantidades de ~-caroteno em

pacientes que apresentam doenças na pele não levaram a nenhum efeito tóxico.

(Wang & Russell, 1999).

A tumorigênese do pulmão é complexa e envolve mutações múltiplas no

genoma da célula tumora!. Como que as células do epitélio pulmonar podem

escapar do controle proliferativo e se tornarem um tumor maligno quando exposta

ao ~-caroteno e à fumaça? Pode ser possível que o metabolismo do ~-caroteno

seja alterado, resultando num aumento de sua forma oxidada ou de seus

metabólitos oxidados que podem lesar diretamente o DNA ou promover um

ambiente para a carcinogênese (Palozza, 1998) .

Em resumo, ~-caroteno e outros carotenóides possuem atividade

antioxidante. Entretanto, sua capacidade é variável e dependente do sistema in

vitro utilizado. A atividade pró-oxidante depende de fatores como pressão de

oxigênio e concentração do carotenóide (Paiva & Russell, 1999; Liu e cal.,

2004b).

1.4- Breves considerações sobre Fumaça de Cigarro

Radicais livres são conhecidos por causar danos oxidativos a um grande

número de diferentes moléculas presentes nas células, incluindo membranas

lipídicas, proteínas, carboidratos e DNA (Halliwell, 1987). A fumaça de cigarro é

uma mistura complexa de mais de 4700 constituintes (Rahman & Mac Nee, 1996).

Uma grande quantidade de radícais livres e espécies reativas de oxigênio são

produzidas durante o fumo do cigarro (Park e co!., 1998).

A fumaça de cigarro consiste de duas fases: uma gasosa e uma

particulada. A fase particulada contém compostos carcinogênicos como catecol,

acroleína e hidroquinona, que são capazes de se auto-oxidarem produzindo

semiquinonas e radicais hidroxila (Gopalakrishna e cal., 1994; Pryor e cal, 1998;

Stringer e co!., 2004). A fase gasosa da fumaça contém principalmente oxidantes
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de vida curta como o ânion superóxido e óxido nítrico e aldeídos reativos (Zang e

coL, 1995; Pryor & Stone, 1993; Church & Pryor, 1985; Stringer e coL, 2004). O

monóxido de carbono que é conhecido por causar estresse oxidativo de maneira

similar ao óxido nítrico também é produzido na queima do cigarro. As

concentrações de radicais no condensado da fumaça de cigarro são mantidas por

um tempo considerável pelas reações redox, apesar de seu tempo de vida curto

(Park e coL, 1998).

A fumaça de cigarro é associada a muitas doenças crônicas pulmonares,

doenças crônicas degenerativas e doenças cardiovasculares variando de

inflamações ao câncer, além de ser também apontada como um dos fatores para

o desenvolvimento de anormalidades em outros órgãos. A fumaça pode causar

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, aumento de quebras em DNA e

formação de 8-oxodGuo (Church & Pryor, 1985; Pryor & Stone, 1993; Leanderson

&Tagesson, 1992; De Flora e coL, 2003).

O plasma de fumantes possui um baixo nível de ácido ascórbico e o fluido

epitelial de fumantes mostra uma diminuição no nível de vitamina E, que pode ser

devido ao aumento do consumo destes oxidantes pelos fumantes. Além disso, a

exposição de plasma humano à fumaça resulta em uma depleção de antioxidantes

como o ácido ascórbico e a bilirubina (Pacht e coL, 1986; Park e coL, 1998).

O pulmão humano é dotado com um elaborado sistema antioxidante, já

que é exposto a oxidantes do meio ambiente (Comhair & Erzurum, 2002; Stringer

e coL, 2004). Dentre os compostos biologicamente importantes, tem-se as

enzimas superóxido dismutase como, MnSOD e CuZnSOD. Estas enzimas são

particularmente importantes já que representam a primeira linha de enzimas

antioxidantes de defesa contra espécies reativas de oxigênio (Zelko e coL, 2002;

Kinnula & Crapo, 2003; Stringer e coL, 2004).

A exposição de pulmões à fumaça de cigarro aumenta o nível de citocinas

inflamatórias (Qiu e coL, 2003). Recentemente, Stringer e coL, (2004) verificaram

um aumento no nível de MnSOD, em animais expostos à fase particulada da

fumaça de cigarro.
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2- OBJETIVOS

Tem sido amplamente investigado o papel de eteno adutos em processos

mutagênicos e carcinogênicos induzidos por agentes químicos ocupacionais ou

presentes no ambiente assim como por compostos formados endogenamente.

Algumas dessas lesões acumulam-se no DNA após exposição crônica ao

carcinógeno e levam à incorporação errada de bases após a replicação ou a

transcrição. A oxidação do (3-caroteno leva à formação de produtos reativos como

epóxidos, aldeídos, cetonas, que são capazes de reagir com o grupamento amina

de bases de DNA.

O presente estudo visa investigar a formação de eteno adutos em

nucleosídeos, DNA e células expostas ao (3-caroteno e seus produtos de

oxidação. Este trabalho também tem como objetivo verificar a possível associação

entre a exposição à fumaça de cigarro e suplementação com (3-caroteno na

promoção de danos ao DNA, em experimentos in vivo.
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 - Reagentes

A seguir está apresentada uma lista contendo todos os reagentes

utilizados:

Merck: (Oarmstadt, Alemanha) Hidróxido de sódio, fosfato de potássio

monobásico, 2'-desoxiguanosina, éter etílico, clorofórmio, acetato de etila, ácido

fórmico, hidróxido de sódio, fosfato de potássio monobásico, sulfato de magnésio,

ácido fosfórico, sacarose, cloreto de magnésio.

Millipore: Ultrafree -Mc (10000MNWL filter unit), Ultrafree-Mc filter unit (poro 0,22

11m).

Em Science: (Oarmstadt, Alemanha) metanol, acetonitrila, isopropanol.

Cinética Química: (São Paulo, Brasil) Clorofórmio e etanol (P.A).

Sigma: (St. Louis, EUA) Oesferroxamina, bicarbonato de sódio, cloreto de sódio,

sulfato de estreptomicina, cloreto de potássio fosfato de sódio dibásico e

monobásico, tripsina, ácido etilenodiaminatetraacético (EOTA), dodecil sulfato de

sódio (SOS), clorofórmio, retinal, l3-apo-S'-carotenal, l3-caroteno, carbonato de

sódio, L-glutamina, Tween SO, nuclease P1, meio Eagle modificado por Oulbecco

(OME), corante (Lucifer Yellow CH).

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

Mallinckrodt Chemical: (Paris, França): Carbonato de sódio anidro

Fluka Chemika: (Buchs, Suíça). Peróxido de Hidrogênio

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

BASF: (Ludwigshafen, Alemanha) zeaxantina

3.2- Equipamentos

Espectrofotômetro Hitachi U300 (Tokyo, Japão).

Centrífuga refrigerada Hitachi, modelo SCR 20B (Tokyo, Japão).

Centrífuga refrigerada da Eppendorf modelo S402 e 5043 (Hamburgo, Alemanha).

Centrífuga não refrigerada da Eppendorf, modelo 5415C (Hamburgo, Alemanha).
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Estufa de COz Napco®, modelo 5100 Precision Scientific (Chicago, EUA).

Autoclave vertical modelo 415, FANEM (São Paulo, Brasil).

Liofilizador: Micromódulo E-C para secagem a baixas temperaturas acoplado à

bomba de vácuo Savant, modelo VLP200 (Hollbrook, EUA) e um concentrador

modelo 5301 da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha).

Bomba peristáltica: Pharmacia, modelo LKB - Pump P-1 (Uppsala, Suécia).

Microscópio invertido Diaphot 300, Nikkon (Tokyo, Japão).

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).

Balança analítica A&D Company (Tokyo, Japão).

Purificador de água: Milli-Q.

3.2.1 - Espectrômetro de massa (MS)

Espectrômetro de Massa: Quattro II Micromass, (Manchester, UK) fonte de

ionização por spray de elétrons (ESI) e software Masslynx.

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa operando com

ionização por spray de elétrons (electrospray) no modo positivo foi feita utilizando­

se um espectrômetro de massa com triplo quadrupolo Quattro II da Micromass e

um sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japão) incluindo três bombas LC-10

ADNP, um injetor Rheodyne (Cotati, EUA), um injetor automático, modelo SIL-10

ADNP e um detector de absorbância, modelo SPD-10 AVNP, controlados por um

módulo de comunicação SCL-10ANP e os softwares Class-VP ou MassLynx, este

último da Micromass.

3.2.2 - Cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC)

Aparelhos de HPLC utilizados:

(1) Aparelho composto de 2 bombas Shimadzu, LC-6AD, um injetor Rheodyne,

detector de fotodiodos SPD-M10VNP, um injetor automático, modelo SIL

1OADNP, todos estes componentes controlados por uma SCL-10ANP e software
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CLASS-VP versão 5.02 também da Shimadzu (Shimadzu, Kyoto-Japan),

interfaciados a um computador.

(2) Aparelho composto por bombas Shimadzu LC-10AO, um injetor Rheodyne,

detector de absorbância UV, SPO-10A e um detector coulométrico Coulochem 11

ESA cela análitica modelo 5010. O controlador utilizado foi um "Communication

Bus Module CBM-10A e software CLASS LC-10AO da Shimadzu (Kyoto, Japan)

interfaciado a um computador.

(3) Aparelho composto por 2 bombas Merck - Hitachi L-7100 (Oarmstadt,

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 cromatográficas de fase reversa:

1- C18 (250 x 4,6 mm Ld., tamanho da partícula 5/lm), Phenomenex (Torrance,

EUA).

2- C18 (250 x 10 mm i.d., 10 /lm), Phenomenex (Torrance, EUA).

3- Luna C18 (150 mm x 2,0 mm Ld., 3 /lm), Phenomenex, (Torrance, EUA).

4- Phenosphere-next (150 x 2 mm x 3 /lm), Phenomenex, (Torrance, EUA).

5- Lichrosphere RP-18 (250 x 4,6 mm Ld., 15/lm), Merck (Oarmstadt, Alemanha).

Pré-colunas: Phenomenex C18 (aOS, Octadecil) (4mm x 3.0mm 10) (Torrance,

EUA).

As colunas e os métodos utilizados foram padronizados, para cada situação

analítica.

As seringas utilizadas são da marca Hamilton (Nevada, EUA) e de volumes:

50 /lI, 100 /lI, 250 /lI e 500 /lI.

Os sistemas desenvolvidos nas análises por cromatografia em fase reversa

para a verificação da formação de adutos de ONA, quantificação de dGuo e de 8­

oxodGuo nas amostras biológicas, oxidação de carotenóides, entre outros, estão

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

Ilm, semi preparativa)

Fluxo: 1mLlmin e 4,6 ml/min para a outra coluna

Solventes: gradiente água/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, 51lm)

Fluxo: 1mLlmin Método isocrático

Solvente: água/metanol 20% durante 30 mino

Sistema 3: Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 Ilm)

Fluxo: 1mUmin Método: gradiente

Solvente: água/acetonitrila (ACN)

0- 30 min: água/ 8 % ACN -------- água /16 % ACN

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

Fluxo: 1mUmin Método isocrático

Solvente:Tampão KH2P04 50 mM pH 5.5/6% Metanol durante 45 mino

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

Fluxo: 1mLlmin Método isocrático

Solvente:Tampão KH2P04 50 mM pH 5.5/8% Metanol durante 45 mino

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

Fluxo: 1 mLlmin

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

Modo isocrático; tempo da corrida: 20 minutos
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Sistema 7: Coluna: Lichrosphere RP-18 (250 mm x 4,6 mm x 5 Ilm)

Fluxo: 0,8 ml/min

Gradiente de Solventes

Solvente A (75% ACN / 15% MeOH / 10% H20)

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

O- 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- Ressonância Magnética Nuclear (RMN)

Os produtos coletados foram liofilizados e então, ressuspensos em DMSO.

O espectro de RMN 1H, foi obtido em um espectrômetro DRX-500 MHz (Bruker,

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

água.

3.2.4- Equipamento utilizado na análise da comunicação celular após o

tratamento com p-caroteno e zeaxantina oxidados

Para o ensaio de comunicação intercelular via junções comunicantes foi

utilizado um sistema contendo um micromanipulador e um microinjector Eppendorf

(Hamburgo, Alemanha). As imagens foram verificadas utilizando-se um

microscópio fluorescente Zeiss Axiovert 100 TV acoplado a uma câmera CCD

(ORCA 11, Hamamatsu).

3.3 - Verificação da formação de produtos da reação entre 2'­

desoxiguanosina (dGuo) e retinal

3.3.1- Reação entre dGuo e retinal na presença de peróxido de hidrogênio

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 tampão carbonato 200 mM pH 9,4.
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Adicionou-se a este sistema de peróxido de hidrogênio (50 mM). Esta reação é

feita no escuro desde a pesagem do retinal até a adição dos reagentes pois o

retinal se oxida sob a luz e o peróxido também pode se decompor. A incubação foi

deixada por 7 dias a temperatura de 50°C sob agitação. O aldeído foi removido

extraindo-se a fase aquosa com acetato de etila (AcOEt). Alíquotas da fase

aquosa foram injetadas no HPLC utilizando-se o Sistema 1. Os controles contendo

também foram incubados nas mesmas condições. Os produtos formados foram

coletados, liofilizados e depois levados ao espectrômetro de massa para análise.

3.3.2- Obtenção dos espectros de massa (LC/E5I1M5) dos produtos da

reação entre retinal e dGuo

Os espectros de massa foram obtidos com ionização por spray de elétrons

no modo positivo em um espectrômetro com triplo quadrupolo Quattro 11 da

Micromass acoplado a um sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japão) (vide

item 3.2.1) controlados por um módulo de comunicação SCL-10AJVP. O eluente

utilizado foi uma mistura de água e acetonitrila (30%) bombeado através de uma

coluna analítica C18 (250 mm x 4,6 mm, 5/lm). Após o detector de absorbância (À

=254 nm) foi conectado um divisor de fluxo (splitter) de modo a permitir que 250

/lL da fase móvel entrasse no espectrômetro de massa e 750 /lL passasse fosse

descartado. Foi utilizado o intervalo de relação massa/carga (m/z) de 100 a 600

Da para obtenção dos espectros em MS1 com diferentes voltagens de cone (10V,

20V, 35Ve 50V). A pressão do gás de colisão (argônio) utilizada foi de 6,7 x 10-7

mbar e a energia de colisão de 10 eV; a temperatura da fonte foi mantida em 100

oCo Nas amostras adicionou-se 0,2% de ácido fórmico para facilitar a ionização.
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3.4- Desenvolvimento, padronização e validação de metodologia para a

detecção sensível do 1, N2-adGuo LC/ESIIMS-MS em sistemas biológicos

3.4.1- Organização do sistema

Foi utilizado o equipamento descrito no item 3.2.1. O sistema era composto

também por uma válvula direcionadora de fluxo, modelo FCV-12AH (Kyoto,

Japão).

Para evitarmos a pré-purificação por HPLC que acarretava possibilidade de

contaminação, foi desenvolvido um sistema em que as amostras poderiam ser

injetadas diretamente no espectrômetro de massa. Para isto, foi utilizada uma

válvula direcionadora de fase móvel proveniente das diferentes bombas do

sistema.

No início da análise, a válvula controlada pelo HPLC, é mantida em sua

posição 1; esta permite que a amostra seja eluída pela coluna, com o solvente

proveniente das duas bombas do HPLC (bombas A e 8), a amostra eluída

contendo constituintes que não deveriam ir para o espectrômetro de massa,

nucleosídeos provenientes da hidrólise do DNA e detectados no UV, é enviada ao

descarte. Ao mesmo tempo, a bomba C bombeia fluxo de solvente para o

espectrômetro de massa passando por uma outra coluna (capilar). Após o último

nucleosídeo, quando o aduto de nosso interesse é eluído pelo sistema de HPLC, a

válvula é trocada de posição, agora para a posição O; fechando o sistema. Agora,

o composto de interesse é enviado para a outra coluna que está conectada ao

espectrômetro de massa onde será detectado. Quem comanda o fluxo de solvente

quando a válvula está na posição O é o HPLC, e o fluxo bombeado pela bomba C

é descartado. Após um tempo pré-determinado, a válvula retoma à posição 1. O

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

poslçoes.

3.4.2- Condições cromatográficas (HPLC) e condições de detecção no

espectrômetro de massa do 1,N2-BdGuo nos sistemas modelo e em amostras

biológicas

Coluna analítica C18 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 Ilm, Phenomenex) foi eluída

com uma fase móvel constituída por 8 % de ACN em água contendo 0,1 % de

ácido fórmico até 18 mino De 18 a 19 min, a concentração aumentou para 50 % de

ACN e permaneceu nesta condição até 38 mino De 38 a 39 min, voltou a sua

concentração inicial de 8 % até 50 mino Foi feito também um gradiente de fluxo

mantido pelas bombas A e B. O fluxo inicial foi de 0,4 ml/min até 18 mino De 18 a

19 min o fluxo diminuiu para 0,2 ml/min e 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

IlLlmin). De 35 a 36 min o fluxo foi aumentado para 0,4 ml/rnin, e assim

permaneceu até o final da corrida. Uma segunda coluna Phenosphere-next (150 x

2 mm x 3 ,u.m) , foi simultaneamente eluída com uma fase móvel constituída por

50% água contendo 0.1 % de ácido fórmico / 50 % ACN a um fluxo de 50 IlLlmin,

utilizando-se a bomba C A válvula permaneceu na posição zero no intervalo de

22 a 34 min para que pudesse ser detectado o 1,N2-BdGuo em 45 min no

espectrômetro de massa.
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As amostras de DNA hidrolisadas contendo 1 pmol de CSNsl-1,N2-EdGuo

como padrão interno foram injetadas neste sistema (LC/ESIIMS-MS) pelo modo

de monitoramento de reação múltipla (MRM). As transições de razão m/z 292 ~

176 (1,N2-EdGuo) e m/z 297 ~ 181 (c sNsl-1,N2-EdGuo) foram monitoradas a cada

1 s. A voltagem do cone foi mantida em 15 V. A pressão do gás de colisão

(argônio) na célula de colisão em 6,7 x 10-7 mbar e a energia de colisão em 10 eV.

Em ambos os casos, a temperatura da fonte foi mantida em 100 cC e os fluxos

dos gases de secagem e nebulização (nitrogênio) foram ajustados para 350 e 10

Uh, 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- Aquisição dos espectros de massa do 1, N2-edGuo e CSNs]-1,N2­

EdGuo por LC/ESI/MS-MS

Alíquotas de 200 fmol dos padrões 1, N2-EdGuo e [1sNsl - 1,N2
- EdGuo

foram analisadas segundo o sistema mencionado (itens 3.4.1 e 3.4.2). As

varreduras em MS 1 e o espectro de massa do íon produzido em MS2 foram

coletados utilizando a variação de 100-400 Da.

3.4.4 - Validação da metodologia da detecção do 1,N2-eteno-2'­

desoxiguanosina (1,N2-EdGuo) por LC/ESI/MS-MS

3.4.4.1- Curva de calibração para a quantificação do 1,N2-EdGuo por

LC/ESI/MS-MS

Foi realizada a curva de calibração adicionando-se, para cada ponto,

quantidades variáveis do padrão o 1,N2-EdGuo (5, 20, 50, 100, 300, 700, 1000,

1500, 2500, 5000 fmol) e 1 pmol de padrão de 1,N2-edGuo isotopicamente

marcado com nitrogênio 15 para cada ponto. A curva foi realizada plotando-se a

razão entre a área do padrão do eteno e a do padrão isotopicamente marcado

versus a concentração do aduto (1,N2-EdGuo) adicionado.
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3.4.4.2- Quantificação do 1,N2-edGuo por LC/ESI/MS-MS em DNA de timo de

bezerro comercial sem incubação

Diferentes quantidades de DNA (20, 50, 75 e 100 ).1g) foram "contaminadas"

com 100, 300, 500 e 1000 fmol de 1,N2-edGuo. À estas amostras foi adicionado o

padrão do eteno aduto isotopicamente marcado, seguindo-se a hidrólise e

quantificação do 1,N2-edGuo por LC/ESI/MS-MS.

3.4.4.3- Quantificação do 1,N2-edGuo por LC/ESI/MS-MS em DNA de fígado

de ratas não tratadas

Amostras de DNA de fígado de ratas Wistar não tratadas (11 semanas)

(200 ).1g) foram "contaminadas" com 10, 50, 100 e 500 fmol de 1,N2-edGuo. Após

adição de padrão isotopicamente marcado e sua hidrólise (vide item 3.8), estas

foram analisadas por LC/ESI/MS-MS para quantificação do aduto.

3.4.4.4- Quantificação do 1, N2-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 ).1g) foram analisadas por LC/ESI/MS-MS após hidrólise e

adição de padrão isotopicamente marcado.
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3.5 - Análise da lesão 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo)

nos sistemas modelos e nas amostras biológicas

Após a hidrólise das amostras (Fiala e col., 1989) de DNA (DNA de timo de

bezerro - 50 )J.g; amostras biológicas - 100 )J.g ), as amostras foram submetidas às

análises para quantificação de 8-oxodGuo. A hidrólise foi realizada como descrito

no item 3,8. Esta análise foi feita por detecção eletroquímica num sistema de

HPLC acoplado a um detector coulométrico Coulochem 11 ESA. O potencial usado

na "guard - cell" foi de 800 mV e na cela analítica foram selecionados os

potenciais 130 mV e 280 mV, potencial de oxidação da 8-oxodGuo. A separação

foi obtida segundo o Sistema 5 (vide item 3.2.2). Para a obtenção dos resultados

foi feita uma curva de calibração de 8-oxodGuo e dGuo.

3.6 - Extração de DNA de amostras biológicas

O DNA foi extraído utilizando-se o mesmo método de Wang e col. (1994).

Cada 500 mg de tecido ou 10 x 107 de células foi homogeneizado em 5 mL de

tampão A (Sacarose 320 mM, MgCI2 5 mM, Tris-HCI 10 mM, desferroxamina 0,1

mM, 1 % de Triton X-100 pH 7,5). Após centrifugação a 1500 9 por 10 minutos, o

precipitado foi coletado e ressuspenso em 5 mL de tampão A. Após nova

centrifugação a 1500 9 por 10 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 3 mL de

tampão B (Tris-HCI 10 mM, EDTA-Na2 5 mM, desferroxamina 0,15 mM pH 8,0) e

200 )J.L de uma solução de SDS 10 %. A esta solução foram adicionados 20 )J.L de

uma solução 10 mg/mL de RNAse A (preparada em tampão C, Tris-HCI 10 mM,

EDTA-Na2 1 mM, desferroxamina 2,5 mM, pH 7,4) e 2,5 )J.L de uma solução 20

UI,LlL de RNAse T1 (preparada em tampão C). A amostra foi incubada a 37°C por

1 h e, em seguida, foram adicionados 180 )J.L de uma solução 20 mg/mL de

proteinase K. Após incubação a 37°C por 1 h e centrifugação a 5000 9 por 15

minutos, o sobrenadante foi coletado, ao qual foram adicionados 2 mL de solução

de Nal e 3 mL de isopropanol. O tubo foi mantido no freezer (-20°C) por uma

noite para precipitação do DNA. Em seguida foi feita uma centrifugação a 5000 9

por 15 minutos. o precipitado foi coletado e lavado com 3 mL de isopropano/ 60 %

(5000 g, 15 minutos) e 2 mL de etanol 70 % (5000 g, 15 minutos). O DNA foi então
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ressuspenso em 500 IlL de solução de desferroxamina (0,1 mM) suficiente para

dissolvê-lo e sua concentração e pureza foram determinadas, respectivamente,

pela leitura da absorbância a 260 nm e pela relação A260/A280 nm.

3.7- Precipitação de DNA de timo de bezerro

Para a precipitação do DNA adicionou-se 100 IlL de acetato de sódio 3 M e

1 mL de etanol 100 % gelado. As soluções foram deixadas para precipitação

durante a noite. No dia seguinte, a solução foi agitada e centrifugada por 5 min a

10.000 rpm. Por duas vezes, descartou-se o sobrenadante, a solução foi lavada

duas vezes com etanol 70 %. Novamente, descartou-se o sobrenadante, e

adicionou-se 500 IlL de solução 0,1 mM de mesilato de desferroxamina. A

concentração foi determinada pela leitura da absorbância a 260 nm.

3.8- Hidrólise do DNA de timo de bezerro e de amostras biológicas

Procedeu-se como descrito por Fiala e col. (1989). À 300 Ilg de DNA de

amostras biológicas (para amostras de DNA de timo de bezerro, foi hidrolisada

apenas 200 Ilg de DNA, e os demais reagentes adicionados de maneira

proporcional) foram adicionados 6 IlL de uma solução 1,0 M de tampão acetato

de sódio (pH 5), 4 unidades de nuclease P1 e 15 IlL de padrão interno (1 pmol I

10IlL) do aduto 1,NL-edGuo marcado isotopicamente com 1óN. A mistura foi

incubada por 30 minutos a 37°C no escuro, e em seguida, adicionou-se 18 IlL de

tampão Tris -HCI 1 M, pH 7,4, 18 IlL de tampão para fosfatase alcalina e 24 U de

fosfatase alcalina. Seguiu-se a incubação a 37°C por 1 h. A amostra, adicionou­

se clorofórmio para eliminar as proteínas e em seguida esta foi centrifugada. A

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

induzidas por ~-caroteno e seus produtos de oxidação, retinal e f3-apo-8'­

carotenal

3.9.1 - Incubações de dGuo com carotenóides

Uma solução de dGuo (5 mg, 18 Ilmol) dissolvidos em 1000 III de tampão

fosfato (50mM, pH 7,4), ou tampão carbonato (200 mM, pH 9,4) foram incubadas

com retinal (5 mg, 17,5 Ilmol), ~-apo-8'- carotenal (5 mg, 12 Ilmol) ou f3- caroteno

(5 mg, 9,3 Ilmol) em 500 III de acetonitrila, na presença ou ausência de peróxido

de hidrogênio (50 mM). As amostras foram incubadas durante 72 horas a 37°C a

1000 rpm. Os carotenóides que não reagiram foram removidos com extrações

com acetato de etila ou clorofórmio.

3.9.2- Incubações de DNA de timo de bezerro com carotenóides

A 1,0 mL de uma solução de DNA de timo de bezerro (5 mg/ml), dissolvido

em tampão fosfato (50 mM, pH 7,4), foi adicionada solução de 5 mg de ~­

caroteno, retinal ou ~-apo-8'-carotenal dissolvidos em 0,5 ml de acetonitrila. O

efeito do H20 2 (50 mM) também foi estudado. As amostras foram incubadas a 37

°C, por 72 horas a 1000 rpm. A mesma incubação foi realizada em tampão

carbonato (200 mM, pH 9,4) e novamente em pH 7,4 na presença de mesilato de

desferroxamina 0,1 mM. Os carotenóides que não reagiram foram removidos com

extrações com acetato de etila ou clorofórmio. Em seguida procedeu-se à

precipitação do DNA (vide item 3.7).

3.10 - Lesões em DNA de cultura celular tratada com f3-caroteno e seus

produtos de oxidação

3.10.1- Cultivo das células

Fibroblastos normais de pulmão humano, linhagem IMR-90 foram

cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco (DME) e também
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suplementado com NaHC03 (1,2 g/L) e 10% de soro fetal bovino (SFB). O meio

contém ainda 100 /lg/mL de penicilina e 94 ).lg/mL de sulfato de estreptomicina.

As culturas de células foram incubadas em estufa com atmosfera úmida contendo

5% de C02 a 37°C, no escuro. As células foram repicadas a cada 4 dias e

cresceram aderidas à superfície da garrafa plástica utilizada para cultura. Vale

ressaltar, que as células da linhagem CV1-P, fibroblastos renais de macaco verde

africano, utilizadas na validação do método por LC/ESI/MS-MS (vide item 3.4.4.4)

apresentam cultivo semelhante.

3.10.2- Repique das células

Retirou-se o meio com uma bomba de sucção, as células foram lavadas 2

vezes com PBS (tampão fosfato salina - NaCI 137 mM, KCI 1,68 mM, Na2HP04

1,47 mM, pH 7,0). Em seguida adicionou-se 5 mL de solução de tripsina (0,05 %

em PBS e 1 mM de EDTA). Retirou-se a tripsina e após desprenderem as células,

adicionou-se 10 mL de meio contendo SFB e esta suspensão foi distribuída para

novas garrafas onde se fez a diluição desejada.

3.10.3- Viabilidade celular da linhagem IMR 90 frente ao f3-caroteno e seus

produtos de oxidação

Inicialmente as células da linhagem IMR-90 foram desprendidas das

garrafas em que estavam e foram ressuspensas em 20 mL de meio de cultura.

Dessa solução, retirou-se 100 /lI e adicionou-se mais 400 ).lI de azul de tripan, que

colore apenas as células mortas. Em seguida, uma parte desta solução foi

transferida para uma placa de Neubauer (0,0025 mm~), as células foram contadas,

e diluídas até a concentração de 5,0 x 10:> células por mL, com meio de cultura

contendo soro fetal bovino.

Foram adicionadas 5,0 x 10ó células em cada poço de uma placa para a

realização dos experimentos de viabilidade celular. As células ficaram durante 24

h nesta placa para que aderissem e então foram submetidas ao tratamento com

os carotenóides, retinal, f3-apo-8'-carotenal, f3- caroteno, solubilizados em THF

bidestilado nas concentrações: 10 /lM, 20 /lM, 50 /lM, 100 ).lM. As células foram
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tratadas por 17 h. Após o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com

solução de PBS, e foi adicionado 700 ).!I de meio de cultura e 300 !lI de solução de

MTT (5 mg/ml em PBS). Após 2 h, o meio foi retirado com cuidado para não

perder o precipitado formado e adicionou-se 1,0 ml de solução 50 % SOS (10 %) e

50 % dimetilformamida (pH 4,S) a fim de se solubilizar o precipitado. Mediu-se a

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

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

oxidação

Células da linhagem IMR 90 foram transferidas para placas com 20 mL de

meio contendo soro fetal bovino. Após atingirem aproximadamente 75 % de

confluência, estas foram tratadas separadamente com 20 !lM de retinal, p-apo-S'­

carotenal e (3- caroteno em THF, por 17 horas. A concentração de THF no meio foi

de 0,25 %. Os controles com THF e branco também foram realizados, Após este

período as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e retiradas das placas

adicionando-se 10 mL de meio. Posteriormente, foram centrifugadas a 1500 9 por

10 mino O pellet foi recolhido e procedeu-se a extração e hidrólise do ONA (vide

itens 3.6 e 3.8).

3.11- Biodisponibilidade do licopeno e do p-caroteno

3.11.1- Administração dos carotenóides

Tanto o Iicopeno quanto o (3-caroteno são substâncias fotossensíveis e

portanto foram manipuladas no escuro para minimizar sua oxidação. Foi

preparada uma solução estoque tanto de Iicopeno quando de p-caroteno. Os

carotenóides foram então triturados em Tween SO, à temperatura ambiente,

obtendo-se assim uma pasta. Adicionou-se solução salina e a mistura foi

homogeneizada em vórtex até se obter uma concentração final de 10 mg/mL de

cada carotenóide. Inoculou-se 1,0 mL desta solução nos ratos Wislar 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 (Canulação dos animais)

Um catéter de polietileno foi introduzido na artéria carótida esquerda dos

ratos, previamente anestesiados com éter. O catéter foi exteriorizado entre as

escápulas e preenchido com uma solução salina e heparina soa U/mL. Após um

período de recuperação de 4 a 6 dias, os ratos foram colocados em gaiolas

individuais. havendo assim total liberdade de movimentação, para que pudessem

ser efetuadas as coletas de sangue pela cânula. Retirou-se 1 mL de sangue dos

ratos após 3, 6 ,9 e 24 h da aplicação dos carotenóides. Amostras de sangue de

animais que não receberam carotenóides também foram analisadas. Os grupos

eram compostos por 6 animais.

3.11.2.2 - Método 2

Os ratos, exceto grupos controle receberam Iicopeno e [3-caroteno. Após 3,

6, 9 e 24 h da inoculação dos carotenóides nos animais, amostras de 1 mL de

sangue foram coletadas.

Os animais foram colocados em uma estufa, com a porta aberta, a uma

temperatura variável de 36 a 42°C durante 1S minutos sob observação; este

procedimento é realizado para estimular a circulação sanguínea 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 respiração e um orifício

para a cauda, ficando assim impossibilitados de se movimentarem. Os animais

foram sangrados pela cauda. O tubo de coleta também continha solução salina e

heparina soa U/ml.

3.11.3- Preparo e análise das amostras de sangue

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

sanguíneo foi coletado. A 2S0 /lL de plasma foram adicionados 2S0 /l-L de etanol e
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500 ~I de hexano. As amostras foram agitadas por 1 minuto no vórtex e então

levadas à centrífuga por 5 minutos a 2500 rpm. Além das proteínas do plasma,

foram observadas 2 fases, uma delas bem límpida que foi então removida. Esta

fase foi seca sob nitrogênio e em seguida adicionou-se 10 J.!L de uma solução 5

mM de (3-ionona utilizada como padrão interno e ainda 40 J.!L da fase utilizada

para injeção no HPLC (68% ACN, 22% THF, 10% MeOH e 0,025% NH4Ac).

Destas alíquotas, 20 J.!L foram injetadas no HPLC segundo o item 3.2.2 - sistema

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

3.12- Lesões em DNA de animais tratados com fumaça de cigarro e

suplementados com ~-caroteno

3.12.1- Tratamento por 7 e 30 dias

Ratos Wistar (machos) foram suplementados com doses diárias (10 mgl kg)

(Glise e coL, 1999; Matos e coL, 2001) de solução de ~-caroteno intra­

peritonialmente i.p. durante 7 e 30 dias; o peso dos ratos inicialmente era em torno

de 300 g. A solução foi preparada macerando o ~-caroteno com 1 mL de Tween

80 com a adição de solução salina 0,9% para o término da homogeneização

(Matos e col, 2001). Os ratos foram divididos em 5 grupos de 6 animais cada:

grupo controle que não recebeu nada; grupo denominado veículo, que recebeu

solução salina e tween; grupo que recebeu ~-caroteno; grupo que foi exposto à

fumaça de cigarro (marca comercial); e grupo que recebeu ~-caroteno e foi

exposto à fumaça de cigarro. A exposição dos ratos foi feita dentro de uma caixa

(50 cm x 30 cm x 16 cm) com tampa de acrílico e furos, estes cobertos com

papel de filtro para facilitar a respiração dos animais. A caixa continha ainda mais

dois furos, um onde o cano da bomba de vácuo 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

fumaça dos cigarros. Os ratos foram expostos à fumaça, duas vezes ao dia, às 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 período adicional de

30 minutos. Após o período total do tratamento, os animais foram sacrificados por

concussão cerebral, e seus pulmões foram retirados. A extração e hidrólise do

DNA foram realizadas segundo os itens 3.6 e 3.8. O esquema 3.2 ilustra a

exposição dos animais à fumaça de cigarro.

Orifícios cobertos com papel de filtro Cigarro

~ S~S~/
Bomba de
Vácuo /00 00 00 007

Esquema 3.2: Ilustração da exposição dos animais à fumaça de cigarro.

3.12.2- Tratamento por 180 dias

O tratamento dos animais, ratos Wisfar (machos) por um período de 6

meses foi semelhante ao descrito no item 3.12.1. Estes também foram

suplementados com doses diárias de [3-caroteno (10 mg/kg) i.p. Entretanto como o

período de tratamento foi mais longo, os ratos foram expostos à fumaça de cigarro

apenas uma vez ao dia e durante 5 dias por semana. Os animais quando,

começaram a ser tratados, pesavam em torno de 100 g e tinham um mês de

idade. Ao término do tratamento, os ratos já superavam o peso de 500 g.

Novamente, dividiu-se os animais em 5 grupos: controle, veículo, [3-caroteno,

fumaça e fumaça com suplementação de [3-caroteno. A extração e hidrólise do

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

células tratadas com f3-caroteno e zeaxantina oxidados

3.13.1- Oxidação do f3-caroteno e da zeaxantina

Os carotenóides foram dissolvidos em clorofórmio e oxidados utilizando-se

concentração catalítica de um iniciador radicalar AMVN (2,2-azo-bis-2,4­

dimetilvaleronitrila). A mistura foi agitada a 40 - 60 oCo A oxidação foi monitorada

por HPLC (Sistema 7) até que todo o carotenóide fosse oxidado (Handelman e

col., 1991, Kim e col., 2001).

3.13.2- Cultivo da células WB-F344

Foram utilizadas, células epiteliais de fígado 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 plástico. As células foram incubadas a

37 °C em uma estufa umidificada com atmosfera contendo 5 % CO2 . Células WB­

344 confluentes foram incubadas com DME sem SFB por 24 h para diminuir o

nível basal de comunicação intercelular (Ale-Agha, e coL, 2002).

3.13.3- Tratamento das células WB-344 com produtos de oxidação do f3­

caroteno e da zeaxantina e medida do número de células comunicantes

O número de células comunicantes foi medido após o tratamento das

células WB-F344 com produtos de oxidação do f3-caroteno e da zeaxantina. O

ensaio foi realizado utilizando-se o corante fluorescente "dye lucifer" (Ale-Agha

col., 2002). O efeito do f3-Apo-8'-carotenal, um produto de oxidação do f3-caroteno,

também foi investigado. Ácido retinóico foi usado como controle positivo (Teicher e

col., 1999).
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As células foram expostas a 1,8 IlM dos carotenóides oxidados (vide item

3.13.1) e 2,4 IlM de l3-apo-8'-carotenal por 24 e 72 horas. Após o tratamento, a

comunicação intercelular por junções comunicantes (GJC) foi determinada. Etanol

(0,2 %) foi usado como controle. GJC foi medido pela microinjeção do corante

fluorescente (Lucifer Yellow CH - 10% em 0,33M LiCI) em células escolhidas

usando um sistema contendo um micromanipulador e um microinjetor

(Eppendorf). Após um minuto da injeção, o número de células fluorescentes ao

lado de uma única cél-ul-a xappcya8a XOIl °xopaV'tc, foi contado. A cada placa,

dez diferentes células foram injetadas com o corante e a média do número de

células vizinhas foi calculada (Ale-Agha e coI. , 2002). Posteriormente, estes

experimentos foram novamente realizados, utilizando-se também os carotenóides

não oxidados, l3-caroteno e zeaxantina, nas mesmas concentrações de seus

produtos de oxidação. Para isto, todos os carotenóides foram solubilizados em

THF e depois diluídos em solução de etanol.

3.14- Análise estatística dos dados

As comparações estatísticas foram realizadas utilizando-se o teste

independente de duas populações, Sfudent's f-fesf , considerando p < 0,05.
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4- RESULTADOS

4.1 - Detecção e análise dos produtos formados na reação entre 2"­

desoxiguanosina (dGuo) e retinal

Diversos trabalhos na literatura, inclusive os realizados pelo nosso

laboratório, mostram que aldeídos a,~-insaturados, quando expostos a peróxidos,

podem sofrer epoxidação e reagirem com as bases de nucleotídeos ou

nucleosídeos de DNA levando a formação de adutos (Nair e Offerman, 1985;

Sodum & Chung, 1988; Sodum & Chung, 1989; Chung e coL, 1996; Carvalho e

co!., 1998; Carvalho e co!., 2000; Loureiro e coL, 2000). Considerando a

importância biológica de aldeídos formados como produtos da oxidação do ~­

caroteno. decidimos investigar os produtos de reação entre a 2"-desoxiguanosina

(dGuo) e o retina!.

Após extensivos estudos, verificamos que com a adição de peróxido de

hidrogênio, foi possível verificar a formação de novos produtos com o

nucleosídeo. O aumento da concentração de peróxido e do pH foi importante para

o rendimento da reação, uma vez que o Y202 se decompõe extremamente rápido,

nas primeiras horas de reação, principalmente em pH básico. A reação entre

retinal e dGuo na presença de peróxido resulta na formação de vários produtos

(vide Materiais e Métodos item 3.2.2, sistema 1). Dos produtos estáveis, isolamos

os produtos A e os produtos 81 e 82 que estão mostrados na figura 4.1
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Figura 4..1: Cromatograma obtido por HPLC da incubação entre retinal, dGuo e

H20 2 (50 mM). Detecção por UV a 254 nm.

Após O isolamento, os produtos foram liofilizados para a remoção do

solvente e em seguida repurificados por HPLC (vide Materiais e Métodos item

3.2.2 sistema 2). O cromatograma obtido após a separação dos produtos 81 e 82,

assim como seus espectros de ultravioleta estão mostrados nas figuras 4.2. e 4.3.

Produto B2

Produto B1

~
I

I
7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22.5 25,0

Tempo (min)

Figura 4.2: Cromatograma obtido por HPLC da purificação dos produtos 81 e 82.

Detecção por UV a 254 nm.
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Figura 4.3: Espectros de ultravioleta dos produtos 81 e 82.
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Após 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 relação massa/carga em diferentes voltagens do cone,

verificamos que o produto 81, (Figura 4.4) apresenta o íon molecular, [M + Hr

m/z: 406. A perda da desoxirribose (dR) pode ser também verificada pelo

fragmento [M + Hr - dR m/z: 290. Verifica-se também a presença dos

fragmentos [M + Nar m/z: 428 e [M + K]+ m/z: 444. As cationizações verificadas

nos mostram que o íon molecular do composto é realmente o atribuído. A perda

do fragmento de massa 116 da desoxirribose mostra que o produto se trata de

uma modificação ocorrida no nucleosídeo, sendo assim, um aduto de DNA.

Já, pela análise do espectro do produto 82 (Figura 4.5), nota-se que este

apresenta o mesmo valor para o íon molecular e para o fragmento de perda da dR

que o produto 81. Este dado, somado à similaridade de seus espectros de

ultravioleta (Figura 4.3) e a proximidade com que estes produtos são eluídos por

HPLC são indicativos de que se tratam de diastereoisômeros. Ressaltamos que a

cromatografia líquida pode separar diastereoisômeros pois a inversão na

configuração de apenas um carbono pode fazer com que seus substituintes

interajam diferentemente com a fase apoIar da coluna, neste caso, uma coluna

C18. Esta diferença na interação pode fazer com que um deles fique um pouco

mais retido, permitindo assim a separação do par. Iniciamos análises por

ressonância magnética nuclear. Entretanto o rendimento da reação, por ser
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extremamente baixo impossibilitou a obtenção de espectros de ressonância bem

definidos e que nos fornecessem uma identificação precisa da estrutura química

dos produtos. Sendo assim, resolvemos nos concentrar no produto A, como

mostraremos a seguir. Vale ressaltar que a incubação entre DNA de timo de

bezerro nas mesmas condições mostra a formação de produtos com o mesmo

comportamento de fragmentação dos adutos 81 e 82, um indicativo de que estes

produtos ocorrem não apenas em nucleosídeos, mas também em DNA. Sendo

assim, a otimização desta metodologia de reação a fim de se conseguir a

caracterização completa da estrutura química 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 81 em diferentes voltaqens do cone.

Sendo: [M + Hr m/z: 406; [M + Ht - dR m/z: 290; [M + Nat m/z: 428 e [M +

Kr m/z: 444.
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Figura 4. 5: Espectro de massa do produto 82 em diferentes voltaQens do cone.

Sendo: [M + Hr m/z: 406; [M + Hf - dR m/z: 290; [M + Nat m/z: 428 e [M + Kf

m/z: 444.

o produto A também foi isolado e repurificado por HPLC (vide

Materiais e Métodos item 3.2.2 Sistema 3). A reinjeção do pico correspondente

ao produto A, mostra a presença de 4 produtos. Dentre estes, o produto 1

apresentava características espectrais semelhantes ao eteno aduto já 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

formação deste aduto de DNA em diferentes modelos de sistemas biológicos.

O produto 2 também apresenta características de aduto de DNA e possui íon

molecular [M +Hf m/z: 366, [M + Hf - 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 purificação do produto A

(Detecção por UV a 254 nm).
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Figura 4.7: Espectro de massa do produto 2.
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4.1.2 - Caracterização química e espectroscõpica do produto 1

Após o isolamento, o produto 1 foi analisado por espectrometria de

massa, obtendo-se para ele o íon molecular [M+Hf m/z: 292 e o fragmento

referente à perda da desoxirribose [M + Hf- dR m/z: 176 (Figura 4.8).

Relacionando-se o dado da espectrometria de massa com o espectro de

ultravioleta (Figura 4.9), verificamos que este produto se tratava do eteno aduto,

1,N2-EdGuo (Sodum & Chung, 1988; Sattsangi e coL, 1977). Este aduto, já havia

sido previamente detectado em nosso laboratório e por isso tínhamos seu padrão

para demais comparações (Loureiro e coL, 2000). O espectro de ressonância

magnética nuclear também nos forneceu os dados compatíveis com nosso padrão

e com a literatura (Sodum & Chung; 1988; Loureiro e coL, 2000). Os

deslocamentos químicos do 1H RMN estão mostrados na tabela 4.1.
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Figura 4.8: Espectro de massa do produto 1: 1,N'-sdGuo.
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Figura 4.9: Espectro de ultravioleta do produto 1: 1,N'-sdGuo.
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Tabela 4. 1: Deslocamentos químicos no espectro de lH RMN do aduto 1,N2-edGuo,

8(ppm) Tipo J (Hz)

H1 , 6,23-6,26 N-CH-O 2,5 Hz

H2 " 2,59-2,62 Cth-C

H2 '. 2,23-2,27 Cth-C

H3 , 4,36 HO-CH

H4 " 3,83-3,84 O-CH

Hs' 3,56-3,60 HO-Cth

Hs"' 3,51-3,54 HO-Cth

OH - 3' 5,2.6-5,27 HO-CH

OH - 5' 4,92 HO-CH2

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,N2-cdGuo e a existência

de um tautomerismo na molécula.
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Esquema 4.1: Estrutura do 1,N2-édGuo e o tautomerismo presente na molécula.

o 1,N2-sdGuo é um aduto Que já estava descrito como produto de reação

da 2'-desoxiguanosina com aldeídos como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e trans,

trans-2,4-decadienal (DOE) (Goldschmidt, e coL, 1968, Sattsangi, e coL, 1977,

Sodum & Chung, 1988, Sodum & Chung, 1989, Sodum & Chung, 1991, Loureiro e

coL, 2000). Este aduto é comprovadamente mutagênico e leva a transições G -+ A

e transversões G -> T. A mutagenicidade deste aduto já foi também verificada in

vivo (Langouet e coL, 1997 e Langouet e coL, 1998).
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4.2- Validação da metodologia da detecção do 1,N2-edGuo por LC/ESI/MS-MS

4.2.1- Desenvolvimento, padronização e validação de metodologia para a

detecção sensível do 1,N2-EdGuo por LC/ESI/MS-MS em sistemas biológicos

Após a verificação de que o retinal levava à formação do 1,rf-EdGuo

quando reage com 2'-desoxiguanosina in vitro e na presença de HzOz, era

necessário investir na padronização de metodologias mais sensíveis e específicas

que a detecção por ultravioleta, para que, assim, pudéssemos investigar a

formação desse aduto em DNA tratado com f3-caroteno e seus metabólitos, e

também para estudos in vivo..

o maior desafio deste método foi isolar o analito (1,N2-EdGuo) em

concentrações muito pequenas em comparação com as bases não modificadas,

permitindo uma análise direta das amostras para verificar a presença do aduto de

interesse. Para isto foi utilizada a cromatografia líquida acoplada à espectrometria

de massa. Este método foi desenvolvido em colaboração com a Ora. Ana Paula

de Melo Loureiro, na época, pós-doutora do nosso laboratório.

O método de cromatografia líquida desenvolvido permitiu uma separação

adequada do aduto em relação ao último nucleosídeo eluído após a hidrólise do

DNA (vide materiais e métodos item 3.4), a (dThd). A ordem de eluição dos

nucleosídeos é dCyd < dAdo < dGuo < dThd. A válvula direcionadora de fluxo foi

fundamental para o desenvolvimento da metodologia pois permitiu programar o

intervalo entre a eluição da dThd e do aduto em questão, garantindo que não

haveria supressão do sinal do aduto devido a presença de alta concentração do

nucleosídeo. A eluição do aduto por uma segunda coluna, esta capilar, logo com

um fluxo bem pequeno, fomece uma purificação adicional do analito frente a

outras possíveis interferências, aumentando assim, a sensibilidade de sua

detecção. A figura a seguir (4.10) ilustra o padrão de eluição dos nucleosídeos e

do aduto em questão.
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Figura 4.10: Padrão de eluição de uma mistura normal de nucleosídeos através de uma

r.oluna analítica utilizando-se o sistema on fine LC/ESIIMS-MS.

Em todas as análises e também no desenvolvimento da metodologia, foi

efetuada a adição do padrão de 1,NL-gdGuo isotopicamente marcado com

nitrogênio 15 ([1:JNsJ-1,NL-gdGuo), previamente sintetizado no nosso laboratório

(Loureiro e co!., 2000). O uso deste isótopo garante uma maior especificidade e

maior exatidão na quantificação do 1,NL- gdGuo. As figuras 4.11 e 4.12 ilustram a

varredura e os íons produzidos no espectro de massa do 1,rvz-gdGuo e do C:JNsJ­

1,NL-gdGuo. Para o 1,NL-gdGuo verificamos o íon molecular [M+Hf com m/z 292,

o fragmento predominante sob as condições experimentais possui m/z a 176,

[M+Hr - 2-0-erytro-pentose, ou seja, perda da desoxirribose. Como era esperado,

um padrão similar foi obtido para o [1:JNsJ-1,NL-gdGuo, sendo [M+Hf m/z a 297 e

[M+Hf - 2-0-erytro-pentose, m/z a 181. Este incremento de cinco unidades de

massa é devido à presença dos cinco átomos de nitrogênio 15.
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Nas análises das amostras, utilizamos o sistema de LC/ESI/MS-MS com

a função Monitoramento de Reação Múltipla (MRM). Com ela, selecionamos as

transições m/z 292 e 176 do 1,N2 -c;dGuo e 297 e 181 do C5N5] -1,N2..;c;dGuo. A

figura 4.13 mostra o cromatograma obtido por MRM utilizando-se as transições

acima mencionadas. O pico do padrão, 1,N2 -EdGuo, mostrado no cromatograma

corresponde a 20 fmol do aduto. Este foi o limite de detecção obtido para a injeção

deste padrão. A relação sinal/ruído (S/N) é de 3:1.
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Figura 4.13: Detecção de 20 fmol do padrão, 1,~-EdGuo por análise de LC/ESIIMS-MS

no modo MRM. 1,N2-EdGuo: m/z 292 ~ 176; CSNs]- 1,N2-EdGuo: m/z 297 ~ 181.

A fim de se verificar a linearidade e a precisão do método, e também para

conseguirmos quantificar a formação do aduto em questão, foi necessário fazer

uma curva de calibração. Foram efetuadas análises para dez pontos com

diferentes concentrações do 1,N2-c;dGuo (5 - 5000 fmol/ para cada injeção),

mantendo-se para cada ponto uma quantidade constante do padrão

isotopicamente marcado (1000 fmol). A curva foi construída plotando a relação

das áreas do padrão 1,N2-c;dGuo e C5N5] -1,N2-c;dGuo versus a concentração de

padrão 1,N2-c;dGuo adicionado. Entre os pontos foram realizadas injeções do

padrão isotopicamente marcado. Este procedimento permitiu verificar que não
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ocorre contaminação provocada pelas corridas anteriores e que o padrão isotópico

também não estava contaminado com padrão 1,~-EdGuo. A figura 4.14 mostra a

curva de calibração realizada (~= 0.999, desvio padrão = 6,7%).
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Figura 4.14: Curva de calibração do 1,N2-edGuo.

o limite de quantificação basal do método desenvolvido para a verificação

da formação de 1,N2-EdGuo presente em amostras de DNA de timo de bezerro

comercial, sem prévia incubação, foi de 1,70 ± 0,09 adutos I 107 dGuo, o que

equivale a 46,36 fmol de aduto. Este limite foi verificado após a injeção de 354 ).!g

de DNA hidrolizados. Vale ressaltar que esta foi a primeira vez que este aduto

teve seu nível basal detectado. Estas amostras foram realizadas em triplicatas. A

relação sinal-ruído da transição do 1,N2-EdGuo, m/z 292 ~ 176, foi de 7:1. O limite

de detecção em amostras de DNA do método é de 7,4 adutos I 108 dGuo (20 fmol

de aduto).

Analisando-se diferentes concentrações de DNA de timo de bezerro (20

).!g, 50 ~lg, 75 ).!g, 100 ).!g) "contaminadas" com 100 a 1000 fmol de 1,N2-EdGuo

antes da hidrólise, verificamos que o aumento da quantidade de DNA não leva à

supressão da resposta do aduto. O desvio padrão relativo para as amostras
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"contaminadas" com 100 fmol. 300 fmol, 500 fmol e 1000 fmol de 1,N2-edGuo

foram: 16,5%,3,8%,1,2% e 4,0% respectivamente.

Para a injeção de 61 Ilg de DNA de fígado de ratas não tratadas, o valor

obtido foi de 9,43 ± 0,87 adutos 1 107 dGuo, o que equivale a 43,68 ± 4,03 fmol de

1,N2-E:dGuo 1 amostra de DNA. Para se verificar a exatidão do método, foram

adicionados as seguintes concentrações do aduto: 10 fmol, 50 finol, 100 fmol e

500 fmol. Os valores de 1,N2-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 exatidão as quantidades adicionadas do padrão.

Com este novo método, foi possível detectarmos pela primeira vez o nível

basal de 1.N2-E:dGuo em DNA de timo de bezerro comercial, assim como em DNA

de fígado de ratas Wistar sem tratamento algum. A análise de amostras de DNA

de fígado de um grupo (n=3) de ratas Wistar não tratadas (130 Ilg) confirmou a

ocorrência do aduto a um nível basal de 5,22 ± 1,37 1,N2-edGuo 1107 dGuo. Esta

é a primeira vez que se detecta a ocorrência de níveis basais deste aduto in vivo.

A figura 4.15 mostra um exemplo dos cromatogramas obtidos para estas

análises.
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Figura 4.15: Exemplo de detecção de 1,ri -EdGuo em amostra de DNA de fíQado

de rata não tratada pelo método de LC/ESIIMS-MS e função MRM.

o método também foi utilizado para se detectar o nível basal de 1,N2
­

EdGuo em DNA de células CV1-P. Estas análises foram realizadas em duas

diferentes ocasiões, utilizando-se 124 ~g 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 precisão do método.

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

validação desta metodologia.
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Tabela. 4.2: Níveis basais de 1,N2-8dGuo obtidas pela metodologia de

LC/ESI/MS-MS

Amostra

DNA de timo de bezerro (n=3)

DNA de fígado de rata (n=3)

DNA de células CV1-P (n=10)

1,N2_t:dGuo /107 dGuo

1,70±O,09

5,22 ± 1,37

4,5 ± 1,37

Os dados existentes até o momento indicam que os eteno adutos em

DNA são lesões geradas não apenas por compostos exógenos, mas também

podem ser formados por compostos gerados endogenamente.
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4.3- Quantificação das lesões em DNA induzidas por carotenóides

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

carotenóides

No início de nossos estudos, verificamos a formação de novos produtos,

incluindo o aduto 1,N2-EdGuo quando reagimos retinal e o nucleosídeo, dGuo.

Sendo assim, procedemos a quantificação por LC/ESI/MS-MS. Para fins

comparativos, também efetuamos a quantificação da S-oxo-7,S-dihidro-2'­

desoxiguanosina (S-oxodGuo), oxidação na 2'-desoxiguanosina, analisada por

HPLC acoplado à detecção eletroquímica.

4.3.1.1- Detecção e quantificação da lesão 1,ff -edGuo em incubações entre

dGuo e carotenóides

Como já mencionado, havíamos verificado a formação do aduto, 1,N2­

sdGuo com o nucleosídeo, dGuo, incubado com o retinal na presença de

peróxido. Entretanto, apenas pela análise por HPLC com detecção UV não havia

sido possível verificar a formação desta lesão em sistemas sem a adição de

peróxido de hidrogênio (H20 2 - 50 mM). Com o desenvolvimento de nova

metodologia por espectrometria de massa, conseguimos detectar o aduto nas

reações com o nucleosídeo, incubado sem adição de peróxido e também em

condições de pH fisiológico (pH 7,4). Com a outra metodologia (HPLCI Detecção

UV), só havíamos testado o pH 9,4 que facilita o mecanismo de reação. Os

resultados obtidos pela análise por LC/ESI/MS-MS nos tratamentos de dGuo tanto

em pH 9,4 quanto em pH 7,4 estão descritos nas tabelas 4.3 e 4.4 e figuras 4.16 e

4.17).
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Tabela 4.3: Níveis de 1,N2-EdGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH

9,4.

dGuo- pH 9,4 1,N2
• edGuo/107dGuo

Controle

Retinal

(3- Apo-8' carotenal

(3- Caroteno

7±2

4733 ± 3908

406 ± 28 8

1908 ± 170 8

Controle + H2Ü2

Retinal + H20z

(3- Apo-8' carotenal + H20 2

(3-Caroteno + H20 2

40 ±8

11628 ± 932 b

3240 ± 108 b

7261 ± 373b

Reação incubada a 37°C por 72 h tanto na ausência como na presença de H20 2 (50

mM). Sendo n = 3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa

com o grupo controle + H20i teste t (p < 0,05).
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Figura 4.16: Níveis de 1,N2
_ EdGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 9,4.

A: incubações sem adição de H20 2 8: incubações com adição de H20 2 (50 mM).

a-Diferença signifICativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Tabela 4.4: Níveis de 1,N2
- GdGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH7,4.

dGuo- pH 7,4 1,~- EdGuo/107dGuo

Controle

Retinal

[3- Apo-8' carotenal

[3- Caroteno

2,1 ± 0,6

3390 ± 185 a

145±22 a

1149 ± 124 a

Controle + H20 2

Retinal + H20 2

[3- Apo-8' carotenal + H20 2

[3-Caroteno + H20 2

2,4 ± 0,4

4402 ± 1188 b

308 ± 44 b

2397 ± 119 b

Reação incubada a 37 DC por 72 h tanto na ausência como na presença de HzOz (50

mM). Sendo n =3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa

com o grupo controle + HzOz teste t (p < 0,05).
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Figura 4.17: Níveis de 1,N2
_ EdGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 7,4.

A: incubações sem adição de HzOz; B: incubações com adição de HzOz (50 mM).

a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + HZ0 2 teste t (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 formação do aduto após o tratamento com os carotenóides. Além

disso. os niveis obtidos em pH 9,4 são superiores aos obtidos em pH 7,4 devido

ao favorecimento do mecanismo da reação nesta condição. Além disso, é

possível se verificar pela análise dos resultados que a adição de peróxido também

é outro fator de favorecimento da reação, como já observado para a formação de

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

2001 ).

4.3.1.2- Detecção e quantificação de 8-oxodGuo em incubações entre

carotenóides e dGuo

A literatura já informava que o l3-caroteno oxidado e seus produtos de

oxidação como o retinal podem levar à formação da lesão 8-oxodGuo em DNA

(Murata & Kawanishi, 2000; Yeh e coL, 2003). Portanto, o nível desta lesão

também foi analisado para efeito de comparação com o nível do eteno aduto.

A 8-oxodGuo é considerada um marcador de lesão oxidativa em DNA e já

se conhecem enzimas capazes de efetuar o seu rp,paro. Esta lesão pode ser

produzida por processos oxidativos e espécies reativas, incluindo oxidação 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 possível

biomarcador de estresse oxidativo e tem recebido considerável atenção nos

últimos anos (Kasai e co!., 1992; Breen & Murphy, 1995; Spassky & Angelov,

1997; Helbock e co!., 1999).

Reações efetuadas entre DNA de timo de bezerro assim como as

realizadas apenas entre dGuo e l3-caroteno, l3-apo-8'-carotenal e retinal foram

analisadas por cromatografia líquida acoplada à detecção eletroquímica (LC/ED).

A estrutura da 8-oxodGuo assim como o padrão de eluição das bases do

DNA pela detecção de HPLC/UV e a detecção eletroquímica da 8-oxodGuo estão

mostrados no esquema 4.2 e figura e 4.18.
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Esquema 4.2: Mecanismo de formação da 8-oxodGuo por ação do radical hidroxila.
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Figura 4.18: Perfil cromatoQráfico da análise de 8-oxodGuo. A: Padrão de eluição das

bases por HPLC/UV. B: Padrão de eluição de 1 pmol de 8-oxodGuo por HPLC/ Detecção

eletroqu ímica.

Os resultados obtidos na incubações de dGuo com ~-caroteno, ~-apo-8'­

carotenal e retinal nas incubações de pH 9,4 e 7,4 estão mostrados nas tabelas

4.5 e 4.6 e figuras 4.19 e 4.20.
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Tabela 4.5: Níveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 9,4.

dGuo - pH 9,4

Controle

Retinal

~- Apo-8' carotenal

~- Caroteno

Controle + H20 2

Retinal + H20 2

~- Apo-8' carotenal + H20 2

~-Caroteno + H20 2

8-oxodGuo/1 01dGuo

322 ± 12

17030 ± 1288a

2584 ± 289a

7406 ± 245a

508 ± 84

12595 ± 1233b

3801 ± 984b

6474 ± 1539b

Reação realizada a 37°C por 72 h tanto na ausência como na presença de H20 2 (50 mM).

Sendo n=3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o

grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4.19: Níveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 9,4.

A: incubações sem adição de H20 2; B: incubações com adição de H20 2 (50 mM).

a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Tabela 4.6: Níveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 7,4.

dGuo - pH 7,4 8-oxodGuo/107dGuo

Controle

Retinal

~- Apo-8' carotenal

~- Caroteno

Controle + H202

Retinal + H202

~- Apo-8' carotenal + H20 2

~-Caroteno + H20 2

163 ± 83

5296 ± 127 a

333 ± 131

3154 ± 229a

68 ± 19

24130 ± 2800b

482 ± 183b

4210 ± 2343 b

Reação realizada 137°C por 72h tanto na ausência como na presença de H20 2 (50 mM).

Sendo n=3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o

grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4.20: Níveis de 8-oxodGuo em dGuo tratada com carotenóides em pH 7,4.

A: incubações sem adição de H20 2 ; B: incubações com adição de H20 2 (50 mM).

a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Analisando-se os dados obtidos nas tabelas 4.5 e 4.6, não foi observado

em todos os tratamentos um aumento nos níveis de 8-oxodGuo nas incubações

realizadas na presença do peróxido de hidrogênio comparado análises sem

adição de peróxido para ambos os pHs. Isto pode ser devido a oxidação da 8­

oxodGuo, já que ela apresenta um potencial de oxidação menor do que qualquer

nucleosídeo natural (Burrows & Muller, 1998).

Entretanto, em todos os tratamentos, verificamos um aumento nas

incubações tratadas com carotenóides em relaçãoi aos controles.

4.3.2- Quantificação das lesões em DNA de timo de bezerro promovidas por

carotenóides

Experimentos para avaliar a formação das lesões 1,N2-edGuo e 8­

oxodGuo foram realizados com DNA de timo de bezerro. Os estudos foram

realizados tanto na ausência quanto na presença de peróxido de hidrogênio (50

mM). A investigação do efeito de quelante de metais, neste caso a

desferroxamina (0,1 mM), na formação do aduto, 1,N2-edGuo nas incubações em

pH 7,4 também foi objetivo de nosso estudo.

4.3.2.1- Quantificação de 1,N2-edGuo em incubações entre DNA de timo de

bezerro e carotenóides

As amostras de DNA incubadas com p-caroteno, retinal e l3-apo-8'­

carotenal após sua extração e hidrólise foram analisadas pelo nosso sistema de

LC/ESI/MS-MS para detecção do eteno aduto.

Como relatado anteriormente, desenvolvemos um método sensível para a

detecção do 1,N2-edGuo em sistemas biológicos. A figura a seguir mostra a curva

analítica padrão obtida para o 1,N2-EdGuo nestas análises e também um exemplo

da eluição de uma amostra de DNA incubada a pH 9,4 na ausência de peróxido

(Figura 4.21).
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Figura 4.21: Detecção do 1,N2
_ EdGuo em DNA de timo de bezerro. A: Curva de

calibração do 1,N2
_ EdGuo obtida plotando-se a razão entre o (mlz 292 ~ 176) e a razão

do padrão isotopicamente marcado lsNs (mlz 297 ~ 181) vs concentrações de 1,N2
­

EdGuo. B: Detecção do aduto formado em DNA controle (incubado sem HzOz a pH 9,4,

37°C, 72 h) por LC/ESI/MS-MS.

Os resultados das análises destes estudos tanto na presença como na

ausência de peróxido de hidrogênio em pH 9,4 e pH 7,4, sem e com adição de

desferroxamina 0,1 mM, estão mostrados nas tabelas: 4.7, 4.8 e 4.9 e figuras:

4.22, 4.23 e 4.24.
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Tabela 4.7: Níveis de 1,N2-êdGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 9,4 .

DNA de timo de bezerro - pH 9,4 1,/1- edGuo/107dGuo

Controle

Retinal

(3- Apo-8' carotenal

(3- Caroteno

5,4 ± 1,0

320 ± 27 a

1060 ± 134 a

285 ± 37 a

Controle + H20 2

Retinal + H20 2

(3- Apo-8' carotenal + H20 2

(3-Caroteno + H20 2

186 ± 40

467 ± 70,0 b

1284 ± 135 b

1033 ± 68 b

Incubação por 72 h a 37°C tanto na ausência como na presença de H20 2 (50 mM).

Sendo n =3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com

o grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4,22: Níveis de 1,N2-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 9,4. A: incubações sem adição de H20 2; B: incubações com adição

de H20 2 (50 mM).

a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Tabela 4.8: Níveis de 1,N2-EdGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4.

DNA de timo de bezerro - pH 7,4

Controle

Retinal

13- Apo-8' carotenal

13- Caroteno

Controle + HzOz

Retinal + HzOz

13- Apo-8' carotenal + HzOz

I3-Caroteno + HZ0 2

1,tr- edGuo/1 07dGuo

0,5 ±0,2

8,7 ± 1,5 a

2,3 ± 0,4 a

4,4±0,5 a

3,6 ±0,7

24,5 ±2,1 b

29,2 ± 3,2 b

24,7±1,1 b

Incubação a 37°C por 72h tanto na ausência como na presença de H20 2 (50 mM). Sendo

n =3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4.23: Níveis de 1,N2-EdGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4. A: incubações sem adição de H20 2 ; B: incubações com adição

de H20 2 (50 mM).

a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).

103



$.esuftaáos

Tabela 4.9: Níveis de 1,N2-edGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4 e adição de solução de desferroxamina (0,1 mM).

DNA de timo de bezerro - pH 7,4 1,~- edGuo/107dGuo

Controle

Retinal

f3- Apo-8' carotenal

f3- Caroteno

Controle + H20 2

Retinal + H20 2

f3- Apo-8' carotenal + H20 2

f3-Caroteno + H20 2

0,7±0,1

6,7 ±0,2 a

2,6 ±0,3 a

3,9 ± 0,4 a

5,9 ± 2,4

5,9 ± 0,1

16,1±1,2 b

15,5 ± 5,4 b

Incubação a 37°C por 72h tanto na ausência como na presença de H20 2 (50 mM). Sendo

n =3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa com o grupo

controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4.24: Níveis de 1,rf-EdGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4 com 0,1mM de desferroxamina. A: incubações sem adição de

H20 2 ; B: incubações com adição de H20 2 (50mM). a-Diferença significativa com o grupo

controle. b-Diferença significativa com o grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Observamos um aumento no nível de 1,N2- sdGuo em DNA tratado com

os produtos de oxidação do (3-caroteno tanto nas incubações realizadas em pH

7,4 quanto para o pH 9,4. Este aumento é ainda maior em presença de peróxido,

pois a oxidação provocada pelo peróxido leva à possível formação de compostos

mais reativos frente a dGuo como os epóxidos dos carotenóides (Loureiro e coL,

2000).

Nas incubações realizadas em pH 7,4 com solução de desferroxamina

(0,1 mM), verificamos que houve um efeito inibitório na formação deste aduto (20­

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

4.3.2.2- Quantificação de 8-oxodGuo em incubações entre DNA de timo de

bezerro e carotenóides

As amostras de DNA de timo de bezerro incubadas com carotenóides

nos pHs 9,4 e 7,4 foram hidrolisadas e então analisadas por detecção

eletroquímica. Os resultados obtidos estão mostrados respectivamente tabelas

4.10 e 4.11 e figuras 4.25 e 4.26.
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Tabela 4.10: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 9,4.

DNA de timo de bezerro - pH 9,4 8-oxodGuo/1 O"dGuo

Controle

Retinal

~- Apo-8' carotenal

~- Caroteno

337 ± 12

1157 ± 62 a

1697 ± 210 a

700 ± 71 a

Controle + HzOz

Retinal + HzOz

~- Apo-8' carotenal + HzOz

~-Caroteno + HzOz

6026 ± 64

9728 ± 318 b

8106 ± 638 b

6018 ± 43

Reação realizada a 37 cC por 72 h tanto na ausência como na presença de H20 2 (SO

mM). Sendo n =3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa

com o grupo controle + H20 2 teste t (p < O,OS).
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Figura 4.25: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 9,4. A: incubações sem adição de H20 2; B: incubações com adição

de H20 2 (SO mM). a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa

com o grupo controle + H20 2 teste t (p < O,OS).
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Tabela 4.11: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4.

DNA de timo de bezerro - pH 7,4 8-oxo dGuo/10'1dGuo

Controle

Retinal

(3- Apo-8' carotenal

(3- Caroteno

555 ± 55

1733 ± 42 a

1859 ± 10 a

1081 ± 57 a

Controle + H20 2

Retinal + H20 2

(3- Apo-8' carotenal + H20 2

(3-Caroteno + H20 2

20994 ± 955

48495 ± 1367 b

43500 ± 3552 b

32513 ± 2719 b

Reação incubada a 37 °e por 72 h tanto na ausência como na presença de H20 2

(50 mM). Sendo n = 3. a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença

significativa com o grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Figura 4.26: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro tratado com

carotenóides em pH 7,4. A: incubações sem adição de H20 2; B: incubações com adição

de H20 2 (50mM). a-Diferença significativa com o grupo controle. b-Diferença significativa

com o grupo controle + H20 2 teste t (p < 0,05).
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Quando o DNA de timo de bezerro foi incubado com os carotenóides

retinal, f3-apo-8' -carotenal e f3-caroteno por 72 h tanto na presença como na

ausência de peróxidos, verificamos um aumento significativo na formação de 8­

oxodGuo no DNA tratado em relação ao controle. Este aumento é visto tanto no

pH mais básico, 9.4 quanto em pH fisiológico, 7.4. (Tab. 4.11 e4.10).

Nas incubações em presença de peróxido, observamos um aumento ainda

maior nos níveis de 8-oxodGuo tanto no DNA tratado como no DNA controle. Isto

é esperado, pois o peróxido de hidrogênio pode reagir com metais contaminantes

do meio, como cobre e ferro (via reação de Fenton) levando à formação de

radicais hidroxila, entre outras espécies radicalares, que são bastante reativas

frente ao DNA, levando a formação da lesão aqui estudada. Assim, o peróxido por

si só, no sistema estudado, já apresentaria um grande aumento na formação da

8-oxodGuo, como mostram os resultados obtidos nos controles tratados com

peróxido em ambos os pHs.

Ressaltamos então que tanto em DNA de timo de bezerro quanto em 2'­

desoxiguanosina, os produtos de oxidação do f3-caroteno, levam ao aumento da

formação da 8-oxodGuo e também do 1,N2-edGuo em ambos os pHs.
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4.3.3- Lesões em sistemas celulares induzidas por carotenóides

Foram também analisados os níveis das lesões 1,N2-EdGuo e 8-oxodGuo

em células de pulmão humano da linhagem IMR 90.

4.3.3.1- Viabilidade das células de pulmão humano frente ao ~-caroteno e

seus produtos de oxidação

Com o objetivo de avaliarmos a toxicidade do [3-caroteno e de seus

produtos de oxidação, e também para definirmos uma concentração específica

destes carotenóides a serem utilizados nos estudos de detecção de lesões no

DNA em células em cultura, verificamos a viabilidade desta linhagem de células

(IMR 90 - fibroblastos de pulmão humano) frente aos carotenóides: [3-caroteno, [3­

apo-8'-carotenal e retina!. Utilizamos células pulmonares para tentarmos simular

como este tipo de célula poderia estar metabolizando o [3-caroteno em excesso,

como o recebido nos estudos ATBC e CARET (Heinonem & Albanes, 1994;

Omenn e col., 1996).

Os carotenóides foram solubilizados em THF (0,25% do meio), o solvente

que nos proporcionou a solubilização total de todos os carotenóides. O método

utilizado neste experimento foi o ensaio do MTT (vide Materiais e Métodos item

3.10.3). A sobrevivência relativa foi usada como índice quantitativo de

citotoxicidade. Definimos, a sobrevivência relativa como sendo a razão entre o

número de células viáveis nas culturas expostas aos carotenóides ou ao THF e o

número de células viáveis na cultura controle. Os resultados obtidos estão

mostrados nas figuras 4.27 a 4.29):
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Figura 4.27: Medida de sobrevivência relativa de células IMR 90 incubadas com retinal

em diferentes concentrações por 17 h. Concentração de THF no meio: 0,25% (n=3).
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Figura 4.28: Medida de sobrevivência relativa de células IMR 90 incubadas com (3-apo­

8'-carotenal em diferentes concentrações por 17 h. Concentração de THF no meio:

0,25% (n=3).

110



~.esuftaáos

140

~
~

ro 120
>
~
Q)

100....
ro·u
c

<Q) 80>.:;
Q)....
.a 60O
Cf)

40

20

O

Controle THF J3-ear J3-ear j3-ear J3-ear
1DJ.M 2DJ.M 5D~ 1DOJ.M

Figura 4.29: Medida de sobrevivência relativa de células IMR 90 incubadas com 13­
caroteno em diferentes concentrações por 17 h. Concentração de THF no meio: 0,25%

(n=3).

Os dado~ de viabilidade obtidos mostram que o retinal (Figura 4.27) em

concentrações 50 llM e 100 llM torna as células IMR 90 inviáveis já que mais de

70% não sobreviveram. Nos tratamentos com (3-apo-8'-carotenal e (3-caroteno

(Figuras 4.28 e 4.29) inclusive no controle com THF, a mortalidade foi inferior a

70% mostrando que as células são resistentes ao tratamento e que o THF na

concentração utilizada (0,25% do meio) não é citotóxico, não interferindo assim no

tratamento com as drogas.

Esses resultados nos possibilitaram conhecer as concentrações que

podem ser utilizadas e que fornecem uma alta porcentagem de células viáveis

após o período de tratamento e extração de DNA celular. Sendo assim,

realizamos os tratamentos desta linhagem de células com concentração de 20 I!M

destes mesmos carotenóides. Esta concentração apresentou viabilidade celular

superior a 70% após o tratamento e também conferiu maior solubilidade no meio.

Em concentrações superiores, foi observado uma "leve" precipitação do (3-apo-8'­

carotenal e do (3-caroteno quando adicionados ao meio de cultura.
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4.3.3.2- Detecção e quantificação de 1,N2-EdGuo em células de pulmão

humano tratadas com 13-caroteno e seus produtos de oxidação

Uma vez que definimos a concentração de carotenóides a serem

utilizadas no tratamento com células (20 11M), estas foram tratadas por 17 h (vide

Materiais e Métodos item 3.10.4). Após terem seu DNA extraído e hidrolisado, as

amostras foram analisadas por LC/ESI/MS-MS para a detecção de 1,N2-EdGuo

neste sistema. Os resultados estão mostrados na tabela 4.12 e na figura 4.30.
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Tabela 4.12: Níveis de 1,~-EdGuo em DNA de células de pulmão humano

(IMR90) tratadas com [3-caroteno e seus produtos de oxidação (20 JlM) por 17 h.

DNA de células de pulmão humano 1,tr-EdGuo/107 dGuo

Controle

THF

Retinal

f3-apo-8'-carotenal

f3- Caroteno

1,9 ± 0,3

5,7±0,7a

14,3 ± 4,1 b

12,9 ± 0,9b

9,8 ± 1,8b

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

b-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao THF; teste t (p < 0,05).
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Figura 4.30: Níveis de 1,N2_ edGuo em DNA de células de pulmão humano, IMR 90,

com l3-caroteno e seus produtos de oxidação (20 !!M) por 17 h. Sendo n =3.a-indica que

o resultado é estatisticamente significativo frente ao controle; b-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 f3­

caroteno, quanto o retinal e f3-apo-8'-carotenal levaram a um aumento no nível de

aduto destas células comparados ao seu veículo, o THF. O THF também

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

classe de composto neste tipo de lesão.

4.3.3.3- Detecção e quantificação da 8-oxodGuo em células de pulmão

humano tratadas com f3-caroteno e seus produtos de oxidação

As amostras de células tratadas com carotenóides (20 JlM I 17 h)

também foram submetidas à análise para verificar a formação de 8-oxodGuo em

seu DNA. Assim, o DNA extraído foi hidrolisado e analisado por HPLC acoplado à

detecção eletroquímica. Os resultados estão mostrados na tabela 4.13 e na figura

4.31.
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Tabela 4.13: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de células de pulmão humano

(IMR90) tratadas com (3-caroteno e seus produtos de oxidação (20 JlM) por 17 h.

DNA Células IMR 90

Controle

THF

Retinal

(3-apo-8'-carotenal

(3-caroteno

8-oxodGuo 1107 dGuo

39,0 ± 6,8

35,6 ±4,0

139,3 ± 33,7a

52,1 ± 4,Oa

60,9 ± 3,7a

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

teste t; (p < 0,05).
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Figura 4.31: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de células de pulmão humano, IMR 90, com

l3-caroteno e seus produtos de oxidação (20 !J.M) por 17 h. Sendo n = 3. a-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 carotenóides também levou a

uma indução na formação de S-oxodGuo em DNA de células de pulmão humano

(Tabela 4.13 e figura 4.31). Os níveis obtidos para o DNA tratado foi

estatisticamente significativo comparado ao grupo THF. O THF não levou a um

aumento na formação da lesão comparado ao grupo controle.

Assim, em sistemas celulares o f3-caroteno e alguns de seus produtos de

oxidação como o retinal e o f3-apo-S'-carotenal, levaram a uma indução na

formação do aduto 1,N2-f:dGuo e também da S-oxodGuo.
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4.4- Biodisponibilidade do f3-caroteno e do licopeno

Em colaboração com o Or. Humberto Reis Matos, na época pós-graduando

do nosso laboratório, realizamos experimentos de verificação da

biodisponibilidade do l3-caroteno e do Iicopeno. Parte dos experimentos foi

realizada em colaboração com o Prof. Or. Joel Heimann e seu aluno na época dos

experimentos, Or. Alexandre Silva da Faculdade de Medicina da USP (FM-USP).

Nos animais, administrou-se 10 mg de l3-caroteno ou licopeno i.p. (vide

Materiais e Métodos item 3.11). Alíquotas de sangue após 3 h, 6 h, 9 h e 24 h da

administração dos carotenóides 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 análises das misturas de plasma

sanguíneo dos animais suplementados com l3-caroteno e com licopeno estão

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 sanguíneo de ratos suplementados. A Suplementação com /3­

caroteno. B Suplementação com licopeno; (o licopeno aparece em 9-10 min e o /3­

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

Após a quantificação dos carotenóides por HPLÇ, obtivemos a

biodisponibilidade dos carotenóides durante um período de 24 h (Figura 4.33). O

nível plasmático mais elevado de l3-caroteno no plasma, foi de 4,05 ± 0,84

nmol/mL de sangue e foi atingido após 6 h da aplicação. Este nível foi mantido por

mais 3 h (Figura 4.33 A). Os ratos que receberam a mesma concentração de

Iicopeno apresentaram uma concentração plasmática deste carotenóide quatro

vezes menor (0,97 ± 0,16 nmol/mL de sangue) que os animais tratados com 13­
caroteno (Figura 4.33 S). O nível máximo de licopeno no plasma foi observado

após 3 h da inoculação. Nos animais controle, ou seja, os que não receberam

tratamento com carotenóides, não foi possível detectar níveis plasmáticos destes

carotenóides. Sendo assim, a concentração de carotenóides utilizadas em nossos

estudos aumentou efetivamente os níveis plasmáticos das espécies analisadas.
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Figura 4.33: Biodisponibilidade do ~-caroteno e do Iicopeno no plasma sanguíneo de

animais tratados com 10 mg destes carotenóides,

4.5- Lesões em DNA in vivo

4.5.1- Detecção e quantificação de 1,tr-&dGuo em DNA de pulmão de

animais suplementados com f3-caroteno e expostos à fumaça de cigarro

Após verificarmos a formação do aduto em sistemas biológicos 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 f3-caroteno em fumantes,

suplementamos animais com este carotenóide expondo-os à fumaça de cigarro.

Ressaltamos que o nosso biotério não dispõe de área para estudos com animais

que necessitem de atmosfera diferente. Desta forma, os animais tiveram que ser

mantidos em sala no nosso laboratório. Assim, fomos obrigados a reduzir o

número 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 estão

apresentados nas tabelas: 4.14, 4.15 e 4.16 e figuras 4.34, 4.35 e 4.36.

Tabela 4.14: Níveis de 1,f1- EdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com 13­
caroteno e fumaça de cigarro por 7 dias.

DNA de pulmão de rato - 7 dias

Controle

Veículo

13- Caroteno

Fumaça

Fumaça + 13- Caroteno

1,,r:;'dGuo/109 dGuo

50,8 ± 7,0

38,0 ± 8,9a

99,4 ± 23,8b

63,1 ± 13,9

144,4 ± 55,4c

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

b-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao veículo;

c-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo fumaça; teste t

(p < 0,05).
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Figura 4.34: Níveis de 1,N2_ gdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com ~-caroteno

e fumaça de cigarro por 7 dias. Sendo n = 4- 6. a-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao controle; b-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao veículo; C_ indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao grupo fumaça ( teste t p < 0,05).
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Tabela 4.15: Níveis de 1,N2-BdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com rJ­

caroteno e fumaça de cigarro por 30 dias.

DNA de pulmão de ratos - 30 dias

Controle

Veículo

rJ- Caroteno

Fumaça

Fumaça + rJ- Caroteno

1,Ii-edGuo/109 dGuo

81,O±13,1

60,7 ± 10,7 a

79,8 ± 13,3 b

68,4 ± 9,1

58,8 ± 10,7 d

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

b-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao veículo;

d-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao f3 -caroteno teste t; (p <

0,05).

100

1 b
T ~

90
o
::J
(') 80
-o

ao
70......

o
::J

60(')

1il

~
50

<li 40-o

'".Qj 30
2
z 20

10

o
Controle Veículo jH:aroteno Fumaça. Fumaça +

IH;aroteno

Figura 4.35: Níveis de 1,N2-EdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com f3-caroteno

e fumaça de cigarro por 30 dias. Sendo n = 4-6. a-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao controle; b-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao veículo; d-indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao 13 -caroteno teste t; ( P < 0,05).
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Tabela 4.16: Níveis de 1,N2-êdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com (3­

caroteno e fumaça de cigarro por 180 dias.

DNA de pulmão de ratos - 180 dias

Controle

Veículo

(3- Caroteno

Fumaça

Fumaça + (3- Caroteno

1,~- EdGuo/109 dGuo

56,9 ± 9,6

87,1 ± 11,9 a

144,7 ± 31,5 b

99,5 ± 5,7 a

136,O± 21,1 c

Sendo n= 4 - 6. a-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao controle.

b-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo veículo.

C-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo fumaça.

Teste t (p < 0,05).
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Figura 4.36: Níveis de 1,N2-EdGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com l3-caroteno

e fumaça de cigarro por 180 dias. Sendo n = 4-6. a-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao controle; b-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao veículo; C-indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao grupo fumaça; teste t (p < 0,05).
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Níveis significativamente elevados de 1,N2-EdGuo foram detectados em

animais suplementados com (3-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 veículo. Um

dado interessante é que os tecidos e o DNA dos animais suplementados com (3­

caroteno apresentaram coloração avermelhada, típica de carotenóide, fato não

observado nos animais controle.

Quando comparamos os grupos expostos à fumaça de cigarro e grupo

controle, observamos aumento significativo apenas no grupo exposto por 180

dias. É interessante notar, uma tendência de aumento no nível deste aduto, não

significativa, após apenas 7 dias de exposição à fumaça de cigarro, que não foi

observada na exposição mais prolongada, 30 dias.

A comparação entre os grupos expostos à fumaça de cigarro e o grupo

suplementado com o carotenóide e exposto à fumaça de cigarro mostrou aumento

significativo de 1,N2-EdGuo nos animais tratados por 7 e 180 dias. Entretanto, não

observamos, com esse tipo de tratamento, um efeito sinergístico da exposição à

fumaça associada à suplementação com p-caroteno quando comparamos os

grupos com suplementação de (3-caroteno e suplementação associada à fumaça

de cigarro. Apenas no grupo tratado por 7 dias foi observada uma tendência de

aumento, mas não significativa estatisticamente. Os grupos tratados por 30 e 180

dias, mostraram uma diminuição dos níveis da lesão comparando-se os dois

grupos, porém só no tratamento de 30 dias esta diminuição foi significativa.

4.5.2. - Detecção e quantificação de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de animais

suplementados com f3-caroteno e expostos à fumaça de cigarro

As amostras de DNA de pulmão dos animais tratados por 7, 30 e 180 dias

também foram analisadas quanto à presença de 8-oxodGuo. Os dados obtidos para

os tratamentos estão mostrados nas tabelas 4.17 a 4.18 e figuras 4.37 a 4.39.
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Tabela 4.17- Níveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com (3­

caroteno e fumaça de cigarro por 7 dias.

DNA de pulmão de ratos - 7 dias

Controle

Veículo

(3-caroteno

Fumaça

Fumaça + (3-caroteno

8-oxodGuo/10'1 dGuo

46,6 ± 9,8

31,0 ± 8,0

53,7 ± 1,3 b

35,4 ± 13,9

30,4 ± 7,5 d

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

d-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo l3-caroteno; teste t

(p < 0,05).
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Figura 4.37: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com l3-caroteno

e fumaça de cigarro por 7 dias. Sendo n = 4-6. b·indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao veículo; d·indica que o resultado é estatisticamente significativo

frente ao grupo l3-caroteno; teste t; (p < 0,05).
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Tabela 4.18- Níveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com /3­

caroteno e fumaça de cigarro por 30 dias.

DNA de pulmão de ratos - 30 dias

Controle

Veículo

/3-caroteno

Fumaça

Fumaça + [3-caroteno

8-oxodGuo/107 dGuo

43,9 ± 4,3

59,0 ± 16,5

38,4 ± 7,6 b

36,4 ± 4,5 a

28,5 ± 2,9 c,d

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

controle; b-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao veículo;

c-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo fumaça; d-indica

que o resultado é estatistica.mente significativo frente ao grupo l3-caroteno; teste t (p <

0,05).
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Figura 4.38: Níveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com l3-caroteno

e fumaça de cigarro por 30 dias. Sendo n = 4-6. a-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao controle; b-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao grupo veículo; c-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao grupo fumaça; ; d-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao grupo l3-caroteno; (teste t p < 0,05).
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Tabela 4.19- Níveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com ~­

caroteno e fumaça de cigarro por 180 dias.

DNA de pulmão de ratos -180 dias 8-oxodGuo/10'1 dGuo

Controle 85,5 ± 17,1

Veículo 87,7 ± 32,4

~-caroteno 236,3 ± 16, 1b

Fumaça 83,5 ± 7,3

Fumaça + ~-caroteno 106,5 ± 10,8 c,d

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

c-indica que o resultado é estatisticamente significativo frente ao fumaça; d-indica que o

resultado é estatisticamente significativo frente ao grupo f3-caroteno; teste t (p < 0,05).
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Figura 4.39: Niveis de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de ratos tratados com f3-caroteno

e fumaça de cigarro por 180 dias. Sendo n = 4-6. b-indica que o resultado é

estatisticamente significativo frente ao veículo; c-indica que o resultado é estatisticamente

significativo frente ao fumaça; d-indica que o resultado é estatisticamente significativo

frente ao grupo f3-caroteno; (teste t p < 0,05).
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Os grupos suplementados por 7 e 180 dias com J3-caroteno (tabelas 4.17

e 4.19 e figuras 4.37 e 4.39) apresentaram aumentos significativo nos níveis de 8­

oxodGuo. No tratamento por 30 dias (tabela 4.18 e figura 4.38), observamos uma

redução significativa nos níveis desta lesão.

Na comparação dos grupos expostos à fumaça de cigarro com o grupo

controle, não observamos nenhum efeito nesta lesão nos grupos expostos por 7 e

180 dias. Surpreendentemente, observamos redução desta lesão no grupo

exposto por 30 dias.

Observamos uma pequena diminuição nos níveis de 8-oxodGuo entre os

grupos expostos à fumaça por 7 e 30 dias comparado aos grupos suplementados

com f3-caroteno e expostos à fumaça de cigarro. Entretanto, após 180 dias de

exposição à fumaça associada à suplementação com o carotenóide, os níveis de

8-oxodGuo mostraram-se significativamente aumentados frente ao grupo exposto

somente à fumaça de cigarro.

Novamente, não observamos efeito sinergístico da fumaça com o f3­

caroteno, uma vez que os grupos apenas suplementados com o carotenóide

quando comparado aos grupos suplementados e expostos à fumaça

apresentaram redução significativa desta lesão.
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4.6 - Experimentos para verificação da comunicação intercelular via junções

comunicantes (Gap junctional communication) induzida por produtos de

oxidação do [3-caroteno e da zeaxantina

Os experimentos de verificação da comunicação intercelular via junções

comunicantes foram realizados durante o período de estágio na Heinrich Heine

Universitat em Düsseldorf (Alemanha) com o grupo do Professor W. Stahl (entre

agosto e outubro de 2002). As medidas aqui realizadas tiveram a colaboração da

estudante de doutorado na época, Niloofar Ale-Agha.

É conhecido da literatura que os carotenóides aumentam a comunicação

intercelular via junções comunicantes (Hossain e coL, 1993; Zhang e coL, 1991;

Stahl e coL, 2000). Sendo esta na verdade, uma das propriedades antioxidantes

dos carotenóides, é interessante investigar como os produtos de oxidação desses

compostos se comportam frente a esta propriedade. Estes dados têm relevância

para os nossos estudos sobre atividade pró e antioxidante do [3-caroteno e podem

contribuir para explicar o "paradoxo" deste carotenóide descrito na introdução

(vide Introdução item 1.3.8). Como este tipo de investigação era de comum

interesse do nosso grupo na Universidade de São Paulo e do grupo do Prof. Stahl,

iniciamos estes experimentos, uma vez que o grupo do Prof. Stahl tem experiência

nas técnicas necessárias (Ale-Agha e coL, 2002). As células (WB F344) foram

tratadas com os produtos de oxidação do [3-caroteno e da zeaxantina por um

período de 24 e de 72 horas (vide Materiais e Métodos 3.13.3). Após este período,

as células foram levadas ao microscópio para a injeção do corante (Lucifer yellow)

e foram realizadas medidas das junções comunicantes. Os resultados obtidos em

experimentos realizados tanto para o período de 24 como para o período de 72

horas estão mostrados nas figuras 4.40 e 4.41.
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Figura 4.40: Efeito dos metabólitos de carotenóides nas junções comunicantes

intercelulares após tratamento de 24 h. *-indica que o resultado é estatisticamente

significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001). Legenda: Ac. Ret.: ácido

retinóico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. l3-car: l3-caroteno oxidado; l3-apo: l3-apo-8"­

carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Figura 4.41: Efeitos dos metabólitos dos carotenóides nas junções comunicantes

intercelulares após tratamento de 72 h. *-indica que o resultado é estatisticamente

significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<0.001). Legenda: Ac. Ret.: ácido

retinóico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. l3-car: l3-caroteno oxidado; l3-apo: l3-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 oxidação dos carotenóides em baixa

concentração (1,8 !J.M) e também com [3-apo-8'-carotenal levaram a um aumento

no número 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.

Já quando adicionamos uma alta concentração destes produtos (18 !J.M), o

número de células comunicantes diminui (Figura 4.40 e 4.41). O ácido retinóico

que foi utilizado como controle positivo, como era esperado, também levou ao

aumento no número de células comunicantes. Estes dados indicam que os

metabólitos dos carotenóides aqui estudados desempenham a mesma atividade

antioxidante que os carotenóides que os originam, quando em pequenas

concentrações. Vale salientar, que foram utilizadas misturas dos produtos obtidos;

é possível que apenas alguns dos compostos sejam realmente responsáveis por

este efeito. Dentre os metabólitos que são obtidos na oxidação do [3-caroteno, o

único disponível na forma pura no laboratório era o l3-apo-8'-carotenal que, como

já mencionado, também levou a um aumento no número de células comunicantes.

Novos experimentos foram realizados com o objetivo de comparar os

produtos de oxidação com os carotenóides que originaram estes produtos, [3­

caroteno e zeaxantina na mesma concentração (1,8 !J.M). Para isto tivemos que

alterar todo o padrão de controles que havíamos utilizado anteriormente, devido a

baixa solubilidade do [3-caroteno e da zeaxantina em etano!. O solvente utilizado

foi o THF (tetrahidroturano) para a solução estoque e depois diluições em etanol e

posteriormente a diluição também em etanol no meio de cultura das células. Os

resultados obtidos para estes experimentos estão apresentados nas figuras 4.42 e

4.43.
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junções comunicantes intercelulares após tratamento de 24 h. *-indica que o resultado é

estatisticamente significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<O.001). Legenda:

Ac. Ret.: ácido retinóico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. p-car: p-caroteno oxidado;

p-apo: p-apo-S'-carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Figura 4.43: Comparação dos efeitos do p-caroteno, zeaxantina e seus metabólitos nas

junções comunicantes intercelulares após tratamento de 72 h. *-indica que o resultado é

estatisticamente significativo comparado ao grupo controle; teste t (p<O.001). Legenda:

Ac. Ret.: ácido retinóico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. p-car: p-caroteno oxidado;

p-apo: p-apo-S'-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 oxidação do J3-caroteno e o próprio J3-caroteno mostraram uma

indução do número de células comunicantes parecida com a de seus metabólitos,

mostrando que nesta concentração a atividade antioxidante é equivalente. Já os

produtos de oxidação da zeaxantina parecem levar a uma indução ligeiramente

maior no número de comunicação celular medido por este ensaio que a própria

zeaxantina em ambos os tratamentos. Entretanto, a diferença entre o resultado

obtido para os produtos de oxidação da zeaxantina e a própria zeaxantina, após o

tratamento de 72 h, não é estatisticamente significativa.

A seguir, estão iiustradas algumas das fotos obtidas no ensaio da

comunição intercelular via junções comunicantes para o tratamento pelo período

de 72 h (Figuras 4.44 e 4.45).
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Figura 4.44: Ensaio para verificação da comunicação intercelular via junções

comunicantes, utilizando o corante fluorescente (Lucifer yellow). Legenda: Ac. Ret.: ácido

retinóico; Ox. Zea: zeaxantina oxidada; Ox. ~-car: ~-caroteno oxidado; l3-apo: ~-apo-8'­

carotenal (vide Materiais e Métodos itens 3.13.1 e 3.13.3).
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Figura 4.45: Ensaio para verificação da comunicação intercelular via junções

comunicantes, utilizando o corante fluorescente (Lucifer yellow) (vide Materiais e Métodos

itens 3.13.1 e 3.13.3).
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5- DISCUSSÃO

5.1 - Formação de produtos da reação entre 2'-desoxiguanosina (dGuo) e

retinal

o nosso laboratório tem contribuído nas pesquisas de eteno adutos, com

a caracterização da estrutura química de diversos adutos exocíclicos 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 reações entre

retinaI e dGuo, verificamos que sem a utilização do peróxido de hidrogênio (H20 2)

não foi possível detectar novos produtos em análises de HPLC acoplado à

detecção de UV. A adição do peróxido proporcionou a detecção de novos

produtos desta reação. Este tipo de resultado indica que a adição de peróxido

leva a epoxidação do aldeído, formando produtos mais reativos frente ao grupo

amina do nucleosídeo, possibilitando assim a formação de adutos (Ehrenberg e

col., 1977; Segerback, 1983; Nair & Offerman, 1985; Chen & Chung, 1996;

Loureiro e col., 2000; Loureiro e col., 2002a para revisão).

A análise destes compostos formados por espectrometria de massa

indicou que estes são modificações do nucleosídeo, mais precisamente

alquilações no nucleosídeo, devido à adição de massa. A perda do fragmento

característico de desoxirribose, confirmou a formação dos adutos.

Constatamos a formação de diversos adutos entre retinal e dGuo,

entretanto, apenas um deles foi caracterizado; sendo o 1,N2-EdGuo, aduto já

comprovadamente mutagênico, tanto in vitro quanto in vivo.
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5.2 - Validação da metodologia da detecção do 1, N2-EdGuo por LC/ESIIMS­

MS

o papel dos adutos no processo de mutagenicidade e possível

desenvolvimento de câncer tem sido sugerido por diversos grupos de pesquisa

nesta área. Entretanto, para o estudo desses mecanismos é fundamental o

desenvolvimento de técnicas sensíveis que permitam a análise desses adutos in

vivo para que se possa considerá-los como possíveis marcadores de exposição a

produtos exógenos e endógenos (Akasaka & Guengerich, 1999; Kox & Swenberg,

2002).

Muitos métodos foram desenvolvidos para a quantificação de adutos de

DNA, dentre as técnicas utilizadas temos: o 32p-postlabeling (PPL), a

cromatografia líquida acoplada a detecção eletroquímica, a cromatografia líquida

acoplada à detecção por fluorescência, a técnica de imunoafinidade que utiliza

anticorpos monoclonais e a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de

massa (Koc & Swenberg, 2002).

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-ESI/MS­

MS) vem sendo amplamente utilizada na detecção 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 sensível para a quantificação do 1,N2-f:dGuo

em amostras de DNA. A maior vantagem do método é a separação dos

nucleosídeos e a exatidão fornecida pela detecção por MS-MS. O método resolve

problemas como os envolvidos em etapas de pré-purificação que podem levar a

possíveis contaminações. A adição de um padrão interno isotopicamente marcado

antes da hidrólise, aumenta a confiabilidade do método já que permite uma

correção de possíveis perdas do analito durante a hidrólise. O padrão isotópico

(marcado com 15N) já havia sido sintetizado para estudos anteriores em nosso

laboratório (Loureiro e coL, 2000).

O método nos permitiu a determinação de níveis basais de 1,W-f:dGuo

em DNA de timo de bezerro comercial (1,70 ± 0,09 adutos/107 dGuo), também em

DNA de células da linhagem CV1-P (4,5 ± 0,4 adutos/107 dGuo) e em DNA fígado
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de ratas fêmeas (5,22 ± 1,37 adutos/107 dGuo). Morinello e coL (2001), utilizando

uma técnica de imunoafinidade/GC/ECNCI-HRMS, conseguiram quantificar níveis

basais de N23- 8dGua em DNA de timo de bezerro (0,8 adutos 1107 Gua). Embora

a técnica utilizada fosse sensível, a presença endógena de 1,N2-EdGuo em tecidos

de animais não pôde ser demonstrada. Sendo assim, a detecção e quantificação

do nível basal de 1,N2-EdGuo em DNA de tecidos obtida por nosso grupo é inédita

na literatura.

O níveis aqui obtidos (5,22 adutos 1 107 dGuo para DNA de fígado de

ratas; 1,70 adutos 107 dGuo para DNA de timo de bezerro) são comparáveis aos

descritos na literatura para o aduto EdCyd (4,4 adutos 1 107 dCyd) em DNA de

fígado de rato, valores estes encontrados utilizando-se metodologia similar

(Roberts e coL, 2001). Uma quantidade maior de 8dAdo (25 adutos I 107 dAdo)

foidetectada em DNA de placenta humana utilizando-se as metodologias GC/MS;

LC/MS e HPLC/Fluorescência (Chen e coL, 1999).

O aduto aqui estudado leva ao bloqueio da replicação e a incorporação

errada de dATP e dGTP (Langouet e coL, 1997). Além disto, este aduto pode

levar a mutações G ~ A e G ~ T (Langouet e coL, 1998). Deleções, rearranjos,

duplos mutantes c substituições de pares de bases também foram observadas

perto do sítio de ocorrência do 1,N2-8dGuo (Akasaka & Guengerich, 1999).

Saparbaev e coL (2002) mostraram que 1,N2-eteno-guanina (1,N2-EGua) é um

substrato das enzimas de reparo uracil-DNA glicosilase de E.coli e da alquilpurina­

DNA-N-glicosilase humana. Estes dados reforçam o papel biológico deste aduto.

O possível uso de eteno adutos como marcadores biológicos de lesões

em DNA necessita de metodologias de execução mais simples que as descritas

na literatura e que forneçam confiabilidade. Neste sentido, a metodologia aqui

descrita fornece uma maneira precisa e específica de detectar e quantificar

1,N2-EdGuo em DNA de tecidos, podendo no futuro ser empregada para estudo

das conseqüências biológicas desse tipo de lesão em DNA em condições normais

e patológicas.
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5.3- Quantificação de lesões em dGuo/DNA induzidas por carotenóides

Estudos mostram a possibilidade dos produtos de oxidação do l3-caroteno

agirem como agentes pró-carcinogênicos (Paolini e col, 1999; Perocco e col,

1999; Salgo e col 1999). Salgo e colaboradores (1999) verificaram o aumento da

ligação de metabólitos do benzopireno ao DNA em microssomas de fígado de rato

por produtos de oxidação do l3-caroteno. Neste estudo, uma mistura de l3-caroteno

oxidado foi incorporada a membranas de microssomas verificando-se um aumento

da ligação do benzopireno tritiado ao DNA; já o l3-caroteno não oxidado mostrou

uma redução nesta ligação.

Apesar de diversos estudos fortalecerem a hipótese de que o l3-caroteno

deve agir como agente anticarcinogênico, seus produtos de oxidação podem

induzir a carcinogênese via reação direta com o DNA ou ainda pelos seus

metabólitos formados pela ação das enzimas do citocromo P450 (Wang & Russell,

1999).

A literatura relata o fato de que aldeídos formados na lipoperoxidação

podem sofrer ativação por peróxidos levando a formação de modificações em

DNA. Os produtos formados a partir de modificações do tipo alquilações são

chamados de adutos de DNA (Carvalho e col., 1998; Carvalho e coL, 2000;

Loureiro e coL, 2000). Já é conhecido que o l3-caroteno se oxida e forma vários

outros compostos, entre eles aldeídos a, l3-insaturados (Wang e coL, 1999; Arora

e coL, 2001), sendo assim nossos estudos se concentraram na investigação da

formação do 1,N2-EdGuo a partir do l3-caroteno, l3-apo-8'-carotenal e retinal em

DNA, utilizando-se para sua detecção e quantificação o método baseado em

LC/ESI/MS-MS.

Inicialmente, em nossos estudos com retinal e dGuo, não verificamos a

formação do produto em questão na ausência de peróxido; entretanto, isto deve­

se ao fato da detecção por ultravioleta do HPLC não ser sensível o suficiente para

detectar as quantidades do produto, que é formado sem a adição do peróxido.

Com o desenvolvimento da técnica por LC/ESI/MS-MS, verificamos que a

formação do 1,N2_ EdGuo ocorre tanto na presença quanto na ausência de H20 2 e
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também que este tipo de reação além de ocorrer com o nucleosídeo isolado

(dGuo), também é capaz de ocorrer com DNA de timo de bezerro.

Para efeitos comparativos, também verificamos a formação da lesão 8­

oxodGuo, uma oxidação freqüente que ocorre na 2'-desoxiguanosina (Cooke e

col., 2003; Cadet e col., 2003). Esta lesão é medida por HPLC acoplado à

detecção eletroquímica.

Nossos estudos mostraram que os carotenóides como l3-caroteno, l3-apo­

8'-carotenal e retinal são capazes de lesar tanto a dGuo quanto o DNA de timo de

bezerro, levando ao aumento da formação do 1,tv2-sdGuo e da 8-oxodGuo tanto

na presença quanto na ausência de peróxido. Logicamente, ocorre um aumento

bem expressivo no nível de 8-oxodGuo em incubações com peróxido já que este

na presença de metais contaminantes irá levar à formação da lesão. A literatura

relata a formação desta lesão em DNA de timo de bezerro exposto ao l3-caroteno

auto-oxidado (Yeh e col., 2003).

Detectamos a formação da lesão 1,N2-sdGuo em dGuo, tanto nas

incubações realizadas na presença ou ausência de peróxidos, confirmando o fato

de que o método por espectrometria de massa foi sensível o suficiente para

detectar a formação desta lesão, o que apenas com a detecção de ultravioleta nãú

foi possível.

Observamos que os valores encontrados nas incubações de dGuo em

presença de peróxido para os níveis de 1,N2- sdGuo são maiores que os

encontrados nas incubações com DNA de timo de bezerro. Estes dados são

esperados uma vez que a reação com o DNA é mais dificultada por fatores

estruturais. O nível do aduto formado nas incubações utilizando-se o peróxido de

hidrogênio também é superior ao nível obtido na ausência de peróxido, tanto para

reações com dGuo quanto com DNA de timo de bezerro, o que confirma o

mecanismo de epoxidação dos aldeídos (Loureiro e col., 2000).

Além disso, o nível de 1,N2_ EdGuo é maior nas incubações realizadas em

pH 9,4, do que as realizadas em pH 7,4 devido ao favorecimento de formação do

aduto em pH básico (Morinello e col., 2001). Em conclusão, os dados mostram

que tanto o DNA como o nucleosídeo (dGuo) isolados levam ao aumento na

formação de eteno aduto quando incubados na presença de produtos de oxidação

do l3-caroteno. A degradação de carotenóides 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-carotenóides, epóxi­

carotenóides e hidróxicarotenóides foram identificados confirmando que os

primeiros passos da degradação de carotenóides são a epoxidação. Ressaltamos

que o composto 4-oxo-2-pentenal foi detectado como produto da degradação do

f3-caroteno (Padula e coL, 1999). A reatividade química deste composto é similar a

do 4-oxo-2-nonenal, um eletrófilo bifuncional descrito por Rindgen e coL (1999).

Este aldeído é o produto principal de degradação do hidroperóxido do ácido

linoléico e é conhecido por reagir com dAdo, dGuo,e dCyd, levando a formação de

eteno adutos (Pollack e coL, 2003; Lee e coL, 2000). Portanto, o 4-oxo-2-pentenal

pode contribuir com a formação do aduto em reações realizadas na presença ou

ausência de peróxido de hidrogênio. É interessante notar que estudos anteriores

mostram que o 4-oxo-2-pentenal é formado também por ativação metabólica da N­

nitrosopiperidina uma nitrosamina cíclica carcinogênica, levando a fomação de

eteno adutos com substituições em suas cadeias (Liu e coL, 1996; Wong e coL,

2003). O mecanismo para a formação do 1,N2-EdGuo a partir do tratamento do

DNA ou dGuo com os carotenóides aqui estudados está ilustrado no esquema 5.1.

Este mecanismo tem como base os Mecanismos de formação deste mesmo aduto

a partir de aldeídos a,f3-insaturados como o DOE (Carvalho e col, 1998; Carvalho

e coL, 2000; Loureiro e coL, 2000).
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Esquema 5.1: Mecanismo proposto para a formação do 1,N2-EdGuo a partir do /3­

caroteno.

141



<Discussão

Nas incubações com o quelante de metal, solução de desferroxamina

(0,1 mM) realizadas em pH 7,4, verificamos que houve um efeito inibitório na

formação deste aduto (20-30%) com a adição do quelante. O mecanismo iniciador

da auto-oxidação do (3-caroteno ainda não foi totalmente desvendado, podendo

ser devido à presença de peróxidos e metais contaminantes. Muitos estudos

mostram que mesmo sem a adição de iniciadores radicalares, o (3-caroteno puro

se oxida muito rapidamente em solução, mesmo na ausência de luz. A velocidade

do consumo do (3-caroteno é dependente da pressão de oxigênio e a curva de

consumo de oxigênio é consistente com uma reação autocatalítica. Handelman e

col. (1991) sugeriram que amostras de (3-caroteno devem conter um iniciador que

resulta na auto-oxidação espontânea que foi verificada. Assim, nossos resultados

mostram que existe um mecanismo radicalar ocorrendo pela presença de metais

ou peróxidos contaminantes que favorece uma possível formação de produtos

oxidativos dos carotenóides que facilitam a formação do aduto em questão.

Os níveis de 1,N2
_ EdGuo encontrados nas incubações controle podem

ser explicados pela formação do fosfoglicolaldeído, um produto da oxidação da 3'­

desoxiribose no DNA (Angeloff e col., 2001, Awada & Dedon 2001). O

fosfoglicolaldeído possui estrutura anàloga dO c1oroacetaldeído, um metabólito do

cloreto de vinila que leva a formação do eteno aduto (Sattsangi e coL, 1977;

Kusmierek e col., 1989; Folkman e coL, 1990; Kusmierek & Singer, 1992;

Guengerich, 1992). O efeito da incubação de DNA já 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 lesões oxidativas é interessante

pois caso um deles não seja um bom marcador para o tipo de exposição exógena

estudada, teremos resultados que não refletem a real influência do composto ao

qual o organismo está sendo exposto. Com o intuito de compararmos o efeito do

(3-caroteno e de seus produtos de oxidação em diferentes tipos de lesões em

DNA, analisamos a formação da 8-oxodGuo. Esta é uma das lesões oxidativas

mais estudadas em DNA. Estudos sugerem que uma a cada 40000 guaninas no

genoma se apresenta como 8-oxodGuo sob condições normais (Burrows &Muller,

1998).
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É interessante observar que essa lesão 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

é facilmente oxidável, portanto não é um biomarcador confiável..

Os resultados mostram um aumento no nível de 8-oxodGuo em dGuo e

DNA de timo de bezerro tratado com os carotenóides em ambos os pHs. Como já

mencionado, devido à formação de espécies radicalares, as incubações

realizadas na presença de peróxido de hidrogênio, apresentam um aumento

maior de 8-oxodGuo. Nos casos em que não foi possível observar um aumento

maior nos níveis de 8-oxodGuo, nas incubações entre carotenóides e dGuo

realizadas na presença do peróxido de hidrogênio (vide Resultados; item 4.3.1.2:

tabela 4.5: os valores de 8-oxodGuo obtidos para o retinal e o ~-caroteno em pH

9,4 na ausência de peróxido foram superiores aos obtidos com adição de

peróxido; tabela 4.6: o mesmo foi verificado para o controle em pH 7,4), pode ter

ocorrido a oxidação da 8-oxodGuo, uma vez que ela apresenta uma potencial de

oxidação rPenor do que qualquer nucleosídeo 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

oxidação pode ser dificultada quando temos a cadeia de DNA. Assim, nas

incubações com DNA de timo de bezerro, foi possível verificar a influência do

peróxido na formação de 8-oxodGuo pelo mecanismo radicalar. Diversos estudos

vêm sendo realizados a fim de compreender os mecanismos de oxidação

secundários da 8-oxodGuo tanto como nucleosídeo livre como quando inserida

em fragmentos de DNA (Cadet e coL, 2003).

Anteriormente, já havia sido verificado o aumento no nível de 8-oxodGuo

em DNA de timo de bezerro incubado com retinal e CuC/2 (Murata & Kawanishi,

2000). A literatura relata que em concentrações excessivas, retinol e retinal podem

sofrer auto-oxidação gerando o ânion radical superóxido (02--) que é dismutado à

H20 2; esta espécie por sua vez forma o complexo DNA-Cu(I)-H202, lesando o

DNA (Murata & Kawanishi, 200G). Este trabalho menciona também que derivados

da vitamina A como ~-ionona e mesmo o ~-caroteno induzem danos em DNA,
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incluindo 8-oxodGuo na presença de cobre (11); entretanto, os danos são bem

menores que aqueles verificados pela ação do retinol e do retinal (Murata &

Kawanishi, 2000). Recentemente foi verificado que DNA de timo de bezerro

exposto ao ~-caroteno auto-oxidado leva à formação da 8-oxodGuo (Yeh e col.,

2003).

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

de oxidação do ~-caroteno levam ao aumento na formação das duas lesões

estudadas, 1,N2_ EdGuo e a 8-oxodGuo.
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5.4 - Lesões em DNA de células pulmonares em cultura induzidas por

carotenóides

Nossos resultados com o (3-caroteno e seus produtos de oxidação

mostraram um aumento na formação das lesões 8-oxodGuo e 1,N2-cdGuo em

DNA de timo de bezerro e dGuo. Sendo assim, investigamos também a formação

destas lesões em DNA de células de pulmão humano, linhagem IMR 90. Após

testes de viabilidade celular com (3-caroteno, (3-apo-8'-carotenal e retinal (vide item

4.3.3.1), a concentração de 20 11M foi selecionada, uma vez que nessa

concentração, observamos pelo menos 70% de viabilidade celular para os três

carotenóides testados após 17 h de incubação. Kaneko e co/. (1988) relatam que

aldeídos administrados às células em meio de cultura complexo, podem ter sua

citotoxicidade subestimadas, devido a possíveis reações com grupos tióis e

aminas presentes nos componentes do meio; mesmo assim, o experimento teve

de ser realizado na presença de soro fetal bovino (SFB), pois em testes

preliminares na ausência do soro, estas perdiam sua viabilidade mesmo sem

tratalT.2nto algum.

a tratamento das células de pulmão humano (IMR 90) com os

carotenóides nos forneceu resultados importantes. Este sistema foi utilizado para

auxiliar na compreensão dos mecanismos envolvidos no aumento dos níveis de

câncer pulmonar em fumantes suplementados com (3-caroteno. Após o período de

incubação, verificamos um aumento no nível de 1,N2-cdGuo nas células tratadas

com os carotenóides comparadas ao controle com THF. Para o retinal foi

verificado um aumento de 2,5 vezes o valor obtido para o controle; para o (3-apo­

8' -carotenal e para o (3-caroteno o aumento foi cerca de 2 vezes.

Tanto mecanismos de ação fisiológica antioxidante como pró-oxidante

foram sugeridos para o (3-caroteno. Sua estrutura química de ligações duplas

conjugadas é associada à sua capacidade de ação antioxidante. Entretanto, estas

duplas conjugadas conferem um caráter pró-oxidante já que são suscetíveis a

ataques de espécies radicalares, principalmente a altas tensões de oxigênio

(Palozza e coL, 1995 e Palozza e coL, 1997; Zhang & Omaye, 2001).
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Os carotenóides aqui estudados também levaram a um aumento na

formação da 8-oxodGuo; comparado aos controles, o aumento para o retinal foi de

3,7 vezes, o do [3-apo-8"-carotenal de 1,5 vezes e do [3-caroteno de 1,7 vezes. O

aumento mais elevado tanto no nível de 1,N2-êdGuo quanto de 8-oxodGuo

verificado no tratamento das células com retinal pode também ser devido a sua

maior citotoxicidade quando comparado aos demais carotenóides estudados.

A literatura já havia relatado o aumento na oxidação de DNA verificada

pelo [3-caroteno e o Iicopeno oxidados pela análise de 8-oxodGuo em fibroblastos

humanos de prepúcio e em DNA de timo de bezerro (Yeh & Hu, 2001). Foi

verificada também a interação do [3-caroteno com fumaça de cigarro em células

epiteliais de brônquios humanos. Neste estudo, constatou-se também a

diminuição do carotenóide e o aumento de seus produtos oxidados, como 4-nitro­

[3-caroteno, [3-apo-carotenais e epóxidos do [3-caroteno (Arora e coL, 2001).

Em DNA de células HL-60, foi verificado o aumento de 8-oxodGuo no

tratamento com retinal mas não na linhagem celular resistente à H20 2. Os autores

Murata & Kawanishi (2000) atribuem este fato à geração do ânion superóxido na

auto-oxidação de retinóides que é dismutado à H202. espécie responsável por

lesões em DNA na presença de metais endógenos (Murata & Kawanishi, 2000). O

[3-caroteno também aumentou a susceptibilidade de células HepG2 a danos em

DNA provocados por H20 2; além disso, neste estudo foi verificado que um pré­

tratamento das células com este carotenóide aumenta a citotoxicidade induzida

por HzOz (Woods e coL, 1999). Tanto o [3-caroteno quanto o Iicopeno também não

protegeram células humanas de carcinoma de cólon (HT29) contra efeitos do

H20 2 (Lowe e coL, 1999). Além disso, p-caroteno e o Iicopeno levaram a um

aumento na peroxidação lipídica em células Hs68 (Yeh & Hu, 2000).

Recentemente, Palozza e coL, 2004, verificaram que em diferentes linhagens

celulares ocorre um aumento no nível de 8-oxodGuo em células tratadas com

alcatrão. Na presença de [3-caroteno (1 f..lM); este efeito foi significantemente mais

acentuado. A adição do carotenóide também aumentou a expressão de

ciclooxigenase-2 induzida por alcatrão. Em contrapartida, foi verificado que o [3­

caroteno protege contra o envelhecimentno (radiação UV) associado à mutações

no DNA mitocondrial (Eicker e coL, 2003). Uma mistura entre [3-caroteno, (X-
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tocoferol e ácido ascórbico apresentou sinergismo e levou a efeitos protetores

contra a oxidação de proteínas comparados à sua administração individual (Zhang

& Omaye, 2001).

O aumento na formação de duas lesões aqui estudadas está em

concordância com os resultados obtidos nos estudos mencionados. Ressaltamos

que neste tipo de células (IMR 90) detectamos níveis basais do aduto (1,9 ± 0,3

adutos /107dGuo) , o que confirma a hipótese de geração desses adutos por

produtos gerados endogenamente.

É importante ressaltar que a conjugação de glutationa (GSH), catalisada

por glutationa-S- transferase, com aldeídos formados durante a lipoperoxidação é

uma importante via de detoxificação destes compostos (Niknahad e coL, 2003).

Reações de conjugação com glutationa foram sugeridas como uma das principais

vias de detoxificação de (trans-4-hidroxi-2-nonenal) HNE e outros aldeídos a,l3­

insaturados como trans-2-alcenais e trans,trans-2,4-alcadienais. Estes compostos

seriam metabolizados para os correspondentes ácidos mercaptúricos e

excretados. Estas reações de conjugação seriam via adição 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 manutenção do nível de GSH em resposta a

um estímulo tóxico é importante para evitar a perda de função e integridade

celular. Este nível é mantido pela redução de GSSG a GSH promovida por

NADPH, numa reação catalisada por glutationa redutase. Pode-se elevar o nível

de GSH pela GSH sintetase e y-glutamilcisteína sintetase (Richman & Meister,

1975). Estudos mostram que substâncias eletrofílicas e/ou indutoras de estresse

oxidativo levam a um aumento da expressão do gene da y-glutamilcisteína

sintetase, a enzima que determina a velocidade de síntese de GSH, com

subseqüente elevação do seu nível intracelular (Uchida e coL, 1999). A

investigação do efeito dos produtos de oxidação dos carotenóides em células

depletadas em glutationa (adição de 1-bromoheptano) também seria um

experimento interessante na investigação dos danos causados por estes produtos

e conseqüentemente deste mecanismo de detoxificação.
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5.5 - Biodisponibilidade do f3-caroteno e do licopeno

Estudos epidemiológicos sugerem que o consumo de frutas e vegetais

auxilia na prevenção do câncer. Este efeito tem sido atribuído a diversos

compostos como as fibras, ácido fólico, vitamina A entre outros antioxidantes

(vitamina C, vitamina E, carotenóides e selênio) presentes na dieta (Ames e caL,

1995; Giovannucci. 1999; Treber, 2004; Riso e caL, 2004; Molldrem e caL, 2004).

Como os carotenóides são amplamente distribuídos em alimentos e devido ao

seu possível envolvimento na prevenção contra danos em biomoléculas (atividade

antioxidante), que podem resultar em um aumento no nível de estresse oxidativo,

elevou-se o interesse em elucidar os mecanismos moleculares responsáveis por

seu efeito biológico (Sharoni e col, 2004). Além da conhecida atividade pró­

vitamina A de alguns dos carotenóides, parte de seu efeito benéfico é atribuída à

sua atividade antioxidante (Stahl & Sies, 1996). Sua habilidade em seqüestrar

radicais livres e de suprimir o oxigênio singlete já foi descrita na literatura

(Kennedy & Liebler, 1992; Palozza & Krinsky, 1992; Terao, 1989; Di Mascio e coL,

1989). Os carotenóides também têm participação importar.te em outros

mecanismos biológicos como na comunicação intercelular via junções

comunicantes, no sistema imunológico e em reações metabólicas (Rao &

Agarwal, 2000; Stahl e coL, 2000; Ale-Agha e caL, 2002). Recentemente, a

bioquímica dos carotenóides ampliou as pesquisas sobre seu mecanismo de ação

uma vez que, possivelmente, eles estão envolvidos em mecanismos como

proliferação, fator de crescimento e diferenciação celular. Podem ainda produzir

alterações na expressão de muitas proteínas que participam destes processos

(Sharoni e col., 2004).

Como os carotenóides possuem propriedades físicas e estruturais

distintas, devem apresentar diferenças em sua dinâmica de absorção,

distribuição, metabolismo e excreção (Parker, 1996; Bierer e coL, 1995; Erdman e

col., 1993; Clinton, 1998). Assim, é importante estudar a biodisponibilidade destes

carotenóides para entendermos melhor como será sua cinética de distribuição aos

tecidos, e consequente passagem pela corrente sanguínea. Sendo assim,
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iniciamos nossos estudos in vivo verificando a biodisponibilidade de dois

importantes carotenóides, o l3-caroteno e o licopeno, após sua administração i.p.

Os dados obtidos para a biodisponibilidade do f3-caroteno (Fig. 4.33)

mostram um aumento na concentração deste carotenóide após 3 horas da injeção

i.p. em ratos. A máxima concentração plasmática se deu após 6 e 9 horas da

administração. Após 24 horas, a concentração plasmática do f3-caroteno teve uma

grande diminuição, provavelmente devido à sua distribuição aos órgãos do animal

(Glise e coL, 1998).

É interessante notar que, mesmo com os animais suplementados apenas

com o f3-caroteno, foi possível se detectar a presença do licopeno no sangue.

Este fato pode ser devido à concentração deste antioxidante e sua presença nos

farelos constituintes da dieta dos animais.

A análise da biodisponibilidade obtida para o licopeno (Figura: 4.33)

apresenta um perfil diferente da obtida para o f3-caroteno. Sua concentração

plasmática máxima é após 3 horas da injeção i.p., tendo sua concentração

diminuída durante o resto do período de análise. Sendo assim, o licopeno parece

ser mais rapidamente absorvido pelos tecidos.

Como já mencivnado, os carotenóides devem apresentar perfis distint05 de

absorção, distribuição, metabolismo e excreção As propriedades físicas definidas

pela estrutura parecem contribuir para a variação de sua distribuição específica

nas diversas classes de lipoproteínas já que, no plasma, os carotenóides são

transportados exclusivamente por elas (Krinsky e coL, 1958, Parker, 1996;

Clinton, 1998). Especula-se que carotenóides muito lipofílicos como o licopeno

são encontrados dentro da região hidrofóbica da lipoproteína, ao passo que

carotenóides que possuem grupos polares se estendem parcialmente sobre a

interface aquosa da superfície das Iipoproteínas (Clinton, 1998).

Experimentos de biodisponibilidade, embora apresentem resultados

simples, são muito importantes para estudos em que se procuram verificar o

efeito antioxidante dos carotenóides. Glise e col. (1998) já haviam feito estudos

semelhantes com o l3-caroteno em camundongos, verificando seu máximo de

absorção após 2 h. Vale ressaltar que ratos não são modelos exemplares de

estudos para carotenóides já que, a absorção destes compostos em ratos é

diferente da absorção em humanos (Lee e col., 1999). Um dos melhores modelos
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para estudos com o ~-caroteno são os furões, pois estes apresentam um

aumento na concentração de ~-caroteno de 17-22 vezes, após a suplementação

com este carotenóide. Este aumento é semelhante aos observados nos indivíduos

participantes das triagens humanas. Além disso, a arquitetura do pulmão, a

formação dos produtos de oxidação do ~-caroteno e os níveis de retinal, ácido

retinóico e do próprio ~-caroteno são semelhantes aos dos humanos (Wang e

col., 1991; Wang e col., 1999).

O estudo da biodisponibilidade de carotenóides em diferentes tipos de

alimentos, é certamente interessante. Gãrtner e col. (1997) verificaram que o

licopeno é mais biodisponível em pasta de tomate que em tomates frescos. Os

níveis do licopeno obtidos a partir de tomates frescos e pasta de tomates foram

0,282 e 0,360 nmol/ mL de plasma, respectivamente. Já, para o f3-caroteno os

níveis ficaram praticamente iguais, sendo 0,220 nmoll mL de plasma.

Numa comparação entre o nível plasmático de carotenóides como o ~­

caroteno e licopeno em indivíduos adultos, observou-se que em países como os

Estados Unidos o nível plasmático de ~-caroteno foi de 0,336 nmol/ mL de

plasma e do licopeno de 0,842 nmoll mL de plasma. O nível de Iicopeno é

extremamente alto comparado aos nível de países como Japão (0,465 nmol/mL) e

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

5.6 - Lesões em DNA de pulmões de ratos suplementados com ~-caroteno e

expostos à fumaça de cigarro

Os estudos epidemiológicos ATBC e CARET (Heinonem & Albanes,

1994; Omenn e col., 1996) mostraram uma tendência de aumento no nível de

câncer em pulmão de fumantes suplementados com ~-caroteno, após o

acompanhamento destes indivíduos por aproximadamente 6,5 e 5 anos,

respectivamente. Assim, na tentativa de investigar este mecanismo e após os

resultados indicativos de um efeito pró-oxidante do ~-caroteno que obtivemos em

nossos sistemas in vitra, realizamos experimentos in vivo, utilizando animais,
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suplementados com (3-caroteno e expostos à fumaça de cigarro por 7, 30 e 180

dias.

Os resultados obtidos nos estudos com ratos indicaram aumento nos níveis

do 1,N2-sdGuo nos animais suplementados por 7, 30 e 180 dias com (3-caroteno

quando comparados aos animais tratados apenas com veículo. Este resultado foi

supreendente, uma vez que, apesar das diversas evidências mostrando outras

funções fisiológicas dos carotenóides além da atividade pró-vitamina A e de

estudos indicando redução de risco de doenças, não existe até o momento provas

decisivas que indiquem recomendações dietárias ótimas ou toxicidade do (3­

caroteno. Apesar disso, nem nos tratamentos de longa-duração de pacientes com

protoporfiria eritrocítica que receberam altas doses de (3-caroteno (20-180 mg/dia)

(Mathews-Roth, 1993), nem no estudo com profissionais da saúde "Physician

Health Study" (25 mg/dia) (Hennekens e coL, 1996), nenhuma toxicidade foi

observada. Não existe até o momento nenhuma evidência que altas doses de

carotenóides de fontes naturais sejam perigosas; ao contrário, dietas ricas em

alimentos contendo carotenóides têm sido associadas com efeitos benéficos para

a saúde (van den Berg e col., 2000). Portanto, os dados obtidos com esse grupo

de estudo es~ão apontando uma lesão em DNA que, se não reparadr', pode levar

a efeitos deletérios. Os dados aqui apresentados indicam que mais estudos são

necessários para a compreensão dos efeitos fisiológicos do (3-caroteno e das

doses de ingestão segura deste carotenóide.

Com relação à exposição à fumaça de cigarro, os níveis do 1,N2-êdGuo

mostraram uma tendência de aumento aos 7 dias que foi revertida com 30 dias de

exposição, havendo novamente um aumento, agora significativo, após 180 dias

Estes dados podem estar indicando uma resposta adaptativa do organismo frente

ao agente agressor, induzindo enzimas antioxidantes e de reparo. Esta adaptação

já foi relatada por Lykkesfeldt e col. (2003), que observaram indução na atividade

da dehidroascorbato redutase, responsável pela reciclagem de ascorbato em

eritrócitos de fumantes in vivo. Estudos complementares, aumentando o tempo

de exposição e o número de animais, são necessários para melhor avaliação

desta resposta. Vale ressaltar que Chen e col. (2003) mostraram a excreção

urinária de 3,~-eteno-citosina em amostras de urina de fumantes. Neste caso, os

níveis 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 não invasivo para danos em DNA e estudos de prevenção de

câncer em fumantes (Chen e col., 2003).

Novamente, observamos um aumento nos níveis do eteno aduto no grupo

suplementado com ~-caroteno e exposto à fumaça de cigarro quando comparado

ao grupo exposto apenas à fumaça de cigarro nos tratamentos de 7 e 180 dias.

Entretanto, não observamos o efeito sinergístico da fumaça com o carotenóide,

uma vez que o grupo suplementado com ~-caroteno não apresentou diferença

significativa quando comparado ao grupo suplementado com ~-caroteno e

exposto à fumaça de cigarro, indicando que o aumento no nível do 1,N2-edGuo é

devido apenas à suplementação com o carotenóide. Não podemos, entretanto,

descartar a possibilidade deste aduto (1,N2-edGuo) ser instável frente à situações

altamente pró-oxidantes. De fato, dados obtidos por Martinez e col. (SBBq ­

2002) indicam que esta lesão é susceptível ao ataque do 102, levando à

recuperação da base original.

Para efeitos comparativos, avaliamos também os níveis de outra lesão, a

8-oxodGuo que vem sendo apontada como marcadora de estresse oxidativo

(Kasai e co!., 1992; Breen & Murphy, 1995; Spassky & Angelov, 1997; Helbock e

co!., 1999). Neste caso, os níveis de 8-oxodGuo estavam aumentados nos

animais suplementados com ~-caroteno por 7 dias, voltaram para níveis normais

após 30 dias e aumentaram significativamente após 180 dias de suplementação.

Ressaltamos que esses dados são similares aos obtidos para o eteno aduto, com

exceção da reversão no grupo tratado por 30 dias. Novamente, esses dados

podem estar indicando um efeito adaptativo com indução de enzimas de reparo.

Os grupos expostos a fumaça de cigarro apresentaram níveis menores

desta lesão após 7 dias (não significativo) e após 30 dias (significativo), mas não

foram observadas alterações após 180 dias. Novamente os dados podem estar

refletindo reparo, oxidação da 8-oxodGuo ou um efeito adaptativo (Wurzel e co!.,

1995). Neste último caso, os produtos de oxidação da 8-oxodGuo devem ser

monitorados para melhor compreensão dos mecanismos responsáveis por esta

diminuição (Burrows & Muller, 1998). Vale ressaltar que Arif e col. (2001) também

não verificaram aumento no nível de 8-oxodGuo em pulmão de animais expostos
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à fumaça de cigarro por 6 h por dia, em estudo realizado durante 1, 2, 4 e 12

semanas.

O grupo exposto à fumaça de cigarro e suplementado com l3-caroteno

quando comparado ao grupo apenas exposto à fumaça novamente apresentou

diminuição nos níveis de 8-oxodGuo, o que poderia, à primeira vista, estar

indicando um efeito protetor do carotenóide, como o descrito por Lee e coL,

(1998) que observaram uma diminuição do nível de 8-oxodGuo em fumantes

suplementados com antioxidantes (l3-caroteno e vitaminas C e E) por 4 semanas;

entretanto, considerando os resultados acima, a oxidação da 8-oxodGuo não

pode ser descartada. Após 180 dias, observamos aumento significativo da lesão.

Surpreendentemente, quando comparamos os grupos suplementado com 13­

caroteno com os grupos que foram exposto à fumaça de cigarro e suplementados

com o carotenóide, observamos nos 3 tratamentos uma diminuição significativa

nos níveis de 8-oxodGuo. Esses dados sugerem que a utilização de lesões

oxidativas como a 8-oxodGuo como marcadores de estresse oxidativo in vivo

deve ser criticamente observada, uma vez que mecanismos de reparo podem

estar constantemente atuando e a facilidade de oxidação desta lesão pode levar a

níve;s menores que não estão refletindo mecanismos de proteção, mas sim

excesso de agentes oxidantes.

Por outro lado, a literatura relata que a glutationa participa efetivamente

na proteção dos danos causados pela fumaça ao DNA e a proteínas (Park e coL,

1998; Muscat e coL, 2004), sendo já verificada a formação de modificações em

glutationa por fumaça de cigarro (Reddy e coL, 2002). Recentemente foi verificada

que a fase particulada da fumaça de cigarro aumenta o nivel de enzimas como

MnSOD (superóxido dismutase) (Stringer e col, 2004).

Diversos estudos in vivo fortalecem a hipótese de que o l3-caroteno em

algumas situações deve agir como agente pró-oxidante. Wang e coL (1999)

mostraram um aumento do nível pulmonar de l3-caroteno nos animais

suplementados e sua drástica redução naqueles expostos à fumaça de cigarro.

Este estudo também indica um aumento significativo de apo-carotenais no pulmão

dos animais expostos à fumaça, provavelmente devido a clivagem excêntrica do

(3-caroteno (Wang e co!., 1999). Em estudo mais recente, Liu e coL, (2003)

verificaram que a exposição à fumaça de cigarro e/ou a suplementação com
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doses farmacológicas de l3-caroteno (2,4 mg/kg.dia, equivalente a 30 mg/dia em

adutos de 60-70 Kg) levaram a indução do nível de enzimas do citocromo P450

CYP1A1 e CYP1A2 em tecidos pulmonares de furões. Esses dados sugerem que

baixos níveis de ácido retinóico no pulmão de animais expostos à fumaça de

cigarro e/ou l3-caroteno pode ter causado um aumento no catabolismo do ácido

retinóico, que é um modulador da proliferação celular e diferenciação em células

epiteliais de pulmão, pela indução de enzimas do citocromo P450. Os dados

sugerem um dos possíveis mecanismos de aumento da carcinogênese pulmonar

observado em fumantes suplementados com l3-caroteno (Liu e coL, 2003). Em

estudos anteriores, este grupo já havia verificado que a exposição à fumaça de

cigarro, doses farmacológicas de l3-caroteno e a combinação de ambos

diminuíram a concentração de ácido retinóico em pulmão de furões e também

levaram a uma diminuição da sinalização por retinóides, aumentando assim, a

proliferação celular (Wang e col., 1999; Liu e coL, 2000), em doses maiores, o 13­

caroteno combinado à exposição à fumaça diminuiu ainda mais o nível de ácido

retinóico (Wolf, 2002).

Baker e coL (1999) verificaram que o l3-caroteno pode reagir com

oxidantes da fumaça de cigarro e que, na presença deste carotenóide, o

condensado da fumaça pode agir significativamente como um agente de

transformação celular em tratamentos agudos e crônicos (Perocco e col, 1999). O

aumento da atividade de transformação celular pode ser devido a ativação do 13­

caroteno pelo aparato do citocromo P450 (Perocco e caL, 1999; Paolini e col.,

2001). O esquema 5.2 (Palozza, 1998) ilustra uma possível rota de ação do 13­

caroteno como agente pró-carcinogênico quando em altas doses, o que explicaria

a maior incidência de câncer pulmonar em indivíduos fumantes.
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Esquema. 5.2: Possível mecanismo pelo qual a alta concentração do p-caroteno pode

levar ao risco de câncer de pulmão em fumantes (Palozza, 1998).

A literatura relata ainda que o DNA de tecidos de fumantes apresenta um

aumento das lesões em DNA, medidas também pela excreção urinária da 8­

hidroxidesoxiguanosina (8-0HdGuo). A medida de 8-0HdGuo urinária tem sido

apontada como um biomarcador sensível, no caso de fumantes e motoristas de

táxi (Chuang e coL, 2003).

Foi verificado também que em esperma de fumantes há elevada

freqüência de quebras em DNA, adutos, danos oxidativos, assim como em recém

nascidos, filhos de mães fumantes (Demarini, 2004).

Nossos dados tanto do nível de 8-oxodGuo quanto do nível de 1,N2
_

sdGuo indicaram que o l3-caroteno in vivo induz o aumento de duas lesões

comprovadamente mutagênicas nos animais suplementados com este

carotenóide. Novamente, ressaltamos que o 4-oxo-2-pentenal foi detectado como

um dos produtos de degradação do [3-caroteno (Padula e coL, 1999). Este

composto tem reatividade similar à do 4-oxo-2-nonenal, reconhecido como capaz

de levar à produção de eteno adutos com dAdo, dGuo e dCyd (Lee e coL, 2000).
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Hurst e cal. (2004) demonstraram que o l3-caroteno e o licopeno são altamente

oxidadosJ'f1a presença de fumaça de cigarro, assim a formação dos produtos de

oxidação aumentam o número de compostos químicos passíveis de reação com

bases do DNA e, conseqüentemente, a formação de lesões como as aqui

estudadas.

Novamente, esses dados juntamente com os demais estudos realizados

podem auxiliar na compreensão de resultados dos estudos epidemiológicos

(ATBC e CARET) nos quais foi observada uma tendência de aumento de câncer

de pulmão em indivíduos fumantes suplementados com l3-caroteno. Entretanto, é

importante ressaltar que segundo dados publicados recentemente (Mannisto e

cal., 2004), o l3-caroteno presente em níveis normais na dieta não levou a nenhum

aumento no índice de câncer, ao passo que a l3-criptoxantina mostrou uma

pequena diminuição no risco de câncer pulmonar. Sendo assim, apesar do cigarro

ser um fator fortemente indutor do risco de câncer pulmonar, a ingestão de

alimentos ricos em l3-criptoxantina, como frutas cítricas, pode diminuir o risco

mesmo que de maneira bem modesta (Mannisto e cal. 2004).
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5.7 - Comunicação intercelular via junções comunicantes induzida por

produtos de oxidação do (3-caroteno e da zeaxantina

Carotenóides participam de mecanismos básicos de proliferação celular,

sinalizadores de fatores de crescimento, comunicação intercelular via junções

comunicantes, ativação da expressão gênica, além de produzirem alterações na

expressão de muitas proteínas participantes destes processos como por exemplo,

conexinas, ciclinas. A alteração na expressão de proteínas sugere que os

carotenóides ou seus derivados podem ativar receptores nucleares além dos

receptores de ácido retinóico (Sharoni e col. 2004).

A comunicação intercelular via junções comunicantes (GJC) é estimulada

pela regulação da expressão da conexina 43. A comunicação intercelular via

junções comunicantes está envolvida no controle de crescimento de células pré­

carcinogênicas e um aumento nesta comunicação está correlacionada com uma

inibição do crescimento. Os mecanismos biológicos responsáveis pelo controle da

comunicação intercelular via junções comunicantes pelos carotenóides ainda não

foram totalmente elucidados, entretanto seL<S metabólitos como carotenóides e

retinóides devem ser responsáveis por pelo menos uma parte deste efeito (Stahl e

col.,2000).

Nossos experimentos também incluíram o estudo do efeito do (3-caroteno

e da zeaxantina, assim como de seus produtos de oxidação na comunicação

intercelular via junções comunicantes. Neles, verificamos que os produtos

oxidados tanto da zeaxantina (1,8 I-lM) quanto do (3-caroteno (1,8 I-lM) levaram a

uma indução nas comunicação intercelular comparados aos obtidos pelo controle

positivo, ácido retinóico. Já, em concentrações superiores, (18 I-lM) foi observada

uma diminuição no número de células comunicantes, o que pode estar

relacionado com a diminuição da viabilidade das células nestas concentrações. Os

resultados indicam que os produtos da oxidação destes carotenóides, quando em

baixa concentração, levam a um efeito benéfico para as células, o que não

acontece quando em altas concentrações. O (3-apo-8'-carotenal também

aumentou o número de células comunicantes na concentração utlizada.
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Comparando-se os carotenóides /3-caroteno e zeaxantina com seus

produtos de oxidação (figuras 4.42 e 4.43), verificamos que tanto os carotenóides

oxidados quanto os carotenóides de origem apresentaram efeitos semelhantes de

indução no número de células comunicantes comparadas ao controle tanto no

tratamento por 24 h quanto por 72 h. O aumento do número de células

comunicantes nos tratamentos com os produtos oxidados da zeaxantina e do /3­

caroteno estão ilustrados nas figuras 4.44 e 4.45..

Outros carotenóides oxidados como cantaxantina também levam a um

aumento na comunicação celular (Hanusch e coL, 1995). Destacamos que o

licopeno e seus produtos de oxidação também levaram a um aumento na

comunicação intercelular, em estudos semelhantes (Livny e coL, 2002; Aust e col.,

2003).

Recentemente, foi verificado em cultura celular de células carcinogênicas

(1 OT1 /2) que tanto retinóides como carotenóides constituintes da dieta inibiram

reversivelmente transformações neoplásticas na fase de pós-iniciação da

carcinogênese. Esta atividade se correlaciona fortemente com sua habilidade de

aumentar a comunicação intercelular via junções comunicantes pela regulação da

expressão do gene CX43 (Conexina 43). As conexinas fazem parte da unidade

estrutural das junções comunicantes, organelas que permitem a transferência

direta de sinais, nutrientes e de resíduos de produtos entre as células em contato.

O gene CX 43 é o membro de maior expressão da família dos genes das junções

comunicantes; foi demonstrado sua que falta de expressão é altamente

correlacionada a muitas condições pré-malignas e casos de câncer em seres

humanos (Bertram, 2004).

Nossos estudos de análise de lesões em DNA e também da comunicação

intercelular via junções comunicantes, mostraram dois possíveis efeitos do /3­

caroteno e de seus derivados: efeito pró-oxidante e protetor. Se por um lado o /3­

caroteno e alguns de seus produtos de oxidação levam a um aumento no nível

das lesões de DNA aqui estudadas, também foi verificado um efeito protetor

mostrado nos resultados de comunicação intercelular via junções comunicantes,

mostrando que a capacidade dos carotenóides em atuar em diversos tipos de

sistemas biológicos é muito ampla.
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No contexto de saúde pública, ao mesmo tempo que os benefícios de

uma dieta rica em frutas e vegetais deve continuar a ser enfatizada, o caso do 13­

caroteno mostra um exemplo de advertência para a necessidade de se considerar

possíveis efeitos de suplementos isolados da dieta antes de triagens clínicas em

massa serem iniciadas. Isto é realmente importante em indivíduos expostos à

agentes mutagênicos e carcinogênicos presentes no meio ambiente, como os

encontrados na fumaça de cigarro e em componentes industriais. Além disso,

antes das triagens clínicas serem iniciadas, uma rigorosa caracterização

toxicológica dos agentes preventivos devem ser realizadas, usando modelos tanto

in vitro quanto in vivo (Paolini e col., 2003).
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6 - CONCLUSÕES

Diversos estudos in vitro e in vivo sugerem um efeito protetor do ~­

caroteno contra câncer. Entretanto, estudos epidemiológicos mostram um

aumento na incidência de câncer pulmonar em indivíduos fumantes

suplementados com ~-caroteno (Heinonem & Albanes, 1994; Omenn e col, 1996a,

b). Sabe-se que este carotenóide pode sofrer oxidação levando à formação de

compostos como aldeídos, entre outros (Handelman, e coL, 1991; Padula e coL,

1999); estes, por sua vez são capazes de ligarem-se ao DNA, formando adutos

(revisado por Loureiro e coL, 2002a). Estudos in vitro e in vivo mostram a

possibilidade dos metabólitos do ~-caroteno agirem como agentes pró­

carcinogênicos (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 número

apreciável de agentes mutagênicos e carcinogênicos, vem aumentando o

interesse nestes compostos como biomarcadores de exposição ao risco de

câncer associado a uma série de fatores como estresse oxidativo, processos

inflamatórios e infecciosos.

No presente trabalho, identificamos, caracterizamos e quantificamos a

formação do aduto 1,/f-EdGuo como produto da reação da 2'-desoxiguanosina

(dGuo) e em DNA com 13-caroteno e dois de seus produtos de oxidação: retinal e

~-apo-8'-carotenaL Para fins comparativos, também foram quantificados os níveis

de outra lesão, que vem sendo utilizada como marcador de oxidação em DNA, a

8-oxodGuo. O aumento de ambas as lesões nos tratamentos com os carotenóides

foi verificado.

Para permitir a quantificação de níveis de eteno aduto in vivo, foi

desenvolvido método ultra-sensível baseado em LC/ESI/MS-MS, que permitiu a

quantificação da lesão em DNA na ordem de fentomols.

Estudos com células de pulmão em cultura tratadas com o ~-caroteno e

seus produtos de oxidação também mostraram aumentos nas duas lesões.

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

foram quantificados os níveis de 1,N2 -EdGuo e de 8-oxodGuo em DNA de pulmão
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de ratos expostos à fumaça de cigarro e suplementados com /3-caroteno por 7, 30

e 180 dias. Os níveis de 1,ri -sdGuo mostraram-se elevados nos grupos

suplementados com /3-caroteno comparados ao grupo veículo e também nos

grupos suplementados com l3-caroteno e expostos à fumaça quando comparados

aos grupos apenas expostos à fumaça. Entretanto, não observamos efeito de

aumento sinergístico nos níveis de adutos nos animais suplementados com /3­

caroteno e expostos à fumaça 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 conclusões definitivas.

Considerando que fumantes provavelmente apresentam níveis mais

elevados de produtos de oxidação do /3-caroteno que não fumantes (Salgo e co!.,

1999), e que os adutos 1,N2 -sdGuo e 8-oxodGuo são comprovadamente

mutagênicos (Moller & Wallin, 1998; Langouet e col., 1997; Langouet e co!., 1998),

os resultados aqui in vitro apresentados, sugerem que essas duas lesões em DNA

podem estar envolvidas no mecanismo de carcinogênese em indivíduos

suplementados com altas doses de l3-caroteno e expostos à oxidantes.

Nossos estudos também mostraram que os produtos de oxidação do /3­

caroteno são capazes de levar ao aumento da comunicação intercelular via

junções comunicantes. Estes dados juntamente com nossos dados que

demonstram um aumento na formação de lesões mutagênicas no DNA por esta

classe de composto, demonstram que a capacidade dos carotenóides em atuar

em sistemas biológicos diferentes é muito ampla.

O esquema a seguir (esquema 6.1) ilustra um possível mecanismo de

ação do /3-caroteno verificado em nossos estudos.
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DNA
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Adutos de DNA
(l,AF-'CdGuo / 8-oxodGuo)

..······...
Mutagênese

...
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Esquema 6.1: Possíveis consequências da formação de adutos de DNA frente a

exposição de ~-caroteno.
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