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Resumo

RESUMO

Vários adutos resultantes da reação de aldeídos tx,ft-insaturados, ou de seus

epóxidos, com bases do DNA têm sido caracterizados nos últimos anos. Esses adutos

podem levar à incorporação errada de bases durante a replicação ou a transcrição,

resultando, se não reparados, em mutações que podem contribuir para a carcinogênese. O

trans,trans-2,4-decadienal (DDE) é um dos aldeídos maIS citotóxicos gerados

endogenamente a partir da peroxidação lipídica. Verificamos que este aldeído afeta a

viabilidade e altera o nível de glutationa de células CVI-P, além de induzir fragmentação do

DNA e formação de diferentes produtos com o mesmo. Além da sua formação endógena,

DDE é também encontrado em alguns alimentos, contribuindo para o aroma dos mesmos.

Neste trabalho detectamos e isolamos 6 produtos [onnados a partir da reação de

DDE com 2'-desoxiguanosina (dG), sendo que fizemos a caracterização química completa

de 3 desses produtos. Através desses estudos mostramos que um deles é o aduto 1,N2-eteno

2' -desoxiguanosina (1 ,N2-EdGuo), também formado a partir da reação de dG com

compostos carcinogênicos conhecidos, como o cloreto de vinila. Os outros dois produtos

são dois diastereoisômeros correspondentes a l.}i-EdGuo com uma cadeia lateral

substituinte. São produtos inéditos descritos pela primeira vez neste nosso trabalho. A

detecção e caracterização desses produtos, assim como os mecanismos de formação

propostos, podem contribuir para um melhor entendimento da genotoxicidade associada à

peroxidação lipídica.

Em paralelo desenvolvemos uma técnica muito sensível baseada em LC/ESIIMS

MS para detecção desses adutos em sistemas biológicos. A detecção dos adutos

caracterizados em DNA incubado com DDE in vitro e em DNA de células expostas ao

aldeído aponta para a importância biológica desses compostos.

Existe um crescente interesse no uso de adutos exocíclicos de DNA como

marcadores de exposição a diversos carcinágenos ambientais e também a processos

endógenos envolvendo a peroxidação lipídica. O mecanismo de formação e a estrutura

química desses adutos são importantes para revelar as características estruturais que

influenciam a alquilação do DNA por aldeídos insaturados e para que se possa estimar o

papel desses aldeídos na carcinogênese. A fOlmação dos adutos por produtos da peroxidação
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lipídica sugere a necessidade de estudos epidemiológicos para avaliar riscos de exposição

ambiental, via alimentação ou mesmo via fatores indutores de lipoperoxidação. Os

resultados aqui obtidos podem contribuir para o estabelecimento de relações entre estrutura

química e função e para a avaliação do possível papel dessas lesões na toxicidade associada

à exposição a essa classe de compostos.



Abstract

ABSTRACT

A number of ring-extended DNA adducts resulting from the reaction of a,j3

unsaturated aldehydes, or their epoxídes, with DNA bases have been characterized in recent

years. These adducts may lead to miscoding during DNA replication ar transcription,

resulting, if not repaired, in mutations that can contribute to cancer development.

trans,trans-2,4-Decadienal (DDE) is one of the highly cytotoxic aldehydes endogenously

formed from lipid peroxidation. Besides its endogenous fonnation, DDE is also present in

foods, contributing to their aroma.

Here we report that DDE affeets CVI-P eeUs viability, changes the cellular

glutathione leveI, and induces DNA fragmentation. Moreover, DDE reacts with cellular

DNA yielding several products.

To evaluate its DNA damaging potential, we have investigated the reaction of

DDE with 2'-deoxyguanosíne (dG) in the presence of peroxides. Six main adducts were

isolated by reverse-phase HPLC. After extensive spectroseopic analysis, three of them were

characterized. Adduet AI, 3-(2-deoxy-j3-D-erythro-pentafuranosy1)-5,9-dihydro-9H

imidazo[2,1-I]purin-9-hydroxy, is a tautomer of 1N 2-etheno-2' -deoxyguanosine, a well

known reaction product of epoxy aldehydes with dG. Two new diasteroisomeric products,

A2-1 and A2-2, 1-{[3-(2'-deoxy-,B-D-erythro-pentafuranosyl)-5,9-dihydro-9H-imidazo[2,1

i]purin-9-hydroxy]-7-yl}-2-one-3-octanol, were isolated and characterized on the basis of

their spectroscopic features as 1,N2-etheno adducts possessing a carbon side chain with a

carbonyl and a hydroxyl group. One possible reactíon mechanism for the fonnation of

adducts A2 involves DDE double epoxidation and hydrolysís ofthe C4 epoxy group prior to

nucleaphilic additian af the exocyclic amino group af dG to Cl of the aldehyde, followed

by cyclization via nucleophilic attack on the C2 epoxy group by N-l and elimination of

H20.

This study also reports the detection and quantification of adducts AI and A2 in

calf thymus DNA and in CVI-P cells DNA afier treatment with DDE using a liquid

chromatography/electrospray ionization tandem mass speetrometry (LCfESIIMS-MS)

technique. This method provided high specificity, reproducibility, and sensitivity.

================================"""" xv
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Increasing interest in etheno adducts as possible markers of cancer risk

associated with dietary fat intake, oxidative stress, chronic inflammatory/infectious

processes, and protective dietary antioxidants has spurred the chemical characterization of a

variety of them in serving as standards for in vivo occurrence research. When the

importance ofDDE as a compound present in foods and as a product oflipid peroxidation is

considered, the results presented herein should contribute to a better understanding of the

chemical structures of adducts resulting from the reaction of aldehydes with nucleic acid

bases, a necessary step to assess the genotoxic risks associated with this class of

compounds.

XVI





Introdução

1. Introdução

o aparecimento do oxigênio molecular (02) em quantidades significativas na

atmosfera terrestre há cerca de 2,5 bilhões de anos, como resultado da evolução dos

organismos fotossintetizantes, foi muito importante para o início da expansão da vida em

nosso planeta. A sobrevivência e evolução de organismos na superficie da água e no solo foi

possível graças à filtração da radiação ultravioleta do sol pelas moléculas de O2 e pela

camada de ozônio (03), que se desenvolveu na estratosfera após o aumento da concentração

de O2 na atmosfera (O + O2 ~ 0 3), Entretanto, ao mesmo tempo, esse aumento na

concentração de O2 deve ter exercido um grande estresse sobre os organismos presentes

(Meneghini, 1987).

Como a atmosfera terrestre era inicialmente pobre em O2, os pnmelros

organismos vivos eram essencialmente anaeróbicos. Microorganismos anaeróbicos ainda

sobrevivem nos dias de hoje, mas seu crescimento é inibido e eles freqüentemente morrem

quando são expostos a 21 % de O2, o nível atual de O2 na atmosfera (pressão parcial de 159

mmHg ao nível do mar). Assim, à medida em que a concentração de O2 na atmosfera foi

aumentando, muitos organismos primitivos devem ter morrido. Os que sobreviveram devem

ter seguido uma de duas linhas evolutivas: ou se restringiram a ambientes nos quais o O2

não pudesse penetrar e, provavelmente, originaram os organismos anaeróbicos que

conhecemos hoje; ou desenvolveram sistemas antioxidantes para se protegerem contra os

efeitos danosos do O2 . Os que seguiram esta última linha passaram a tolerar a presença de

O2 e a usá-lo para transformações metabólicas (através de enzimas dos tipos oxidase,

oxigenase e hidroxilase, por exemplo) e para produção eficiente de energia (através da

transferência de elétrons das moléculas orgânicas para o O2). Tal evolução possibilitou o

desenvolvimento de organismos multicelulares complexos, os quais passaram a contar com

sistemas que permitiam a distribuição controlada de O2 para todas as células, evitando assim

que as mesmas ficassem expostas a altas concentrações de O2 : por exemplo, a tensão de O2

no sangue venoso humano varia em tomo de 40 mmHg (53 /lmolJdm3
) e no interior das

células humanas varia de I a 10 mrnHg (Hall iwell e Gutteridge, 1999).

Os efeitos tóxicos sofridos pelos organismos anaeróbicos após exposição ao O2

são o resultado das oxidações de componentes celulares essenciais, tais como tióis,
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cofatores enzimáticos, proteínas, nucleotídeos, ácidos nuc1eicos, lipídios e carboidratos. A

oxidação de substratos provoca, simultaneamente, a redução do O2 para espécies reativas de

oxigênio (radicais livres e espécies nâo radicalares), as quais contribuem paTa a

multiplicação dos danos aos componentes celulares. A evolução dos organismos

anaeróbicos para os aeróbicos só foi possível graças ao desenvolvimento de mecanismos

protetores contra esses efeitos tóxicos do O2 (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Atualmente sabe-se que o oxigênio é essencial para muitos processos metabólicos

indispensáveis a todas as formas de vida aeróbica (procariontes, protistas, plantas, fungos e

animais) (Ahmad, 1995). Entretanto, mesmo com a existência de mecanismos protetores, uma

conseqüência normal da vida aeróbica é a ocorrência de danos estruturais em uma grande

variedade de compostos orgânicos (DNA, proteínas, carboidratos e lipídios) como resultado de

reações oxidativas desencadeadas pelas espécies reativas de oxigênio (Sies, 1986; Halliwell,

1996; Hal1iwell, 1999). Além da formação endógena das espécies reativas de oxigênio, uma

grande quantidade de fatores ambientais, incluindo resíduos industriais e de mineração,

pesticidas, fumaça de cigarro, solventes orgânicos, drogas terapêuticas, radiação eletromagnética

(raios x, raios y, ultravioleta), radiação particulada (elétrons, prótons, nêutrons, dêuterons,

partículas a e 13) e hidrocarbonetos aromáticos, contribuem para o aparecimento de espécies

prooxidantes que levam a um aumento do estresse oxidatívo endógeno (Freeman e erapo, 1982;

Sies, 1986; AJunad, 1995). Quando os mecanismos de defesa antioxidantes passam a ser
/

insuficientes para reduzir os danos oxidativos provocados pelas espécies prooxidantes, surge a

possibilidade de desenvolvimento de alguns processos biológicos, tais como o envelhecimento, a

cataratogênese, a aterosclerose, a doença de Parkinson, doenças inflamatórias e a carcinogênese

(Halliwell, 1987; Spector, 1995; Becker, 1999; Chiso]m e Steinberg, 2000; Halliwell, 2000).

1.1. Espécies Reativas de Oxigênio: presença natura/nos organismos aeróbicos

1.1.1. Destinos do O2 nos organismos aeróbicos

Cerca de 85 a 90% do O2 capturado pelos animais é utilizado para síntese de

ATP na cadeia de transporte de elétrons presente na membrana interna das mitocôndrias. A

etapa da cadeia em que há utilização de O2 é a catalisada pela enzima citocromo oxidase .

.!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2
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Tal enzima atua removendo um elétron de cada uma de quatro moléculas de citocromo c

reduzidas (Fe2+-heme),oxidando-as para a forma Fe3+-heme.Os quatro elétrons são, então,

transferidos em etapas para o O2, uma vez que é quimicamente impossível fazer essa

transferênciade uma só vez.A reaçãogeralé O2+ 4H++ 4e----+ 2H2O.

"

(,

(

(

A enzima citocromo oxidase é um sistema bastante complexo. Uma vez que as

espécies resultantes da redução parcial do O2 (espécies reativas de oxigênio) induzem danos

(
~

em várias biomoléculas, é muito importante que a citocromo oxidase as mantenha ligadas de

forma segura aos seus sítios ativos até que elas sejam completamente reduzidas para água.

Para isso, esta enzima contém tanto ferro heme como íons cobre, os quais exercem papel

importante na redução do O2 e na ligação segura das espécies reativas intermediárias. Uma

,
I

outra característica importante da citocromo oxidase de mamíferos é que ela possui alta

afinidade pelo O2, funcionando bem mesmo quando a pressão parcial de O2 é inferior a 1

mmHg. Assim, as células aeróbicas não precisam ficar expostas a altas concentrações de O2

para funcionarem corretamente, o que não deixa de ser um mecanismo de' defesa

antioxidante (Malmstrom, 1998).

Os outros 10 a 15% do O2 capturado pelos organismos aeróbicos são utilizados

por várias enzimas dos tipos oxidase e oxigenase e também em reações de oxidação química

direta ou catalisada por metais de, transição (por exemplo, ferro ou cobre) (Doss e col.,

2000; Pierre, 2000; Carr e col., 2000; Jones e col., 2000).

As oxidases são enzimas que catalisam oxidações nas quais o oxigênio molecular

é o aceptor de elétrons, mas os átomos de oxigênio não aparecem no produto oxidado.

Alguns exemplos são a enzima D-aminoácido oxidase, que usa O2 para oxidar D-

aminoácidos, a flavoproteína desidrogenase que cria uma ligação dupla no acila graxo-CoA

durante a oxidação de ácidos graxos nos peroxissomos, e a xantina oxidase, uma

flavoenzima que contém um átomo de molibdênio e quatro centros ferro-enxofre e transfere

elétrons para o O2durante a oxidação de hipoxantina e xantina para ácido úrico.

As oxigenases catalisam reações oxidativas nas quais os átomos de oxigênio são

diretamente incorporados na molécula substrato, formando um novo grupo hidroxila ou

carboxila, por exemplo. As dioxigenases catalisam reações nas quais os dois átomos de

oxigênio (02) são incorporados na molécula substrato. Monooxigenases, as quais são mais

abundantes e mais complexas na sua ação, catalisam reações nas quais apenas um dos dois

átomos de oxigênio é incorporado no substrato orgânico. O outro é reduzido para H20 por
3
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um co-substrato, que pode ser FMNH2, FAOH2, NADH, NADPH ou tetra-hidrobiopterina,

entre outros. Como a maioria das monooxigenases catalisam reações nas quais o substrato

principal se toma hidroxilado, elas são também chamadas hidroxilases. Algumas vezes são

também chamadas oxidases de função mista ou oxigenases de função mista. AI guns

exemplos são as enzimas prolina hidroxilase e [isina hidroxilase que usam O2 para

adicionarem grupos hidroxila (-OH) aos aminoácidos prolina e lisina durante a síntese de

colágeno, e a enzima tirosina hidroxilase que utiliza O2 para adicionar um grupo -OH ao

aminoácido tirosina no inicio da síntese dos hormônios epinefrina (adrenalina) e

norepinefrina (noradrenalina).

Usualmente, o retículo endoplasmático liso de muitos tecidos de ammalS e

vegetais contém citocromos conhecidos coletivamente como citocromos P450 (Goeptar e

col., 1995). Eles são proteínas heme que contêm uma única cadeia polípeptídica na qual

quatro ligantes para o ferro são fornecidos pelo grupo heme, o quinto ligaote é o ânion

tiolato (S -) de um resíduo de cisteína e, na proteína latente, o sexto ligante é a água. Foram

descritos mais que 150 genes para codificação da superfamília P450. O nome P450 deriva

do fato de as fonnas reduzidas desses citocrornos ligarem monóxido de carbono produzi!,ldo
EhD.'~(~

um complexo que absorve luz fortemente a 450 om. Eles catalisam reações de hidroxilílção
(fM'~

nas quais um substrato orgânico RH é hidroxilado para R-OH às custas de um átomo da

molécula de oxigênio. O outro átomo de oxigênio é reduzido para H20 por NADH ou

NADPH (figura 1.1).
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Figura 1.1: Mecanismo para hidroxilação de substratos por citocromo P450 no retículo

endoplasmático de figado (esquema modificado de Halliwell e Gutteridge, 1999).

I
\.

( Nas células hepáticas o retículo endoplasmático é especialmente rICO em

citocromos P450 (CYP), os quais metabolizam uma série de substâncias químicas. Algumas

substâncias podem levar a um aumento da síntese de uma ou mais formas de citocromo

,\ P450, como é o caso da indução de CYP2B I e CYP2B2 pelo barbiturato fenobarbital, cuja

hidroxilação aumenta a sua solubilidade e facilita a sua excreção do organismo. Também o\.

\.
etanolleva a um aumento da síntese de uma forma específica de citocromo P450, CYP2El

ou citocromo P450 induzível por etanol, o que aumenta a capacidade de as frações

microssomais do figado oxidarem essa substância. CYP2E 1 também oxida outros álcoois,

\.

(

(

(

acetona e alguns outros solventes orgânicos, como benzeno, clorofórmio e tetracloreto de

carbono (McGregor e Lang, 1996; Shimada e col., 1996; Zangar e col., 2000; Powley e

Carlson, 2000; Novak e Woodcroft, 2000). Outros substratos para os citocromos P450

incluem inseticidas, hidrocarbonetos tais como benzo[a]pireno e tolueno, drogas tais como
5
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fenacetina, anfetamina e paracetamol (Goeptar e col., 1995), haletos de vinila, carbamato de

etila (uretano) (Guengerich e col., 1991;Bartsch e col., 1994) e aldeídos a;P.insaturados, tal

\

como trans-4-hidroxi-2-nonenal (Kuo e col., 1997). Algumas substâncias exercem seus

efeitos tóxicos após sofrerem metabolização por citocromo P450, como ocorre com etanol

'--

'--

(Iimuro e col., 1996), benzo[a]pireno (Abemath, 1971), paracetamol (Moore e col., 1985),

clorofórmio (Pohl, 1979; Brent e Rumack, 1993), tetracloreto de carbono (Brent e Rumack,

1993; McGregor e Lang, 1996), cloreto de vinila e carbamato de etila (Guengerich, 1991),

por exemplo. A exposição a esses xenobióticos na presença de indutores de síntese de

',,-

"-

"
\.

citocromos P450 pode ser muito prejudicial. 41'

I<

( 1.1.2. Causas da toxicidade do O2: radicais livres e outras espécies reativas

(
No final do século XIX já eram conhecidos os efeitos tóxicos desencadeados por

altas concentrações de O2 ao tecido pulmonar, incluindo edema, depósitos de fibrina,

(

(

congestão, inflamação e hemorragia (Lorrain-Smith, 1899). Estudos realizados durante a

primeira metade do século XX (revisados por Haugaard, 1968) sugeriram que esses efeitos

\.

'-

l

(

tóxicos poderiam ser conseqüência da inibição de enzimas celulares por O2. Entretanto,

apesar das várias demonstrações de inativação direta de enzimas por O2 in vitro, havia

relutância em atribuir a causa da toxicidade do O2 em animais a tais efeitos diretos no

\..

\..

metabolismo. Tal inativação ocorria muito lentamente e em extensão muito limitada para ser

a causa do rápido início dos danos pulmonares observados (Haugaard, 1968).

\..

A importância dos radicais de oxigênio na indução de danos aos tecidos

biológicos foi avaliada no campo da radiobiologia por muitos anos (Dainton, 1951;

Rajewsky, 1952; Gray, 1953; Graye col., 1953), sendo bem caracterizado e quantificado o

efeito do O2na irradiação de células (Alper e Howard-Flanders, 1956). Na presença de O2,a

(

\.

(

(

"
dose de raios X necessária para matar as células era cerca de um terço da dose necessária

para produzir o mesmo efeito sob condições anóxicas (Alper e Howard-Flanders, 1956;

Dewey, 1960). Em 1954, quando eram feitas especulações a respeito do papel dos radicais

de oxigênio nos danos radiobiológicos, Rebecca Gershman e seus colaboradores

\..

',-

'- propuseram que o O2 e os raios X podiam estar danificando as células através de um

mecanismo comum: a produção de radicais de oxigênio (Gerschman e col., 1954).

6



Introdução

Em 1969, McCord e Fridovich mostraram a existência de uma enZIma que

catalisa especificamente a remoção do radical superóxido (02--): a superóxido dismutase

(SOD) (McCord e Fridovich, 1969). A partir dessa descoberta, os radicais de oxigênio, tais

como 0/- e hidroxila (HO-), e outras espécies reativas, tais como o peróxido de hidrogênio

(H20 2) e peróxidos lipídicos, passaram a ser considerados agentes importantes que levam a

danos celulares em muitas condições patofisiológicas, incluindo a injúria causada por

reperfusão após um período de isquemia, câncer, a ação de algumas drogas anti-tumorais,

inflamação, a doença de Parkinson, catarata, a aterosclerose e o envelhecimento, além dos

danos provocados por radiação e hiperóxia (Síes, 1986; Halliwell, 1987; Jamieson, 1989;

Halliwell e Gutteridge, 1999). É importante mencionar, no entanto, que não poderíamos

sobreviver sem a produção endógena das espécies reativas de oxigênio. Um exemplo do seu

papel benéfico encontra-se nos pacientes que sofrem de granulomatose crônica. Nesses

indivíduos os fagócitos são incapazes de produzir espécies reativas de oxigênio, embora

sejam aptos a fazer fagocitose. Conseqüentemente, surgem processos inflamatórios

agravados, de dificil controle, mostrando que essas espécies são importantes para o combate

aos microorganismos invasores (Kume e Dinauer, 2000).

1.1.3. Algumas considerações químicas sobre as espécies reativas de oxigênio

Um radical livre é qualquer espécie capaz de existência independente que contém

um ou mais elétrons desempareJhados. Tal característica faz com que algumas dessas

espécies sejam altamente reativas. As espécies reativas de oxigênio incluem todos os

radicais do oxigênio e as espécies não radicalares, tais como peróxido de hidrogênio (H20 2),

oxigênio singlete (I Ó.g02), ozônio (03), ácido hipocloroso (HOCl) e peroxinitrito (ONOO-),

que são mais reativas que a molécula de oxigênio no estado fundamental (Augusto e co1.,

1995).

A molécula de oxigênio no estado fundamental e~g02) possui dois elétrons

desemparelhados (com spins paralelos) em dois orbitais antiligantes rc* diferentes, sendo

portanto um radical livre (figura 1.2). Por possuir dois elétrons desemparelhados com spins

paralelos, a molécula de oxigênio só poderia receber um par de elétrons, a partir da oxidação

de um outro átomo ou molécula, se esses elétrons possuíssem spins antiparalelos aos do O2,



Introdução

de modo a preencherem os orbitais n*. Entretanto, um par de elétrons em um orbital

atômico ou molecular não atende a esse critério, uma vez que eles têm spins opostos, de

acordo com o princípio de Pauli. Tal fato impõe uma restrição à transferência de elétrons,

fazendo com que o oxigênio receba um elétron de cada vez e seja um fraco oxidante,

reagindo lentamente com espécies não-radicalares (Meneghini, 1987). A toxicidade do O2 é

resu ltante, portanto, não da sua própria reatividade, a qual é baixa em condições

fisiológicas, mas da sua ativação metabólica in situo

A ativação do oxigênio ocorre através de reações que podem ser divididas em

dois grupos: reações de transferência de energia e reações de transferência de elétrons

(Cadenas, ]995).

O'*2p O O O O O
1t*2p CD CD ® O ® CO ® CID CD CD
n: 2p CID CID CID CID ® CID CID CID CID ®
O' 2p CID CID CID ® CID
cr*2s CID CID ® CID ®
O' 2s ® CID CID CID ®
O'*1s CID CID CID CID CID
O' 1s ® ® ® ® ®

3L:g02 oxigênio singlete O
2
'- 022- oxigênio singlete

(If..g00 e~g+O~

Figura 1.2: Distribuição eletrônica na molécula de oxigênio (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Ativação do oxigênio por transferência de energia

Fonnas reativas do oxigênio, conhecidas como oxigênio singlete, podem ser

geradas via absorção de energia pelo oxigênio molecular. O oxigênio singlete existe em dois

estados: o estado l.6.g02, no qual os dois elétrons passam a ocupar o mesmo orbital com

spins opostos (figura 1.2); e o estado 1l:g+02, no qual os elétrons permanecem em orbitais

separados mas adquirem spins opostos (figura 1.2). O estado l.6.g0l tem uma energia de
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22.4 kcal acima do estado fundamental e é o de ocorrência mais provável in vivo. Sua

existência é de aproximadamente 3,8 !-!s em água, 62 ~LS em D20, 31 Ils em hexano e 3900

!-!s em hexafluorobenzeno. O estado lL:g+02 é mais energético, 37.5 kcal acima do estado

fundamental, mas decai espontaneamente para formar I L1g02. Em ambas as fonnas, a

restrição de spin é removida e a capacidade oxidante é grandemente aumentada (Merkel e

Keams, 1972).

Ativação do oxigênio por transferência de elétrons

A redução monoeletrônica do oxigênio (02) leva à formação de radicais livres e

outras espécies reativas intermediárias. A adição de um elétron à molécula de O2 origina o

radical superóxido (02--) (figuras 1.2 e 1.3), cuja forma protonada é o radical peridroxil

(HO/). Se mais um elétron for adicionado, é formado o íon peróxido (0/-) (figuras 1.2 e

1.3), sendo o peróxido de hidrogênio (H20 2) a sua forma protonada. Como os elétrons extras

em O2-- e 0 2
2
- estão preenchendo orbitais antiligantes, a força da ligação O-O diminui. No

estado fundamental há duas ligações covalentes entre os átomos de oxigênio, mas em O2-

ocorre como se os átomos estivessem unidos por uma ligação e meia e em 0/- por apenas

uma ligação. A adição de outro par de elétrons ao 0/- elimina inteiramente a ligação, uma

vez que eles ocuparão os orbitais a*2p, sendo formados 202- que, protonados, originam

2H20. Usualmente, em sistemas biológicos, o produto da redução do oxigênio por dois

elétrons é o peróxido de hidrogênio (H20 2) e o produto da redução por quatro elétrons é a

água (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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transferência de energia
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Figura 1.3: Redução monoeletrônica do O2 dissolvido em água. Os valores em milivolts (mV) são

os potenciais de óxido-redução em pH 7 e concentrações molares, exceto H20, que é água líquida

pura.
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o radical superóxido (02
0

-) é uma espécie que recebe bastante atenção entre as

espécies reativas de oxigênio geradas em sistemas biológicos. Em soluções aquosas de pH

neutro, a reatividade química do O2.- inclui principalmente três tipos de reações (Sawyer e

Valentine, 1981; Cadenas, 1995; Halliwell e Gutteridge, 1999):

=> O2.- se comporta como uma base fraca e pode ser protonado, originando o

radical peridroxil (H02·). O pKa desse grupo é 4,8 (figura 1.3) e, portanto, em pH -- 7 a

razão O/-/HO/ é aproximadamente 100. Entretanto, o pH na proximidade das membranas

biológicas pode ser mais ácido e podem ser criadas zonas intracelulares onde a razão

02·-/H02· é mais baixa. O radical HO/ é mais reativo que O2.-. Ele é capaz de, por

exemplo, abstrair um átomo de hidrogênio bis-alílico de um ácido graxo poliinsaturado,

iniciando assim a peroxidação lipídica.

O2.- é uma espécie que tem reatividade relativamente baixa com DNA, lipídios,

aminoácidos e a maioria dos outros metabólitos e tende a dismutar. Em sistemas biológicos,

a velocidade da reação de dismutação é aproximadamente 5xl0s M-1s-1 e ocorre

preferencialmente via protonação do 0/-, seguida pela reação de H02• com O2.-, A reação

de dismutação é também catalisada pelas superóxido dismutases, as quais contêm íons

metálicos que apresentam potencial redox de um elétron com valores entre os potenciais

para oxidação (-160 mV) e redução (+ 890 mV) do O2.- (ex.: Cu2
+ na Cu-Zo superóxido

dismutase com potencial redox de + 420 mV). As reações de dismutação são:

2 O2.- + 2H+ --+ H20 2 + O2

H02• + 0 2
0

- + H+ --+ H20 2 + O2

2 R02• --+ R20 2 + O2

2 O 0- 2H+sOD H2 + --+ 20 2 + O2

k < 0,3 M-ls- l

k = 9,7 X 105 M-1s-1

k = 8 3 x 105 M- Js-I,

=> 0 2
0

- se comporta como agente redutor de aceptores adequados de elétrons,

tais como citocromo c (Fe3+), íon Cu2+ em proteínas que contêm cobre (plastocianina em

cloroplastos e ceruloplasmina, por exemplo), íons Fe3
+ complexados por EDTA (mas não

por desferroxamina) e quinonas com potenciais redox apropriados, tal como p

benzoquinona.
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=> O2.- age também como oxidante de Fe2+, de NADH ligado a enzimas e de

moléculas que possuem prótons ácidos, tal como ascorbato. Foi também verificado que ele é

capaz de oxidar a forma hidroquinona da vitamina K, originando o radical semiquinona.

A químíca do O2.- difere de acordo com a ocorrência das reações em meio

hidrofilico ou hidrofóbico. Ele é mais estável e mais reativo em ambientes apolares~ nos

quais se comporta como uma base (0/- + H+ ~ H02·), um nucleófilo e um agente redutor.

0 2
0

- gerado no interior das membranas biológicas pode ser, portanto, mais prejudjcial.

Entretanto, o dano biológico causado por 0/- freqüentemente envolve a sua reação com

outros radicais, como por exemplo "NO ou íons ferro (Koppenol e cal., 1978; Winterboum,

1982; Beckman e Koppenol, 1996):

Fe2++ HO/ + H+ ~ Fe3++ H20 2

Fe2++ O2.- + H+ ~ Fé+ + H02

Fe3+ + O2.- ~ Fe2+ + O2

Fe3++ H02• ~ Fe2
+ + H+ + O2

k ~ 7 X 109 M-1s- 1

k = 1,2 X 106 M-ls- 1

k = 1 X 107 M-1s- 1

k = 1,5 X 108 M-ls-1

k < 103 M-1s·1

A redução de Fe3+ para Fe2+ deve ocorrer através da formação de espécies

intennediárias, tais como ferril e perferril (Halliwell e Gutteridge, 1992):

F 3+ + O .----=:... [F 2+ O F 3+ O .-] ---=:... F 2+ Oe 2 --- e - 2+-t e - 2 ~ e + 2

Os valores das constantes de velocidade das reações do radical O2.- com íons

ferro são alterados pela ligação dos íons ferro a agentes quelantes, tais como EDTA,

transferrina, lactoferrina, desferroxamina, citrato, ADP e DETAPAC (Buettner, 1993;

Halliwe11 e Gutteridge, 1999).

A reação de O2-- com "NO é biologicamente importante por, pelo menos, duas

razões. Primeiro porque ambos os radicais antagonizam as ações biológicas um do outro. É

sabido que os efeitos mediados por "NO são freqüentemente aumentados pela adição de

SOD às preparações fisiológicas, pois há redução da velocidade de perda de "NO (Mancada
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e Higgs, 1995). Se o dano induzido em um determinado sistema for dependente de O2"-,

"NO pode proteger contra esse dano pela remoção de O2"-, ~O pode inibir a peroxidação

lipídica em alguns sistemas pela remoção dos radicais peroxil (RO/) (Rubbo e col., 1995).

A segunda consideração a ser feita diz respeito às conseqüências da formação de

peroxinitrito (ONOO-). A fonna protonada do peroxinitrito (ONOOH) é uma espécie

citotóxica altamente oxidante (Pryor e Squadrito, 1995). A adição de ONOO- a células,

tecidos ou fluidos corpóreos leva à sua rápida protonação, seguida por depleção de grupos

-SH e outros antioxidantes, oxidação de lipídios (Graham e cal., 1993), quebras no DNA,

nitração e desaminação de bases do DNA (Yermilov e cal., 1996) e nitração de resíduos

aromáticos de aminoácidos em proteínas (Beckman e Koppenol, 1996). Uma série de

mecanismos complexos levam à fonnação de diferentes espécies reativas de nitrogênio e

oxigênio, a partir do peroxinitrito, que devem ser responsáveis pelos danos observados

(Santos e col., 2000).

Qualquer sistema biológico que gere O2"- produzirá H20 2 VlQ reação de

dismutação, a menos que O2.- seja interceptado. O peróxido de hidrogênio é a segunda

espécie reativa resultante da redução monoeletrônica do O2 (figuras 1.2 e 1.3). H20 2 não é

um radical, pois não possui elétrons desemparelhaâos e apresenta reatividade química

moderada (Chance e cal., 1979; Cadenas, 1995).

Além da sua produção como resultado da dismutação de O2.-, H20 2 é também

um produto natural de várias oxidases (principalmente oxidases peroxissomais) e algumas

enzimas mitocondriais. O fígado de um rato adulto pode produzir aproximadamente 80

nmol H20 2 /g e a sua concentração intra-hepática varia entre 10.7 e 10-9 M (Oshino e col.,

1973). H20 2 é também gerado por granulócitos durante a fagocitose (Chance e col., 1979;

Cadenas, 1995).

A reatividade química de H20 2 é substancialmente aumentada por duas

características: primeiro, H20 2 pode atravessar livremente as membranas biológicas;

segundo, H20 2 reage com íons Fe2
+ ou O2.- e gera um oxidante extremamente potente, o

radical hidroxila (HO·). Também pode reagir com hemeproteínas e originar os complexos

oxoferril (Fe2+=0) e com Cl- na presença de mieloperoxidases e gerar HOC!. HOCl pode

reagir com O2- ou Fe2
+ e também formar o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 1999).



Introdução

Uma mistura de peróxido de hidrogênio com Fe2
+, o que deve ocorrer em

sistemas biológicos em certas circunstâncias, leva à formação de radicais HO· através da

reação de Fenton (Walling e col., 1975):

Fe2++ H20 2~ complexo(s) intermediário(s) ~ Fe3
+ + HO· + HO-

Traços de Fe3+ também podem reagir com H20 2, mas essa reação é muito lenta

em pH fisiológico (HalliweJ1 e Gutteridge, 1999):

Outras reações possíveis são:

HO· + H 20 2~ H20 + H+ + O2.

O2.- + Fe3+~ Fe2+ + O2

HO· + Fe2+~ Fe3+ + HO-

HO/ + Fe3+ --jo Fe2++ H+ + O2

H02• + Fe2+ + H+ --jo Fe3+ + H20 2

Sais de cobre (1) também reagem com H20 2 formando radicais hidroxila

(Halliwell e Gutteridge, 1990):

O radical HO· reage com velocidade extremamente alta com quase todo tipo de

molécula encontrada nas células vivas: açúcares, aminoácidos, fosfolipídios, nucleotídeos e

ácidos orgânicos, sendo uma das espécies químicas mais reativas conhecida. Um importante

princípio da química dos radicais é que a reação de um radical livre com uma espécie não

radicalar origina um radical livre diferente que pode ser mais, igualmente ou menos reativo
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que o radical original. Os radicais produzidos por reação com HO. são normalmente menos

reativos, uma vez que o radical HO. é altamente reativo (Halliwell e Gutteridge,1999).

Há várias possibilidades, além do processo normal do metabolismo, de o

indivíduo ficar exposto aos radicais livres. Radicais de oxigênio produzidos por fagócitos

ativados têm ação microbicida, mas podem danificar os tecidos (Freeman e Crapo, 1982).

Muitos agentes antracíclicos antineoplásicos, tais como adriamicina (doxorrubicina),

daunorrubicina (daunomicina), e outros antibióticos que contêm grupos quinóides, ou ligam

metais para sua atividade, são capazes de gerar radicais de oxigênio através de ciclos redox.

Alguns dos efeitos citotóxicos dessas drogas são atribuídos à habilidade de as

correspondentes semiquinonas (SQ.-) reduzirem o oxigênio molecular para O2.-, H202 e

HO. (Freeman e Crapo, 1982; Luo e col., 1997). A irradiação de organismos com radiação

eletromagnética (raios-x e raios-y) e radiação particulada (elétrons, prótons, nêutrons,

dêuteronse partículasa e (3) gera radicaisprimáriospela transferênciade sua energiapara

componentes celulares, tal como a água. Esses radicais primários, incluindo e-aq,HO. e H.,

podem desencadear reações secundárias com O2 dissolvido ou com solutos celulares. Uma

grande quantidade de fatores ambientais incluindo poluentes, hiperóxia, pesticidas, fumaça

de cigarro, solventes orgânicos, anestésicos e hidrocarbonetos aromáticos também levam à

formação de radicais livres que danificam as células. Esses xenobióticos são convertidos

para espécies radicalares pelo metabolismo intracelular e processo de detoxificação

(Freeman e Crapo, 1982).

1.1.4. Fontes intracelulares das espécies reativas de oxigênio

Muitos componentes celulares, tais como tióis (Baccanari, 1978), hidroquinonas

(McCord e Fridovich, 1970), catecolaminas (Misra e Fridovich, 1972), flavinas (BaIlou e

col., 1969) e tetrahidropterinas (Fisher e Kaufman, 1973; Davis e col., 1988) podem sofrer

reações de óxido-redução em pH neutro, sendo importantes contribuintes para a produção

intracelular de radicais livres. O radical primário formado é O2.-, resultante da redução do

O2 por essas moléculas (Freeman e Crapo, 1982). Além disso, tióis, ascorbato e outras

moléculas redutoras podem reduzir Fe3+quelado para Fe2+,o qual pode sofrer autoxidação,

produzindo O2.-, ou participar da reação de Fenton (McCord e Day, 1978). A dismutação do

15
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O2.- leva à formação de H20 2. Portanto, processos celulares que geram O2-- também irão

gerar H20 2 como produto da dismutação de O2--,

Várias enzimas geram radicais livres durante seu ciclo catalítico. Urna das mais

estudadas é a xantina oxidase, que leva à formação de O2-- e H20 2 durante a oxidação de

hipoxantina e xantina para ácido úrico. A proporção relativa de O2-- e H20 2 liberados do

sítio ativo da enzima depende do pH, concentração de O2 e concentração do substrato

(Fridovich, 1970). A xantina oxidase humana tem, in vivo, função de desidrogenase

dependente de NAD+ e não produz radicais livres intermediários, pois os elétrons são

transferidos para o NAD+ e não para o O2. Durante sua purificação ou em condições de

isquemia in vivo há modificação proteolítica da enzima e/ou oxidação de grupos tióis (-SH),

o que faz com que ela seja convertida da forma desidrogenase para a fonna oxidase

geradora de O2-- (Ray e McCord, 1982). A aldeído oxidase (Rajagopalan, 1980) e as

peroxidases (corno a mieloperoxidase de neutrófilos) são outras enzimas que levam à

formação de O2-- (De Groot e Littauer, 1989).

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é outra fonte de 0 2
0

- e H 20 2

(Freeman e Crapo, 1982; Turrens, 1997; Nishikawa e col., 2000). Como já mencionado, a

redução de O2 para H20 pela citocromo c oxidase mitocondrial envolve a transferência de 4

elétrons sem fonnação de radicais livres intermediários (Chance e col., 1979). A geração de

O2-- pela mitocôndria ocorre quando os outros componentes da cadeia de transporte de

elétrons deixam vazar alguns elétrons diretamente para o O2 ao transferirem a grande

maioria dos mesmos para o próximo componente da cadeia (Turrens, 1997). Se o oxigênio

estiver presente em concentrações que limitam a sua redução para H20 pela citocromo

oxidase, a redução elevada da cadeia respiratória e o acúmulo de cofatores reduzidos nas

células podem favorecer a produção de O2.- em células isquêmicas após a reperfusão

(Freeman e Crapo, 1982). Também a presença de concentrações elevadas de O2 aumenta a

taxa de vazamento de elétrons, uma vez que a citocromo oxidase tem sua atividade saturada

sob baixas tensões de O2. Na presença de níveis nonnais de O2, cerca de 1 a 3% do O2

consumido pelas mitocôndrias é reduzido para O2-- (Turrens, 1997). Estudos realizados com

mitocôndrias isoladas de diferentes tecidos mostraram que o sítio de maior produção de 0 2
0



é a região ubiquinona-citocromo b da cadeia de transporte de elétrons (Dionisi e col., 1975;

Boveris e coL, 1976; Boveris, 1977; Nohl e Hegner, 1978). Os dados sugenram que a
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geração de O2-- nessa região é devida à autoxidação da ubísemiquinona. NADH

desidrogenase e dihidroorotato desidrogenase são também carregadores de elétrons

responsáveis por parte da produção mitocondrial de O2-- (Fonnan e Kennedy, 1976). A

dismutação de O2-- pela superóxido dismutase mitocondrial Leva à formação de H20 2 e

mantém a concentração de O2-- intramitocondrial em um nível muito baixo (8x I0-
12

M)

(Freeman e erapo, 1982). A ocorrência de 0/-, H20 2 e um metal de transição (ex.: ferro)

leva à produção de radical hidroxila pela mitocôndria, através da reação de Haber-Weiss

catalisada por ferro (Prousek, 1995):

Fe3+ + O2-- ~ Fe2+ + O2

Fe2+ + H20 2~ FeJ
+ + HO· + HO -

Nessa reação o ferro reduzido pelo O2-- reduz H20 2, formando HO-. Outros

agentes redutores, tal como ascorbato, podem também reduzir Fe3+, pennitindo que uma

fonte de peróxidos na presença de metais de transição gere HO· na ausência de O2-

(Prousek, 1995). A mitocôndria intacta pode liberar H20 2 para o citoplasma (Boveris e

Chance, 1973), mas libera muito pouco ou nenhum O2-- (Freeman e Crapo, 1982). Sendo

assim, além de essas espécies reativas de oxigênio danificarem as proteínas, lipídios e DNA

mitocondriais, também podem iniciar danos no citosol.

Cada mitocôndria contém até la moléculas circulares de DNA dupla-fita, com

apenas 16 549 pares de base por molécula. O DNA mitocondrial codifica apenas treze das

proteínas mitocondriais (sete subunidades do complexo I, uma proteína do complexo IH,

três do complexo IV, duas do complexo V), vinte e dois RNAs transportadores e dois RNAs

ribossômicos. Ao contrário do DNA nuclear, não está complexado com histonas, estando,

portanto~ susceptível a danos. Mutações no DNA mitocondrial são acumuladas com a idade

e têm sido associadas com algumas doenças neurodegeneratívas, incluindo a neuropatia

óptica hereditária de Leber (degeneração do nervo óptico), provocada por mutações nos

genes que codificam constituintes da cadeia de transporte de elétrons, e MELAS

(encefalomiopatia mitocondrial, acidose láctica e episódios do tipo apoplexia), provocada

por mutações nos genes que codificam um RNA transportador para o aminoácido leucina

(Cadenas e Davies, 2000).
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As espécies reativas de oxigênio produzidas pelos sistemas de transporte de

elétrons do retículo endoplasmático e da membrana nuclear também podem desencadear

reações íntra-organela e citosólica. No caso das espécies reativas derivadas da membrana

nuclear, o DNA é particulannente susceptível aos danos (Freeman e Crapo, 1982). Essas

membranas contêm os citocromos P450 e bs, os quais podem oxidar ácidos graxos

poliinsaturados (Capdevila e col., 1981) e xenobióticos (Chignell, 1979) e reduzir O2 (Aust

e cal., 1972), entre outros substratos. Essas oxidases convertem compostos não polares para

derivados hidroxilados através de reações de transferência de elétrons. Os produtos mais

polares são mais facilmente excretados pelos 11ns. Para essas reações são necessários NADH

ou NADPH como cofatores. As espécies reativas são geradas quando o O2 é reduzido para

02
e

- e H20 2, ao invés de ser adicionado ao substrato (figura 1.1). Os citocromos P450

induzíveis por fenobarbital (CYP2B) e etanol (CYP2E 1) exibem altas taxas de redução de

O2 para O2e- e H20 2. Alguns substratos também facilitam essas reações (por exemplo, 1,1,1

tricloroetano e hexobarbital se ligam aos citocromos P450, mas não são facilmente oxidados

e levam à liberação de espécies reativas de oxigênio) (Goeptar e col., 1995). Citocromo

redutases contendo flavoproteínas, que fornecem os elétrons para as reações mediadas por

citocromo P450 e b5, também são capazes de autoxidar e produzir 0/- e H20 2 (Freeman e

erapo, 1982).

Os peroxissomos, por conterem altas concentrações de oxidases (D-aminoácido

oxidase, urato oxidase, L-a-hidroxiâcido oxidase, acila graxo-CoA oxidase), são também

importantes fontes de H20 2 (Masters e Holmes, 1977). Outras fontes de radicais O2e- são as

oxidações da hemoglobina e mioglobina para meta-hemoglobina e metamioglobina

respectivamente (heme-Fe2
+-02 -7 02

e

- + heme-Fe3l. Cerca de 3% da hemoglobina

presente nos eritrócitos humanos sofre esta oxidação todos os dias, estando essas células

expostas a um constante fluxo de 02
e

- (Winterboum, 1985). Há também produção de

espécies reativas de oxigênio mediada pela NADPH oxidase da membrana plasmática de

fagócitos. Tais espécies podem danificar os próprios fagócitos como também outras células

que estejam próximas, apesar de serem importantes para a ação microbicida dos mesmos

(Freeman e Crapo, 1982).

Um sítio crítico para a ocorrência de reações envolvendo radicais livres é a

membrana plasmática. Isso porque os radicais livres gerados extracelulannente precisam
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cruzar a membrana antes de reagir com outros componentes celulares, podendo assim

desencadear reações na mesma. Além disso, os ácidos graxos poliinsaturados presentes nas

membranas e as proteínas transmembranares contendo aminoácidos oxidáveis são

susceptíveis ao ataque dos radicais livres. O aumento da permeabilidade da membrana,

provocado pela peroxidação lipídica ou oxidação de proteínas estruturalmente importantes,

pode alterar os gradientes de íons através da membrana, levar à perda de funções secretórias

e inibição de processos metabólicos celulares integrados (Freeman e Crapo, 1982; Grijalba e

col., 1999).

Como mencionado anteriormente, o peróxido de hidrogênio pode cruzar

livremente as membranas, enquanto que O2-- cruza as membranas via canais aniônicos

(Kellogg e Fridovich, 1977). A superficie celular polianiônica atrai uma grande

concentração de íons positivos, em sua maior parte íons H+. Isso faz com que seja criado um

microambiente com duas a três unidades de pH abaixo do pH do fluido circundante e

favorece o surgimento da forma protonada do O2--, o radical peridroxil (H02-). Este é um

oxidante mais forte que O2-- e particiona melhor nos lipídios e no centro hidrofóbico das

proteínas, exercendo efeitos mais tóxicos. A membrana celular pode, portanto, servir como

alvo dos radicais livres reativos e também modificar as espécies radicalares para formas

mais permeáveis e reativas (Freeman e Crapo, 1982).

1.2. Estresse Oxidativo e Carcinogênese
M'.-' ,>

1.2.1. O ciclo celular

As células, para iniciarem o processo de divisão, precisam receber sinais de

crescimento. Alguns exemplos de fatores de crescimento responsáveis por essa sinalização

são o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento

epidérmico (EGF), o fator de crescimento do tipo insulina I (IGF-1), o fator de crescimento

de transformação ,B (TGF-p), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), os fatores de

crescimento de nervos (NGFs), eritropoietina e interleucinas (IL). Alguns desses fatores

atuam em uma grande variedade de células (PDGF, FGF, EGF, IGF-I, TGF-p), enquanto

outros são mais seletivos (IL-2 age em linfócitos T, NGFs em neurônios, eritropoietina na
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medula óssea e em células precursoras de eritrócitos, IL-3 em células da medula óssea). A

ação desses fatores se dá através da sua ligação a receptores presentes nas células alvo, o

que ativa mecanismos de sinalização intracelular, nonnalmente cascatas de proteínas

quinases, que alteram a expressão de certos genes. Existem genes que respondem

rapidamente (c-fos e c-myc, por exemplo) e estão envolvidos na ativação de outros genes de

resposta tardia. Células em meio de cultura suplementado com soro como fonte de fatores

de crescimento irão crescer até que uma monocamada confluente seja obtida, pois, em geral,

a proliferação é inibida quando as células entram em contato umas com as outras. Tanto

moléculas de adesão celular, como proteínas de junções comunicantes (conexinas, por

exemplo) estão envolvidas nessa "inibição por contato" (Touw e col., 2000; Oerwins e col.,

2000; Werner e Le Roith, 2000; Chisolm e Chai, 2000).

Durante o processo de divisão celular, o DNA é cuidadosamente replicado e os

cromossomos são igualmente separados em duas células filhas geneticamente idênticas. O

ciclo celular pode ser dividido em duas fases distintas: a intérfase, na qual ocorre a

replicação do DNA, e a mitose, na qual OCOiTe a divisão celular propriamente dita. A

intérfase é subdividida em três fases: G I , S e O2, e a mitose se subdivide em prófase,

metáfase, anáfase e telófase. Após a replicação do DNA na fase S da intérfase e passagem

da célula pelo intervalo G2, ocorre, no início da mitose, a condensação da cromatina em

cromossomos que se tomam visíveis. Em seguida há fonnação do fuso mitótico a partir de

mícrotúbulos celulares, o qual dirige a correta separação dos cromossomos, e a membrana

nuclear se rompe. Após o movimento dos cromossomos para os pólos do fuso, os núcleos

são refeitos e a célula, então, se divide em duas. Na maioria das células a mitose tem

duração aproximada de 60 minutos e o tempo total do ciclo celular é de aproximadamente

24 horas. O intervalo entre o ténnino da mitose e o início de um novo período de replicação

do DNA recebe o nome de fase 0 10 As fases G1 e O2 constituem períodos nos quais as

células sintetizam outros componentes impoliantes para a sua função. As células em G1

podem não entrar na fase S de replicação do DNA e, neste caso, param o seu avanço ao

longo do ciclo celular, sendo dito que elas se encontram no estado latente 0 0. A remoção

dos fatores de crescimento de células que estejam se proliferando faz com que elas entrem

no estado 0 0. Tais células não expressam os genes de resposta precoce ou tardia (Boil1y e

cal., 2000).
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Células normais de mamíferos contêm genes (proto-oncogenes: c-fos, c-myc, c

jun, K-ras, etc.) que estão usualmente relacionados com o crescimento celular. Eles

codificam fatores de transcrição, fatores de crescimento, receptores para esses fatores,

proteínas envolvidas na transferência do sinal de crescimento dos receptores da superfície

celular para o núcleo, ou proteínas envolvidas no controle da morte celular. Mutações em

proto-oncogenes podem levar a um aumento da proliferação celular e ao desenvolvimento

de tumores. Muitas proteínas estão envolvidas no controle do ciclo celular. Um grupo

importante é o das proteínas quinases dependentes de ciclina, cuja função de fosforilar

detenninados alvos celulares é regulada por uma outra classe de proteínas, as ciclinas. Estas,

por sua vez, têm os seus níveis regulados por um complexo de protease multicatalítica

denominado proteassomo, o qual degrada proteínas ligadas a moléculas de ubiquitina (Volin

e Koch, 2000).

Existem vários pontos de checagem ao longo do ciclo celular pelos quaIs as

células só passam se tiverem cumprido certas exigências, como, por exemplo, completado a

replicação do DNA ou atingido um tamanho mínimo. Esse tipo de controle é essencial para

atrasar a mitose até que a replicação do DNA tenha se completado na fase S ou tenha sido

efetuado o reparo de possíveis danos a essa molécula. Os genes envolvidos no bloqueio da

divisão celular são chamados genes supressores de tumor. Um gene importante pertencente

a essa classe é o p53. A proteína p53 é um fator de transcrição que age no sentido de

bloquear a divisão celular. O gene p53 é ativado em resposta a danos ao DNA ou alterações

anormalS em grupos de nucleotídeos precursores. Seu produto aumenta a transcrição de

vários outros genes, incluindo p21 (o qual codifica um inibidor da ciclina quinase) e

GADD45 (relacionado com a parada de crescimento na presença de danos ao DNA). A

expressão do gene p53 é aumentada em células submetidas a estresse causador de danos ao

DNA (raios x, raios y e luz UV, por exemplo) e a replicação do DNA pára até que os danos

sejam reparados. O estímulo do gene p53 também pode desencadear apoptose. Se ambos os

alelos do gene p53 forem inativados, as células entram no processo de divisão com o DNA

danificado. Mutações nos genes p53 são lesões comuns em cânceres humanos, sendo

encontradas em mais que 50% dos casos (Diamantis, 1994).
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1.2.2. Carcinogênese

o processo de conversão de uma célula nonnal em uma célula maligna é

chamado carcinogênese e os agentes indutores desse processo são denominados

carcinógenos. A carcinogênese é um processo longo que pode ser dividido em três estágios:

a iniciação, a promoção e a progressão. Freqüentemente, após a alteração inicial, aparecem

novas populações celulares que representam a evolução de células normais para células pré

neoplásicas, pré-malignas e malignas (Sun, 1990; Di Giovanni, 1992).

A iniciação é causada por uma alteração irreversível do DNA, como por exemplo

a reação desta molécula com carcinógenos. Assim, mecanismos de detoxificação de

carcinógenos, reparo do DNA e eliminação das células que tenham DNA modificado (por

apoptose, por exemplo) são importantes para a proteção contra a iniciação do câncer. Para

que a iniciação ocorra, é necessário que haja não só a modificação do DNA, mas também a

sua replicação e a proliferação celular para que a mutação inicial possa se fixar. A maioria

dos cânceres humanos são originários de células epiteliais (carcinoma), pois as mesmas

estão expostas aos carcinógenos (presentes no ar ou nos alimentos, por exemplo) e se

proliferam rapidamente (Brown e col., 1994).

A iniciação é seguida pela promoção, a qual envolve a seleção e expansão das

células iniciadas, podendo levar ao desenvolvimento de um tumor benigno. Durante a

promoção do tumor, o material genético alterado da célula iniciada altera a expressão dos

genes que regulam a diferenciação e O crescimento celular. Quando administrados em altas

doses, muitos carcinógenos são tanto iniciadores como promotores. Entretanto, uma dose

baixa não indutora de tumor se toma efetiva se administrada juntamente com certas

substâncias não carcinogênicas conhecidas como promotoras de tumor. Exemplos de

promotores de tumor são o acetato de [orbol miristato (PMA) um composto normalmente

usado para induzir a explosão respiratória em células fagocíticas, e o 12-0-tetradecanoil

forbol-13-acetato (TPA). Muitos promotores de tumor, jncluindo o PMA, são potentes

indutores de inflamação, mas ainda não há um princípio que explique a ação de todos os

agentes promotores. Eles podem levar a alterações reversíveis da proliferação celular e

expressão fenotípica. A remoção do promotor pode resultar em retorno do tecido para um

estado quase normal, embora ainda esteja iniciado (Kensler e Taffe, 1986; Weí e col., 1993;

Nair e col., 2000).
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o estágio final da carcinogênese consiste na progressão de uma lesão benigna ou

pré-maligna para uma maligna, o que envolve alterações adicionais no DNA (por exemplo,

nos genes supressores de tumor). A conversão de tumores benignos para malignos e

acompanhada por perda no controle do crescimento, invasão de tecidos, metástase e

instabilidade genética aumentada. Alguns exemplos são a progressão de pólipos benignos

do cólon para adenocarcinoma e de nódulos hepáticos benignos para hepatoma (Sun, 1990).

1.2.3. Danos eln DNA induzidos por carcinógenos ocupacionais e ambientais

É muito antiga a observação de que a exposição dos seres humanos a

determinadas substâncias presentes no meio ambiente ou no seu local de trabalho pode levar

ao desenvolvimento de câncer. No final do século XVIII, o médico e cirurgião inglês

Percival Pott já relatava que a ocorrência de câncer de escroto em limpadores de chaminés

poderia estar relacionada com a deposição de fuligem e alcatrão nas suas pregas escrotais .

. Posteriormente foi mostrado que a aplicação repetida de alcatrão de hulha na pele de

animais levava ao eventual desenvolvimento de tumores malignos no sítio da aplicação.

Hoje sabemos que o alcatrão de hulha contém hidrocarbonetos aromáticos carcinogênicos,

tal como benzo[a]pireno. No século XIX, o médico alemão Rehn percebeu uma associação

entre a exposição de pintores a aminas aromáticas, tal como benzidina, e O desenvolvimento

de câncer na bexiga. Somente após 1930 foi demonstrada a associação entre a exposição de

animais a diversas aminas aromáticas e o desenvolvimento desse tipo de câncer. Hoje são

conhecidas várias substâncias químicas carcinogênicas (Otteneder e Lutz, 1999).

Usualmente é necessária a exposição repetida aos carcinógenos para que haja o

desenvolvimento de tumores malignos. Esse desenvolvimento ocorre muito lentamente

devido à natureza complexa da carcinogênese, a qual acontece em várias etapas. Muitos

carcinógenos, por exemplo o benzo[a]pireno, são chamados carcinógenos completos, por

serem tanto iniciadores como promotores da carcinogênese. Outros são apenas iniciadores

(carcinógenos incompletos) e só levam a uma transfonnação maligna se, subseqüentemente,

houver a promoção. Entretanto, o comportamento de um carcinógeno depende da sua dose,

da espécie na qual está sendo testado e da fonna com que está sendo administrado. Por

exemplo, o carbamato de etila (uretano) age como um carcinógeno completo em pulmão de



Introdução

fetos de animais e como um carcinógeno incompleto em pele de camundongos (Nair e cal.,

2000).

Em geral, os carcinógenos são substâncias eletrofíhcas ou são metabolizados

para as mesmas durante o seu processo de detoxificação. Tais substâncias são atraídas por

moléculas com alta densidade eletrônica, como é o caso das bases do DNA, às quais acabam

se ligando e levando à fonnação de adutos (Bartsch, 1996). A base do DNA mais

comumente atacada é a guanina, mas já foram relatados adutos formados com todas as bases

(Dipple, 1995). Sendo [onnados no DNA através de mecanismos químicos específicos, tais

adutos podem levar a mutações, por exemplo em proto-oncogenes ou em genes supressores

de tumor, e iniciar o processo de carcinogênese (Lehman e Harris, 1994; Kinzler e

Vogelstein, 1996). Essa seqüência de eventos que leva à tumorigênese foi esclarecida no

decorrer dos últimos 20 anos (Balmain e Harris, 2000).

A elucidação das estruturas químicas de vários adutos formados com DNA foi de

fundamental importância para os avanços feitos nesta área nas últimas duas décadas. Adutos

formados tanto em reações in vitro como em sistemas experimentais de modelos biológicos

foram caracterizados através de técnicas como espectrometria de massas, fluorescência e

ressonância magnética nuclear (RMN) (Weston, 1993; Hemminki, 1993; Hemminki e cal.,

1994; Dipple, 1995). Além da estrutura química, foram feitas também determinações de

estereoespecificidade e estrutura tridimensional (Geacíntov e cal., 1997; Patel e caL, 1998).

Na busca de uma correlação entre os níveis de adutos [onnados em DNA e a

incidência de tumores, foi feito um estudo no qual foram compilados dados disponíveis a

respeito dos níveis desses adutos após exposição crônica de ratos ou camundongos aos

carcinógenos. Entre os diferentes carcinógenos investigados, foi observada grande variação

nos níveis de adutos que resultavam em 50% de incidência de tumor (53-5543 adutos/l 08

nucleotídeos), mostrando a existência de diferença na capacidade de os vários adutos de

DNA levarem a mutações críticas (Otteneder e Lutz, 1999). Os níveis de adutos em DNA

são um reflexo das velocidades de formação e remoção dos mesmos, o que depende da

ativação do carcinógeno, da eficiência de reparo das lesões, da estabilidade do aduto e da

velocidade de renovação do tecido (Poirier e co!., 2000). Outros estudos também mostraram

associações entre a fonnação de adutos em DNA e mutagenese e tumorigênese (Poirier e

Beland, 1992; Hemminki, 1993; Vema e co!., 1996; Culp e co!., 1998), enquanto reduções

dos níveis dos adutos foram associadas com quimioprevenção (Kensler e cal., 1996). Os
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resultados obtidos nesses estudos mostraram que: a fonnação de adutos em DNA é

tipicamente linear nas doses mais baixas de carcinógenos; esses adutos estão presentes na

ausência de tumores, mas os tumores não se desenvolvem na ausência dos adutos; e outros

eventos tecido-específicos (por exemplo, proliferação celular) são necessários para que os

tumores apareçam (Poirier e Beland, 1992; Vema e col., 1996; Culp e col., 1998).

Além da formação de adutos de carcinógenos ou produtos da metabolização dos

mesmos com bases do DNA, é freqüentemente obsetvado aumento dos níveis de 7,8

dihidro-8-oxo-2 1-desoxiguanosína (8-oxodG) nas lesões pré-neoplásicas e neoplásicas de

tecidos tratados com carcinógenos (por exemplo, benzeno, benzo[ a]pireno, bromato de

potássio, nitrílotriacetato de ferro, fumaça de cigarro e aflatoxina). Essa observaç.ão é

indicativa de que um estresse oxídativo desencadeado pejos carcinógenos esteja também

envolvido na carcinogênese. Como os citocromos P450 podem gerar espécies reativas de

oxigênio, a sua indução pelos carcinógenos pode contribuir para o estresse oxidativo.

Também uma redução na velocidade de reparo de 8-oxodG pode explicar o seu aumento

(Novak e Woodcroft, 2000).

Muitos estudos têm sido feitos no sentido de identificar os espectros de mutação

em uma variedade de genes alvos (ras, p53 ou transgenes como lac!) como conseqüência da

exposição a carcinógenos particulares in vivo (Gorelick e col., 1995; Wang e col., 1998a;

Ross e Nesnow, 1999; Sills e col., 1999). Se o mecanismo de mutagênese de um

carcinógeno particular pode ser suficientemente bem definido de modo a ser usado como

uma assinatura para aquela classe de agente, então surge a possibilidade de usar essa

assinatura molecular para estabelecer uma correlação entre eventos genéticos particulares

nos tumores e a exposição ao carcinógeno (Ba1main e Harris, 2000). Por exemplo, tumores

mamários induzidos por exposição a metilnitrosouréia (MNU) têm mutações G~A no

codon 12 do gene H-ras, compatível com O mecanismo de ação proposto para carcinógenos

metilantes (Sukumar e coL, 1983; Zarbl e coL, 1985). A mesma mutação não foi detectada

em tumores similares induzidos por exposição a dimetilbenzantraceno (DMBA), sugerindo

que a mutação foi diretamente causada por exposição ao carcinógeno (Zarbl e col., 1985).

Tumores de pele de camundongo iniciados com DMBA mostraram predominantemente

mutações no resíduo de adenosina do codon 61 (CAA) do gene H-ras, resultando em

conversão para timidina (CTA) (Quintanilla e col., 1986; Bizub e col., 1986). A mesma

mutação não foi observada em tumores induzidos pelos agentes alquilantes MNU ou N-
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~!!!!!!!!25
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metil-N'-nitro-N-nitroso-guanidina, os quais mostraram as mutações G~A esperadas no

mesmo gene alvo (Brown e col., 1990). O mecanismo de ação do DMBA foi entendido

graças à observação de que odiaI epóxido resultante da ativação metabólica do DMBA

fonna adutos primariamente com resíduos de adenosina (Dipple e cal., 1983; Cheng e col.,

1988). Esta observação pode explicar a alta freqüência de mutações nos resíduos de

adenosína do codon 61 (CAA) do gene H-ras em tumores induzidos por DMBA.

Estudos epidemiológicos moleculares com o potencial de elucidar as relações

entre fonnação de adutos em DNA e risco de câncer em humanos provavelmente serão

muito aplicados no futuro e poderão gerar hipóteses a respeito dos mecanismos biológicos

básicos fundamentais que levam ao desenvolvimento de tumores. Grandes variações entre

os indivíduos no que se refere à fonnação de adutos carcinógeno-DNA sugerem que

determinantes genéticos do metabolismo de carcinógenos, reparo do DNA e controle do

cíclo celular podem contribuir para as conseqüências dos danos ao DNA (Poirier e col.,

2000).

1.2.4. Danos hasais em DNA: L Oxidação

Um grande avanço na área da carcinogênese ao longo dos últimos 20 anos foi a

observação de que danos em DNA e mutações ocorrem mesmo na ausência de exposição a

carcinógenos genotóxicos através de um tratamento específico ou um hábito particular. Os

agentes que levam a esses danos incluem produtos nonnais do metabolismo celular e fontes

exógenas inevitáveis, tais como radiação UV, radiação ionizante, radioisótopos de

ocorrência natural e numerosas substâncias químicas genotóxicas presentes naturalmente ou

como contaminantes na dieta e no ar (Ames, 1989; Gupta e Lutz, 1999). O desenvolvimento

de métodos analíticos suficientemente sensíveis para a detecção dos danos basais ao DNA

foi de fundamental importância para que se pudesse avaliar a contribuição desses danos para

a carcinogênese (Gupta e col., 1982; Randerath e col., 1986; Dizdaroglu e Gajewski) 1990;

Fedtke e cal., 1990a,b; Chaudhary e col., 1994).

Existem várias fontes endógenas de danos ao DNA: espécies reativas de

oxigênio, produtos da peroxidação lipídica, agentes alquilantes, estrógenos, espécies
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reativas de nitrogênio, agentes clorinantes e certos intermediários de algumas vias

metabólicas (Burcham, 1999).

Muitos dos danos endógenos observados no DNA correspondem a oxidações de

bases (figura ].4). Entretanto, os níveis detectados de danos oxidativos no DNA de células

normais variam de acordo com a metodologia utilizada (HPLC/EC, GC/MS ou 32p_

postlabeling) e também entre laboratórios, o que tem sido motivo para grandes debates nesta

área (Ravanat e col., 1995). Níveis de 8-oxoG e 8-oxodG relatados em tecidos humanos

variam de 1 aduto em 107 nucleotídeos a 1 aduto em 103 nuc1eotídeos (Cadet e col., 1997) e

os níveis basais nos mesmos tecidos relatados por diferentes laboratórios variam em ordens

de magnitude (Beckman e Ames, 1999). Esforços têm sido feitos no sentido de identificar e

controlar as fontes de erros dessas medidas (Ravanat e col., 1995; Douki e col., 1996; Cadet

e col., 1997; Jenner e col., 1998). Mesmo assim, fazendo urna comparação com os níveis de

adutos detectados em células expostas a carcinógenos conhecidos (por exemplo, o nível de

adutos de benzo[ a]pireno em DNA de carcinoma pulmonar de fumantes varia de 65 a 533

por 108 nucleotídeos), esses níveis de danos oxidativos são altos e podem ser importantes

contribuintes para a etiologia de muitos cânceres humanos (Totter, 1980; Loft e Poulsen,

1996).
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Figura 1.4: Algumas bases oxidadas encontradas em DNA.
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A identidade dos oxidantes responsáveis pela oxidação de bases do DNA ainda é

matéria de investigação. O radical HO· é extremamente reativo, podendo se adicionar a

bases do DNA ou abstrair átomos de hidrogênio das mesmas e originar muitos dos produtos

observados no genoma (Ward, 1988). É provável que O radical HO· desempenhe um papel

na oxidação endógena do DNA, mas a sua formação deve ser imediatamente adjacente à

molécula de ácido nucleico para que os danos sejam gerados. Neste caso, H20 2 seria a

espécie que se difundiria até o DNA, onde reagiria com íons metálicos gerando o oxidante

(Pryor, 1986; Renle e Linn, 1997; Cadet e col., 1999; Meneghini e col., 1995; Meneghini,

1997).

Outro oxidante que pode gerar muitos dos produtos de oxidação observados no

DNA é o peroxinitrito (ONOO-), o qual pode se difundir intracelularmente e ser capturado

por algumas células via canais aniânicos (Beckman e col., 1990; Koppenol e coL, 1992;

Radi, 1998). A forma protonada do peroxinitrito (ácido peroxinitroso, ONOOH; pKa = 6.8)

é um oxidante extremamente reativo capaz de oxidar o DNA independentemente da sua

habilidade em gerar HO· (Kissner e col., 1997; Richesol1 e col., 1998). Peroxinitrito também

pode reagir com uma molécula de CO2 e levar à formação de nitrosoperoxicarbonato

(ONOOC0 2-). Radicais carbonato resultantes de ONOOC02- podem contribuir para os

danos celulares observados na presença de peroxinitrito (Uppu e col., 1996a; Lymar e coL,

1996; Lymar e Hurst, 1998; Santos e col., 2000). O padrão de produtos gerados pela

oxidação do DNA por peroxinitrito é complexo e reflete a diversidade de bases oxidadas

detectadas nos tecidos (Bumey e col., 1999). Uma observação importante é a de que o

peroxinitrito é bastante reativo com 8-oxodG (pelo menos 1000 vezes mais em relação à

reatividade com 2'-desoxiguanosina) e, à medida em que o nível dessa base oxidada

aumenta, ela pode competir com as bases não modificadas no DNA pela reação com

peroxinitrito, levando à formação de outros produtos (Uppu e col., 1996b; Bumey e cal.,

1999; Tretyakova e col., 2000). Tal fato faz com que 8-oxodG não seja sempre um bom

marcador para danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo. ·NO e O2.- são produzidos

sjmultaneamente nos macrófagos e, portanto, níveis elevados de peroxinitrito serão

produzidos em células inflamatórias ativadas. Condições patofisiológicas de infecções

crônicas e inflamações são conhecidos fatores de risco para vários cânceres humanos e uma

possível ligação entre inflamação e a indução de mutações é a habilidade de o peroxinitrito
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oxidar o DNA (De Flora e col., 1996). Recentemente foi demonstrada uma associação entre

a ocorrência de transversões G-» T no gene p53 de câncer colorretal humano e o nível de

expressão da forma induzível da óxido nítrico sintase (Ambs e col., 1999).

O produto de oxidação do DNA mais extensivamente estudado, devido à

facilidade com que pode ser detectado, é a 8-oxodG (Floyd e col., 1986). Suas propriedades

biológicas foram amplamente investigadas, tendo sido verificado que é uma lesão

mutagênica em bactérias e células de mamífero, levando principalmente a transversões

G-»T (Shibutani e col., 1991; Cheng e col., 1992; Moriya, 1993; Le Page e col., 1995).

Transversões G-» T são muito encontradas em genes supressores de tumor e protooncogenes

mutados (Hussain e Barris, 1998). Outros estudos de mutagênese sítio-específica mostraram

que 8-oxo-adenina, timina glicol, 5-hidroxiuracila, uracila glicol e 5-hidroxi-desoxicitidina

também são lesões mutagênicas (Wang e col., 1998b; Kreutzer e Essigmann, 1998).

Fortes evidências apontam no sentido de que a ocorrência de bases oxidadas no

DNA leva ao surgimento de mutações espontâneas ao longo da vida de um indivíduo,

podendo contribuir para o desenvolvimento de tumores. Níveis aumentados de vários

produtos resultantes de danos oxidativos ao DNA foram encontrados em tecidos de câncer

de mama em relação aos respectivos níveis presentes no DNA de áreas adjacentes.

Aumentos semelhantes foram observados em cânceres de pulmão, cólon, estômago, ovário e

cérebro (Malins e col., 1996). Foi também observado que na hiperplasia prostática benigna,

a qual freqüentemente se relaciona com o posterior desenvolvimento de câncer de próstata,

há níveis elevados de bases oxidadas no DNA (Olinski e col., 1995).

Uma descoberta crucial que sustenta a hipótese de que danos oxidativos no DNA

são importantes contribuintes para a ocorrência de mutações espontâneas foi a de que existe

um sistema elaborado de reparo em Escherichia calí para reduzir a mutagênese devida a 8-

oxodG. Este sistema inclui uma glicosilase para remover 8-oxoguanina do DNA (glicosilase

FAPY/produto do gene mutM), uma glicosilase que remove adenina no pareamento errado

8-oxodG:dA (produto do gene mutY) e uma hidrolase (8-oxodGTPase/produto do gene

mutT) para eliminar 8-oxodGTP da reserva de nucleotídeos (Tchou e col., 1991; Michaels e

col., 1992; Mo e col., 1992). Linhagens de E.calí com mutações em qualquer um desses

genes apresentam não só aumento dos níveis basais de 8-oxodG, como também aumento da

freqüência de mutações espontâneas, principalmente tranversões G-» T (Michaels e Miller,
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1992; Tajiri e col., 1995; Glassner e col., 1998). Existem também glicosilases para remoção

de outras bases oxidadas do DNA (Singer e Hang, 1997), sendo que as endonucleases III e

VIII de E.coli participam da remoção de diversas pirimidinas oxidadas, tal como timina

glicol, 6-hidroxi-5,6-dihidrocitosina e uracila glicol (Katcher e Wal1ace, 1983; Breimer e

Lindahl, 1984; Singer e Hang, 1997; Purmal e col., 1998). Homólogos dessas enzimas de

reparo estão presentes em organismos eucariontes (Demple e Harrison, 1994; Girard e

Boiteux, 1997; Mitra e co1., 1997).

As medidas dos níveis basais de danos oxidativos no DNA, a evidência

molecular a respeito das propriedades mutagênicas dessas lesões e a verificação de que

dietas ricas em antioxidantes são anticarcinogênicas sugerem fortemente que danos

genéticos induzidos por oxidantes endógenos contribuem para a carcinogênese (Porter e

Steinmetz, 1996; Loft e Poulsen, 1996; Tanaka, 1997).

1.2.5. Peroxidação lipidica e danos em DNA

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem danificar não só o DNA,

mas também outros componentes celulares. Devido à sua abundância nas células e

susceptibilidade à oxidação pela presença de grupos metilênicos entre duplas ligações

(figura 1.5), os ácidos graxos poli insaturados são, para os oxidantes, alvos mais prováveis

do que o DNA (Cerutti, 1985; Porter, 1986; Dix e Aikens, 1993; Wagner e col., 1994). É

estimado que aproximadamente 60 moléculas de ácido linoleico (18:2 6 9
,12) e 200 de ácido

araquidônico (20:4 6 5
,8.!1, 14) (os ácidos graxos poliinsaturados mais abundantes em nossas

células) são consumidas por oxidante que reage com a bicamada lipídica (Howard, 1973).

Como essa oxidação desencadeia uma cascata autocatalítica que gera numerosas substâncias

genotóxicas, tais danos aos lipídios têm grandes implicações para a integridade do DNA.
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ácido linoleico

acido línolênico

ácido araquidônico

Figura 1.5: Estruturas de alguns ácidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas

biológicas.

A peroxidação lipídica se inicia pelo ataque à bicamada lipídica de qualquer

espécie suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio bis-alílico de um

ácido graxo poliinsaturado. Foi verificado que espécies tais como HO·, H02·, ~02, RO·,

R02• podem realizar essa oxidação (Barber e Thomas, 1978; Pryor e Lightsey, 1981; Aikens

e Dix, 1991). Após iniciado, o processo se toma autocatalítico, levando à fonnação de

hidroperóxidos e produtos secundários. As figuras 1.6 e 1.7 resumem as três fases do

processo. É importante mencionar que a oxidação enzimática do ácido araquidônico, que

ocorre durante a síntese de eicosanóides, é uma importante fonte de espécies reativas de

oxigênio. Além dos eicosanóides envolvidos na sinalização iotra- e intercelular, radicais de

oxigênio e hidroperóxidos lipídicos são gerados durante as reações catalisadas por

ciclooxigenases ou lipoxigenases (Mamett, 1994).
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Figura 1.6: Representação geral das fases da peroxidação lipídica. (esquema modificado de Vaca e

col., 1988).

Após a abstração do átomo de hidrogênio do ácido graxo poliinsaturado (LH)

levando à formação de um radical lipídico centrado no carbono (L-), este é estabilizado por

um rearranjo molecular, adquirindo a estrutura de dieno conjugado. A adição extremamente

rápida de uma molécula de oxigênio ao radical lipídico leva à formação do radical peroxil

(LOO-). Este é capaz de reagir com outro ácido graxo poliinsaturado, iniciando uma nova

cadeia de oxi dação a partir da formação de outro radical lipídico (L-) (fase de propagação).

O radical LOO- se combina com o átomo de hidrogênio abstraído e forma um hidroperóxido

lipídico (LOOH) (Vaca e co1., 1988). Alternativamente, os radicais LOO- podem formar

peróxidos cíclicos (figura 1.7) pelo ataque a uma dupla ligação na mesma cadeia. Esses

peróxidos cíclicos também podem propagar a peroxidação lipídica e, no caso da oxidação

dos ácidos araquidônico, docosahexaenóico (22:6 6 4
,7,10,13,16,19) e eicosapentaenóico (20:5

6 5
,8,11,14,17), podem levar à formação de isoprostanos (Gardner, 1989). Os isoprostanos são

uma classe de produtos tóxicos isômeros dos leucotrienos e prostaglandinas e são utilizados

como biomarcadores de peroxidação lipídica. Estão presentes em plasma e urina de seres

humanos sadios, o que indica que a peroxidação lipídica é um processo que ocorre

continuamente (Awad e col., 1993; Morrow e Roberts, 1996; Roberts e Mon-ow, 1997;

Basu, 1998; Lawson e cal., 1999).
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Figura 1.7: Mecanismo proposto para formação de hidroperóxidos lipídicos e peróxidos cíclicos a

partir do ácido araquidônico (Pryor e Stanley, 1975).
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Os hidroperóxidos lipídicos são instáveis na presença de metais de transição, tais

como ferro ou cobre, e formam radicais alcoxil (LO·) e peroxil (LOO·) (Halliwell e

Gutteridge, 1999):

LOOH + Fe2+ (ou Cu+) -+ LO· + OH- + Fe3+(ou Cu2+)

LOOH + Fe3+(ou Cu2+) -+ LOO· + H+ + Fe2+(ou Cu+)

A reação de íons Fe2+com hidroperóxidos lipídicos é freqüentemente mais rápida

que a reação com H20 2 (k2 para Fe2++ H20 2 é aproximadamente 76 M-ls-1
; k2 para LOOH +

Fe2+ é aproximadamente 1.5 x 103 M-1s-1
). A reação dos hidroperóxidos com Fe2+ é mais

rápida que a sua reação com Fe3+. Portanto, a velocidade de propagação da peroxidação

lipídica na presença de Fe3+ in vítro pode ser aumentada pela adição de agentes redutores

em baixas concentrações, tal como ascorbato, de modo a ser atingida uma razão ótima

Fe2
+lFe3+ que favoreça a propagação (Minotti e Aust, 1992). Os íons cobre são poderosos

promotores da decomposição de peróxidos (Gutteridge e Stocks, 1981).

Os radicais alcoxil podem abstrair átomos de hidrogênio de outros ácidos graxos

poliinsaturados e hidroperóxidos lipídicos, formando outros radicais lipídicos (L-) e radicais

LOO·, respectivamente. Assim, contribuem também para a propagação da peroxidação

lipídica.

Além de contribuirem para a propagação da peroxidação lipídica, são também de

interesse as reações dos radicais LOO· com outras macromoléculas (Viner e col., 1997;

Gamer e col., 1998). Seu tempo de vida é de aproximadamente 5 a 10 segundos e, uma vez

formados nas membranas nucleares, o DNA passa a ser um alvo importante (Greenley e

Davies, 1994). Foi verificado, a partir da replicação em células humanas de vetores

previamente modificados por LOO·, que esses radicais induzem predominantemente

substituições nos pares de base G:C, sendo que transversões G-+T foram as principais

substituições observadas (Burcham e Harkin, 1999). Não são conhecidas as lesões pró

mutagênicas que levam a essas substituições (Harkin e Burcharn, 1997; Valentine e col.,

1998; Burcham, 1999) e o esclarecimento dos eventos químicos que estão por trás dos

efeitos mutagênicos dos radicais LOO· é de fundamental impoliância para a avaliação da
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contribuição dessas lesões para o conjunto de danos basais presentes no DNA (Burcham,

1999).

Pode-se observar, portanto, que um único evento de iniciação leva à fOlmação de

várias moléculas de peróxidos como resultado da reação em cadeia. Um outro fator que

aumenta a complexidade da peroxidação lipídica é que a abstração inicial de um átomo de

hidrogênio pode ocorrer em diferentes pontos da cadeia de um ácido graxo poliinsaturado.

Assim, a peroxidação do ácido linoleico dá origem a principalmente quatro diferentes

hidroperóxidos (dienos trans,cis ou trans,trans substituídos em C-9 ou C-13), a do ácido

linolênico (18:3 .69
,12,15) também origina quatro (dienos trans,cis substituídos em C-9, C-12,

C-13 ou C-16), a do ácido araquidônico seis (dienos trans, eis substituídos em C-S, C-8, C-9,

C-lI, C-12 ou C-15) e assim por diante (Porter, 1984; Gardner, 1989). Além disso, como

mencionado anteriormente, os radicais peroxil podem reagir de modo a formar peróxidos

cíclicos e endoperóxidos (Porter, 1984). Outras variações surgem do fato de que os ácidos

graxos poliinsaturados podem estar contidos em fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,

fosfatidilcolina, glicolipídios ou esterificados ao colesterol e suas oxidações podem ter

diferentes propriedades biológicas e patológicas (Esterbauer e col., 1990). A oxidação do

colesterol para 5,6-epóxido e 5a.-hidroperóxido é também de especial interesse biológico,

uma vez que o colesterol epoxidado ocorre em altas concentrações em fluido de mama

humana e foi identificado como mutagênico (Petrakis e col., 1981; Sevanian e Peterson,

1984).

A decomposição dos hidroperóxidos lipídicos é importante porque, além de gerar

radicais que propagam a peroxidação lipídica, gera produtos não radicalares. Esses produtos

secundários (aldeídos, cetonas, epáxidos, entre outros) são mais estáveis do que os radicais

livres que iniciaram o processo e os radicais lipídicos fonnados durante a fase de

propagação. Conseqüentemente, podem atingir pontos distantes do locai em que se

fOlmaram (Vaca e col., 1988).

Os mecanismos pelos quais esses produtos secundários são gerados envolvem:

cisão-j1 por clivagem homolítica entre o carbono do radical alcoxil e uma ligação C-C

adjacente, originando um aldeído e um radical de hidrocarboneto que é estabilizado pela

abstração de hidrogênio de urna outra molécula (esse mecanismo origina os gases etano e

pentano, cujas medidas são utilizadas para a avaliação da peroxidação lipídica in vivo);

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!'!!!! 35



Introdução

estabilização do radical a1coxil para o respectivo ácido oxodienóico; ou ataque do radical

a1coxil a uma dupla ligação adjacente, podendo formar epóxidos (figura 1.8). Como os

sistemas biológicos contêm uma mistura de diferentes ácidos graxos poliinsaturados com

vários graus de insaturação, a peroxidação lipídica irá gerar uma mistura de hidroperóxidos

lipídicos cujas quebras podem produzir uma variedade de produtos secundários diferentes,

dentre os quais os aldeídos são os mais estudados (Porter, 1984; Mlakar e Spiteller, 1994;

Loidl-Stahlhofen e cal., 1994; Mlakar e Spiteller, 1996).

aldeídos

R1J{
H

+
•

\F\R2

+
6

R1
_ aJcano

cisão jl

O2

R1~R2 -L- Rl~R2
OOH

áCido oxodienóico

O2 OOH

j"=\ j"=\ ---=:....\,_ "r----., ~
R/ V '"R2 • R/ V-\R2

HO·

~

HO-

~
• Ro.l~R2--·_0~, ~R/ V-\R2

1l

o

Rl~H

4.5-epoxi-2-alcenais

+

Figura 1.8: Mecanismos propostos para fonnação de alguns produtos secundários da peroxidação

lipídica. ü) - 6: R 1 = CH3(CH2)4 ; W - 3; R1 = CH3CH2 .

A tabela 1.1 apresenta uma lista de aldeídos que foram identificados como

produtos da peroxidação lipídica induzida em microssomos de figado de ratos pelo sistema
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ADP-Fe2+/NADPH(Benedetti e col, 1980; Esterbauer e col., 1982; Benedetti e col, 1984a,

b; Poli e col., 1985; Esterbauer e col., 1985).

Tabela 1.1: Aldeídos que foram identificados corno produtos da peroxidação lipídica induzida em

microssomos de fígado de ratos pelo sistema ADP-Fe2+/NADPH.

4-hidroxialcenais 2-alcenais n-alcanais outros

4-hidroxi -2-nonenal

4-hidroxi-2-hexenal

acroleína propanal

butanal

pentanal

malonaldeído

2,4-heptadienal

4-hidroxi -2,5-nonadienal

4,5-dihidroxi -2-decenal

2-pentenal

2-hexenal

2-heptenal

2-octenal

hexanal

2,4-decadienal

5-hidroxioctanal

nonanal butanona

2-nonenal 2-pentanona

3-pentanona

2-octanona

A concentração gerada desses aldeídos depende das condições de oxidação e da

composição de ácidos graxos poliinsaturados nas membranas. Por exemplo, trans-4-hidroxi-

2-nonenal (HNE) é formado a partir da oxidação de ácidos graxos poliinsaturados 0)-6, tais

como ácido araquidônico e linoleico, tendo sido detectado em vários tecidos de humanos,

cachorros e roedores em níveis que variam de 0,3 a 8 nmol/g de tecido e 0,1 a 45 f.!Mem

plasma, dependendo do tecido e das condições patológicas (Esterbauer e col., 1990;

Esterbauer e col., 1991). A concentração intracelular de HNE medida em hepatócitos

incubados com CCl4 (um indutor de peroxidação lipídica após ser metabolizado para CCh8

via citocromos P450) foi de aproximadamente 7 f.!M(Poli e col., 1985) e, considerando que

os aldeídos derivados de lipídios não se distribuem uniformemente entre as fases aquosa e

lipídica, foi estimado que a concentração total local de aldeídos no interior das membranas

de microssomos peroxidados pode atingir o nível de 100 mM (Esterbauer e col., 1982;

Benedetti e col., 1984b; Poli e col., 1985), sendo que essa concentração estimada de HNE

fica em tomo de 4,5 mM (Esterbauer, 1985).

Malonaldeído (MDA) é formado enzimaticamente durante o metabolismo de

prostaglandinas (Hecker e Ulrich, 1989; Mamett, 1994) e espennina (Quash e col., 1987) e
37
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a partir da oxidação de ácidos graxos com mais de duas duplas ligações, tais como os ácidos

linolêníco, araquidônico, docosahexaenóico e eicosapentaenóico, sendo que os ácidos

graxos Cú-3 (línolênico, docosahexaenóico e eicosapentaenóico) também originam 4

hidroxi-2-hexenal (HHE) (Esterbauer e col., 1990; Van Kuijk e col., 1990). Os níveis de

MDA determinados em plasma de indivíduos sadios através de diferentes metodologias

variam de 0,0 a 47,2 !J.M, sendo que os valores mais baixos foram encontrados através da

utilização de metodologias mais específicas, baseadas em HPLC ou cromatografia gasosa

(Esterbauer e col., 1991). O nível de MDA encontrado em urina humana normal,

determinado como derivado de pentafluorofenil-hidrazina por cromatografia gasosa com

ionização por captura de elétrons, situa-se na faixa de 0,2 a 0,8 !J.M (Tomíta e col., 1990).

MDA, HNE, HHE, juntamente com acroleína (2-propenal) e crotonaldeído (2-butenal), são

os aldeídos mais largamente estudados com relação às suas propriedades químicas e

biológicas (Esterbauer e col., 1991; Chung e col., 1996).

A peroxidação lipídica tem sido associada ao desenvolvimento de uma variedade

de condições patológicas induzidas por exposição a agentes oxidantes. Alguns exemplos são

a injúria devida à isquemia - reperfusão (Grune e col., 1993; Grune e col., 1994; Siems e

col., 1995), a hepatotoxicidade devida ao tetracloreto de carbono (Morrow e col., 1992;

Brent e Rumack, 1993; Me Gregor e Lang, 1996), a carcinogênese (Cheeseman, 1993; Nair

e col., 2000), a aterogênese (Esterbauer e col., 1987; Salmon e col., 1987; Yla-Herttuala e

coL, 1989; Witztum e Steinberg, 1991; Kotani e col., 1994; Holvoet e col., 1995; Salomon e

co1., 2000), a formação de pigmentos de lipofucsina associados ao envelhecimento (Yin,

1996; Hidalgo e Zamora, 2000) e diabetes (Sato e col., 1979; Suzuki e col., 1992; Reagan e

col., 2000). Considerando que os aldeídos ~,.B-insaturados (aqueles que apresentam uma

dupla ligação C=C conjugada com o grupo carbonila), variantes estruturais dos mesmos

(tais como 4-hidroxialquenais e epoxialdeídos) e malonaldeído são agentes alquilantes com

capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em DNA,

peptídeos e proteínas, provocando alterações nas funções dessas moléculas, muitos

trabalhos têm sugerido a implicação desses aldeídos em vários processos degenerativos

associados ao estresse oxidativo (Brambil1a e co1., 1985; Witz, 1989; Eder e col., 1993;

Smreda e col., 1993; Requena e col., 1997; Salomon e col., 2000; Hidalgo e Zamora, 2000;

Nair e col., 2000).
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Recentemente foi descrita uma outra fonte endógena de aldeídos a.jJ-insaturados

(figura 1.9). A mieloperoxidase, na presença de H20 2 e cr, gera ácido hipocloroso (HOCl),

o qual oxida aminoácidos para cloraminas. Estes últimos derivados perdem Cl- e CO2,

formando iminas que são hidrolisadas para aldeídos. No caso da treonina, o hidroxialdeído

resultante sofre desidratação e origina acroleína. Esta pode ser uma importante via de

formação de alguns aldeídos em sítios de inflamação (Hazen e col., 1998).

+

HO>-_(~ HP2/ CI-
HO NHCI HOHNH
>-< -clico]

a •
mieloperoxidase

CO;HJC CO2 H3C H3C H

H,+NH'

ç-{0 -H2O HOHO..
H c if

H HJC H]

Figura 1.9: Mecanismo proposto para fonnação de aldeídos a,pinsaturados a partir da oxidação de

aminoácidos.

1.2.5.1. Danos basais em DNA: 11. Reação com malonaldeído

Malonaldeído (MDA) pode existir em diferentes formas em solução aquosa, de

acordo com o pH (figura 1.10). O valor de pK do grupo OH enólico é 4,5 e, portanto, em

pH fisiológico a fonua predominante é o ânion enolato, que tem baixa reatividade com a

maioria dos grupos arnino. A reatividade aumenta à medida em que o pH diminui e a forma

enol não dissociada, ,B-hidroxiacroleína, se toma a espécie predominante, em equilíbrio com

a forma ceto. Essa espécie é um eletrófilo que pode reagir com nuc1eófilos através de adição

de Michael, de modo semelhante à reação de outros aldeídos Q',,B-insaturados (Esterbauer e

col.,1991).

Diversos estudos mostraram que MDA é mutagênico em bactérias e células de

mamífero (Schamberg e col., 1979; Mamett e Tuttle, 1980; Yonei e Furui, 1981; Basu e
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Mamett, 1983; Mamett e col., 1985; Benamira e cal., 1995) e carcinogênico em ratos

(Spalding, 1988). Tais características podem ser explicadas pela capacidade de reação deste

aldeído com proteínas e DNA (Esterbauer e col., 1991; Mamett, 1999).
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Figura 1.10: Reação do MDA com bases do DNA.

Reiss e colaboradores descreveram a fonnação de produtos fluorescentes com

emissão máxima a 460 nm quando excitados a 390 nm após a reação de DNA com MDA

(Reiss e col.,1972). Foi sugerido que essa fluorescência era devida à fonnação de uma

estrutura amino-iminopropeno conjugada, R-N=C-C=C-N-R', entre os grupos amino das

bases do DNA e malonaldeído (Reiss e col., 1972). Alguns anos mais tarde foram

caracterizados adutos resultantes da reação de dG, dA e dC com MDA (figura 1.10) (Seto e

coL, 1983; Nair e caL, 1984; Mamett e coL, 1986; Stone e col., 1990a,b). Apenas o aduto

cíclico pirimidopurinona formado com dG (M)dG) é fluorescente, sendo também o de maior

rendimento na reação de MDA com DNA (presente em concentração cinco vezes maior que
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1I-(3-oxopropenil)desoxiadenosina (M1dA)). N' -(3-oxopropenil)desoxicitidina (M1dC) é

formado em quantidades muito pequenas (Marnett, 1999).

Uma via alternativa para formação de M1dGe, provavelmente, M1dAe M1dC é a

reação das respectivas bases com base-propenais (Dedon e col., 1998). A oxidação direta do

DNA por agentes que abstraem o átomo de hidrogênio 4' da desoxirribose inicia uma série

de reações que levam à formação de base-propenais. Um desses agentes oxidantes é o

antibiótico antitumoral Fe(Il) bleomicina que induz quebras no DNA (Burger e col., 1980;

Giloni e col., 1981; Grollman e col., 1985). Base-propenais são derivados oxopropenil das

bases do DNA, estruturalmente análogos a acroleínas substituídas na posição jJ (figura

1.11). Esses compostos transferem o seu grupo oxopropenil para dG, formando M1dG. O

tratamento de DNA com bleomicina na ausência completa de lipídios leva à formação de

M1dG. Esse aduto também é formado pela reação direta de adenina-propenal com DNA

(Dedon e col., 1998).

DNA oxidação em C-4':. ~CY'N;H

oANA
I o
H

DNA/dG . CN~N

~ À..JL ~
N N N

I
dR

base-propenal M1dG

Figura 1.11: Exemplo de base-propenal e sua reação com bases do DNA.

Para obtenção de informação a respeito da presença do aduto M1dG em DNA in

vivo, foram desenvolvidas metodologias altamente sensíveis e muito específicas para a

detecção de danos basais. A metodologia utilizada deve permitir a verificação inequívoca do

aduto, o que não é uma tarefa fácil para qualquer aduto de DNA (Marnett, 1999).

Primeiramente foi utilizada pós-marcação com 32p e2p-postlabeling) para

detecção e quantificação do aduto M1dG em DNA. Foi detectado um nível de 6 adutos/l06

nucleotídeos em DNA de fígado de camundongos tratados com MDA (20 /lmol/kg peso

corpóreo) (Vaca e col., 1992). Em estudos subseqüentes, o tratamento de camundongos com

MDA na concentração de 200 j..tmol/kgpeso corpóreo estimulou a formação de adutos
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MDA-hemoglobina em sangue e M]dG em fígado. Os níveis de M]dG diminuiram

lentamente após o tratamento com MDA, apresentando uma meia-vida de 12,5 dias

(Kautiainen e co1., 1993). Em outro estudo foi demonstrado um aumento de duas a três

vezes no nível de M1dG em rins de hamsters Syrian tratados com doses de dietilestilbestrol

ou oestradiol indutoras de câncer nesse órgão (Wang e Liehr, 1995). Um nível de 2,6 ± 1,2

adutos por 107 nucleotídeos foi detectado em leucócitos humanos de 26 voluntários e uma

análise paralela de sete voluntárias indicou um nível de 3,0 ± 1,3 MjdG por 107 nucleotídeos

em tecido de mama normal (Vaca e col., 1995). Um outro estudo mostrou que o nivel de

adutos em tecido de mama normal de mulheres com câncer de mama é duas a três vezes

maior que no tecido de mama de mulheres sem câncer. Além disso, o nível de adutos

encontrado no tumor foi menor que o presente no tecido normal circundante (Wang e col.,

1996). Foi ainda verificado um grande aumento (aproximadamente 20 vezes) do nivel de

MjdG em leucócitos de mulheres (mas não de homens) alimentadas com uma dieta rica em

ácidos graxos poliinsaturados (1,2 a 28 adutos/l07 nucleotídeos) em relação a um grupo que

recebeu uma dieta rica em ácidos graxos monoinsaturados (0,2 a 2,5 adutos/l07

nucleotídeos) (Fang e cal., 1996).

O uso da cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS)

com ionização química negativa permitiu a detecção e quantificação de M jdG em fígado,

células brancas do sangue e pâncreas humanos em níveis que variam desde abaixo do nível

de detecção (1 adutoll 08 nucleotídeos) até 1,2 adutos por 106 nucleotídeos

(aproximadamente 6500 adutos por célula) (Chaudhary e col., 1994; Rouzer e cal., 1997;

Kadlubar e col., 1998). A especificidade do método é dada pela combinação de

cromatografia por imunoafinidade para separar o aduto dos outros nucleosídeos presentes no

DNA, derivatização química, coeluição cromatográfica com um padrão interno adicionado à

amostra de DNA antes da hidrólise e monitoramento de um único íon no espectr6metro de

massas (Marnett, 1999). A identidade de MldO nas amostras de DNA de figado humano e

células brancas do sangue foi independentemente verificada por cromatografia líquida

acoplada à espectrometria de massas em tandem (Chaudhary e cal., 1995; Rouzer e cal.,

1997). É importante notar que os níveis de M[dG encontrados in vivo se assemelham aos

níveis de 8-oxodG (seção 1.2.4).

O potencial mutagênico dos adutos MDA-DNA foi avaliado por diferentes

abordagens. A reação de MDA, em pH neutro, com um genoma simples-fita de
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bacteriófago, seguida por transformação de linhagens de E.coli induzidas para resposta

SOS, provocou mutações por substituição de pares de bases (76%) e deslocamento da

seqüência de bases (por exemplo devido a adições) no gene lacZa contido no vetor.

Aumento na concentração de MDA levou a aumento no número de mutações, coincidente

com o aumento no nível de M1dG. As principais substituições observadas foram

transversões G~T (35%) e transições e~T (32%) e A~G (25%), provavelmente

decorrentes dos adutos correspondentes formados com MDA (Benamira e cal., 1995).

Experimentos de mutagênese sítio-específica utilizando vetores dupla-fita confirmaram que

o aduto M,dG é mutagênico em E.coli, induzindo transversões para T e transições para A

(Reddy e Mamett, 1995; Fink e col., 1997). A freqüência total de mutações foi de

aproximadamente 18% (Fink e cal., 1997).

Transformações de linhagens de E. coZi deficientes em enzimas de reparo com

vetores contendo M1dG sugeriram que o reparo deste aduto se dá por meio de excisão de

nucleotídeos. Linhagens deficientes em formamidopirimidina (FAPY) glicosilase ou 3

metiladenina glicosilase, enzimas conhecidas por participarem do reparo de 8-oxodG e

adutos exocíclicos, não tiveram as freqüências de mutações afetadas, enquanto que um

grande aumento na freqüência de mutações foi observado em células deficientes em reparo

por excisão de nuc1eotídeos (uvrA-ou uvrBl (Fink e co1., 1997; Johnson e co1., 1997).

Recentemente foi verificado, através de análises de espectros de ressonância

magnética nuclear, que M1dG sofre rápida e quantitativa abertura do anel exocíclico para

N2-oxopropenil-dG quando está presente em DNA dupla-fita, mas não quando em DNA

simples-fita (figura 1.12). A desnaturação térmica do DNA leva à rápida ciclização de N2_

oxopropeníl-dG para M1dG e o inverso ocorre quando o DNA é renaturado. A presença do

grupo amino exocíclico da de oposta ao aduto M[dG parece ser importante para a abertura

do anel, uma vez que tal abertura não ocorre quando M1dG está oposta a timina (Mao e col.,

1999). Essa interconversão resulta em diferenças significativas no potencial mutagênico e

susceptibilidade para o reparo, além de fornecer grupos funcionais reativos no interior da

molécula de DNA que podem levar à fonnação de ligações cruzadas entre as cadeias do

DNA e entre proteínas e DNA (Niedernhofer e col., 1997; Mao e col., 1999). Foi

demonstrado que MDA induz tais ligações cruzadas, mas os eventos moleculares

responsáveis pelas mesmas ainda não são bem compreendidos (Summeriíeld e Tappel,
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1983; Summerfield e Tappel, 1984a; Summerfield e Tappel, 1984b; Voitkun e Zhitkovich,

1999).
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Figura 1.12: Abertura do anel de MjdG em DNA dupla-fita.

Apesar de os estudos de mutagenicidade indicarem um envolvimento direto do

aduto MldO na indução de mutações, mais investigações são necessárias para que seja

esclarecida a importância desse aduto na carcinogênese humana e outras doenças crônicas.

Para isso, toma-se importante avaliar a distribuição de MjdO em diferentes tecidos ou tipos

celulares e se os seus níveis podem ser modulados pela dieta ou outros fatores ambientais

(Leuratti e col., 1998).

Uma outra possível fonte da fluorescência observada por Reis e colaboradores

em DNA incubado com MDA (Reiss e col., 1972) pode ser o aduto l,4-dihidropiridina

altamente fluorescente resultante da reação do grupo amino exocíc1ico de 2'

desoxiadenosina com um produto da condensação de duas moléculas de malonaldeído com

uma de acetaldeído (figura 1.13) (Le Curieux e col., 1998). Acetaldeído pode ser formado a

partir de malonaldeído via oxidação deste para o semialdeído ácido malônico e

descarboxilação (Esterbauer e cal., 1991). Esse aduto pode ser biologicamente importante,

uma vez que o acetaldeído é um composto formado endogenamente a partir da oxidação

enzimática do etanol no figado, além de também estar presente na fumaça de cigarro e

emissões de automóveis. Em fígado de ratos que ingeriram etanol foi encontrado o aduto

dihidropiridina correspondente em proteínas, indicando que o produto da condensação de

MDA com acetaldeído é formado in vivo (Tuma e col., 1996; Xu e coL, 1997). Trabalhos

anteriores haviam mostrado que derivados dihidropiridínicos são formados em reações de
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aminas primárias com MDA em misturas contendo aldeídos saturados (Kikugawa e Ido,

1984; Nair e col., 1988). Foi sugerido que a condensação de aldeídos alifáticos com

malonaldeído é uma reação geral, o que significa que outros aldeídos, além de acetaldeído,

presentes em fluidos fisiológicos podem formar com malonaldeído produtos de condensação

reativos (Gómez-Sánchez e cal., 1993).
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Figura 1.13: Estrutura do aduto formado pela reação entre 2'-desoxiadenosina e o produto de

condensação de malonaldeído com acetaldeído (Le Curieux e cal., 1998).

1.2.5.2. Danos basais em DNA: 111. Propal1oadutos

Além de malonaldeído, outros aldeídos gerados endogenamente podem

contribuir para o conjunto de danos basais presentes no DNA. Dentre eles, os mais

estudados são os trans-4-hidroxi-2-alcenais e trans-2-alcenais, os quais, em pH fisiológico,

são mais eletrofílicos que o MDA (Burcham, 1988; Toyokuni e cal., 1997).

O trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE), principal hidroxialcenal resultante do

processo de peroxidação lipídica, exibe, de acordo com a sua concentração, uma série de
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atividades biológicas. Estas incluem inibição de enzimas, inibição da síntese de proteínas,

DNA e RNA, indução de proteínas de choque térmico, bloqueio da proliferação de várias

linhagens celulares, redução de comunicação intercelular via junções comunicantes,

estímulo da migração de neutrófilos e modulação de vários genes (Esterbauer, 1985;

Esterbauer e col., 1991; Fazio e col., 1992; Parola e col., 1993; Spycher e col., 1996;

Barrera e col., 1996; Leonarduzzi e col., 1997). Tem sido verificado que proteínas

modificadas por HNE ocorrem em lesões ateroscleróticas e que existem anticorpos contra as

mesmas em plasma de coelhos e humanos (Steinberg e col., 1989; Palinski e col., 1990;

Salomon e col., 2000). HNE também apresenta efeitos genotóxicos e mutagênicos em

células (Brambilla e col., 1986; Esterbauer e col., 1991).

Outro 4-hidroxialcenal, trans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE), recebeu atenção após

ter sido verificado que, além de ser um produto de peroxidação lipídica (Van Kuijk e col.,

1990; Esterbauer e col., 1991), é o produto final formado em figado durante o metabolismo

de alcalóides pirrolizidínicos, tal como senecionina, podendo desempenhar um papel na

toxicidade devida a esses alcalóides (Segall e col., 1985). Tais alcalóides são produzidos por

uma variedade de plantas e são responsáveis por muitas mortes de animais e

envenenamentos humanos (Bull e col., 1968). Muitos são hepatotóxicos (McLean, 1970),

genotóxicos (Williams e col., 1980; Green e col., 1981) e carcinogênicos (Schoental, 1968).

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 (figura

1.14) (Esterbauer e col., 1991). A sua habilidade em reagir rapidamente com nucleófilos em

pH fisiológico contribui significativamente para sua toxicidade. Assim, reagem com grupos

tióis (-SH) presentes em GSH e proteínas e grupos amino presentes em bases de DNA,

proteínas (por exemplo, resíduos de lisina em lipoproteínas) e nos fosfolipídios

fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (Esterbauer e col., 1991).

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). No caso da

reação direta dos aldeídos com bases do DNA (adição de Michael do grupo amino

exocíclico da base ao C-3 do aldeído, seguida por ciclização), os principais produtos são os

adutos cíclicos formados com dG, os quais são análogos saturados, 8-hidroxi propano C-6

substituídos, do aduto derivado da reação de dO com malonaldeído (figura 1.14). Recebem
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a denominação geral de propanoadutos. A cadeia lateral no C-6 do novo anel revela qual

enal gerou o aduto. Uma vez que os adutos contêm dois novos centros quirais, os produtos

compreendem uma mistura de diastereoisômeros (Winter e col., 1986; Yi e coL, 1997).

1,\>R~O )0 H~~J('> Ho~O~\N,>
H2N~N N~ N N~NN.HO ~_. H

O adição de Michael R H O R O

HO . HO HO

H~ HO HO

2'-deso xiguanosina intermediá rio aduto 1,N2-propanodG

Figura 1.14: Mecanismo proposto para a fonnaçào de 1,N2-propano-2'-desoxiguanosina.

Dentre os trans-2-alcenais, os mais estudados são acroleina [H2C=CH-HC=O] e

crotonaldeído [H3C-CH=CH-HC=O]. Eles são formados endogenamente como resultado

da oxidação de lipídios (Esterbauer e cal., 1991), aminoácidos (Hazen e cal., 1998) e

poliaminas (Alarcon, 1970) e ocorrem no ambiente como componentes da fumaç.a de

cigarro (acroleína: 10-140 Ilglcigarro) e exaustão de automóveis, sendo também produzidos

quando alimentos contendo gordura são cozidos (Wynder e cal., 1965; Esterbauer e co!.,

1991; Wilson e cal., 1991); ocorrem também como produtos do metabolismo de drogas

(Rees e Tarlow, 1967; Alarcon, 1970; Patel e cal., 1980; Nelson e Boor, 1982),

carcinógenos (ex.: N-nitrosopirrolidina origina crotonaldeído) e agentes quimioterapêuticos

(ex.: ciclofosfamida e ifosfamida originam acroleína) (Izard e Libermann, 1978; Hales,

1982; Nath e Chung, 1994). Outro trans-2-alcenal, hexenal, é um importante aromatizante

que ocorre naturalmente em muitas frutas e vegetais, sendo, por causa do seu aroma,

utilizado como aditivo alimentar, além de também ser gerado por processos de autoxidação

(Gotz-Schmidt e Schreier, 1986; Feron e cal., 1991; van Ruth e cal., 1995; Golzer e co!.,

1996). Diversos estudos mostram que esses aldeídos são mutagênicos em bactérias e células

de mamífero (Mamett e co!., 1985; Curren e cal., 1988; Srni th e cal., 1990; Canonero e cal.,

1990; Eder e cal., 1992), tendo sido verificado que crotonaldeído leva à formação de
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tumores em figado de ratos após administração oral crônica (42 mg/L de água) (Chung e

col., 1986) e acroleína inicia a carcinogênese em bexiga urinária de ratos (Cohen e col.,

1992).

Acroleína, crotonaldeído e hexenal também reagem, via adição de Michael, com

bases do DNA, levando à formação dos respectivos propanoadutos (Chung e Hecht, 1983;

Chung e COI.'1984; Oõlzer e col., 1996). Como no caso dos trans-4-hidroxi-2-alcenais, os

principais adutos observados são os resultantes da reação com dO, embora adutos cíclicos

também sejam formados a partir da reação de acroleína com desoxiadenosina e

desoxicitidina (Sodum e Shapiro, 1988; Smith e col., 1989; Smith e col., 1990).

Adutos I,N2-propano-2'-desoxiguanosina derivados da reação de dO com

acroleína ou crotonaldeído foram detectados em tecidos de figado, pele, glândulas

mamárias, rins, cérebro, pulmão, próstata, leucócitos e bexiga urinária de roedores não

submetidos a qualquer tratamento (nível total: 1,1 a 16,9 adutos por 107dO) e em figado,

leucócitos, gengiva e mama humanos (nível total: 0,1 a 75,3 adutos por 107dO) (Nath e

Chung, 1994; Nath e col., 1996; Nath e col., 1998). O aduto derivado da reação de dO com

HNE foi recentemente detectado em DNA de figado e cólon de ratos não tratados e

humanos (Chung e col., 2000). Diversos estudos realizados in vitro e in vivo mostraram que

a oxidação dos ácidos graxos poliinsaturados é uma importante fonte desses níveis basais de

propanoadutos (Chung e col., 1999).

A presença de níveis basais de adutos I,N2-propano-2'-desoxiguanosina em

tecidos de roedores e humanos levanta questões a respeito da participação dessas lesões nos

processos de mutagênese e carcinogênese. Entretanto, as propriedades mutagênicas desses

adutos ainda não foram avaliadas por experimentos de mutagênese sítio-específica (Marnett

e col., 1985; Cajelli e col., 1987) devido ao fato de a instabilidade dos mesmos impedir a

sua incorporação em oligonuc1eotídeos e vetores ponte (Khullar e col., 1999). Uma nova

estratégia para formação do aduto I,N2-propano-2'-desoxiguanosina derivado de acroleína

após a síntese do oligonuc1eotídeo foi recentemente descrita e deverá tornar possível a

construção dos vetores necessários para esses estudos (Khullar e col., 1999). Um modelo do

aduto 1,N2-propano-2'-desoxiguanosina sem o grupo hidroxila no anel propano, o qual não

ocorre naturalmente, foi usado como substituto nos estudos de mutagênese sítio-específica

realizados. Esses estudos mostraram que esse aduto modelo induz substituições O-+A e

G~T com alta eficiência em E.coli, além de alteração na seqüência de bases (Benamira e
48
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col., 1992; Moriya e col., 1994; Burcham e Mamett, 1994). Com a utilização de vetores

ponte replicados em células de mamífero foi determinado o espectro de mutações induzidas

por crotonaldeído, consistindo em 86% das substituições envolvendo pares de base G:C

(Kawanishi e cal., 1998). As alterações mais comuns foram transversões G~T seguidas por

transições G~A (Kawanishi e col., 1998).

Pouco também é conhecido a respeito do reparo desses adutos. O aduto modelo

não hidroxilado é substrato para o complexo de reparo por excisão de nucleotídeos de E.coli

e células de mamífero, sendo também reconhecido e reparado pelo sistema de reparo de

pareamento errado (reparo de mismatch) (Johnson e cal., 1997; Johnson e col., 1999).

Os dados existentes até o momento sugerem que os propanoadutos são lesões

continuamente geradas em nosso DNA e, provavelmente, os adutos resultantes das reações

de dG com crotonaldeído, acroleína ou HNE representam apenas uma pequena parcela

dessas lesões. O entendimento do papel desses adutos cíclicos no desenvolvimento do

câncer é uma importante e desafiante área para investigação futura, bem como a observação

da forma com que os níveis basais e padrões dessas lesões pró-mutagênicas em tecidos

humanos variam de acordo com a dieta e fatores genéticos e ambientais (Chung e cal.,

1999).

1.2.5.3. Danos basais em DNA: IV. Etenoadutos

Dentre os adutos exocíclicos de DNA, os etenoadutos (figura 1.15) têm sido

bastante estudados ao longo dos últimos 25 anos (Bartsch, 1999). Um grande interesse no

estudo dessas lesões teve início com a verificação de que elas são induzidas em DNA por

conhecidos carcinógenos ocupacionais e ambientais, tais como cloreto de vinila e carbamato

de etila (metano), após metabolização para os respectivos oxiranos (figura 1.16) (Barbin e

cal., 1975; Foiles e cal., 1993; Bartsch e cal., 1994). Os derivados exocíclicos 1,NJ-eteno

2'-desoxiadenosina (EdAdo), 3Jt -eteno-2'-desoxicitidina (EdCyd) e N2,3 -eteno-2'

desoxiguanosina (N2,3~EdG) foram detectados em diferentes tecidos de ratos expostos ao

cloreto de vinila (600 ppm, 4 hldia, 5 dias) em níveis que variam de 2,9 a 9,8 EdCydl107dC,

0,4 a 2,1 EdAdoll07dA e 2,1 a 18,1 N2,3-EdGIl07dG (Eberle e cal., 1989; Ciroussel e caL,

1990; Fedtke e col., 1990a,b; Swenberg e col., 1992) e levam à incorporação errada de bases
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após a replicação ou a transcrição (Singer e col., 1987; Cheng e col., 1991; Mroczkowska e

Kusmierek, 1991; Singer e col., 1991; Basu e cal., 1993). Os estudos de fidelidade de

replicação ou transcrição foram feitos inicialmente in vitro com a utilização de

oligonucleotídeos modificados em um sítio específico e as especificidades mutagênicas

encontradas foram subseqüentemente confirmadas por estudos de mutagênese sítio

especifica através da replicação de vetores simples-fita em E. coli e células de mamífero.

Nesses estudos foi verificado que sdAdo induz transições A~G e transversões A-).T e

A~C (Basu e col., 1993; Pandya e Moriya, 1996), edCyd induz transversões C~A e

transições C~T (Palejwala e col., 1993; Moríya e col., 1994), e N2,3-sdG induz transjções

G-»A (Cheng e col., 1991), sendo que as eficiências mutagênicas de sdAdo e sdCyd foram

maiores em células de mamífero (70% para EdAdo e 81 % para EdCyd) que em E. coli

(sdAdo: 0,53% em células pré-irradiadas com UV e menos que 0,18% em células não

irradiadas; EdCyd: 32% em células pré-irradiadas com UV e 2% em células não irradiadas)

(Moriya e col., 1994; Pandya e Moriya, 1996; Shibutani e cal., 1996). Os resultados desses

estudos foram consistentes com os resultados de dois estudos separados referentes às

mutações em tumores de ratos e humanos expostos ao cloreto de vinila. Em um desses

estudos, cinco de seis angiosarcomas de fígado humano associados com exposição ao

cloreto de vinila mostraram transições G:C-»A:T no codon 13 do gene c-Ki-ras-2, o que

está de acordo com as propriedades mutagênicas de sdCyd e N2,3-EdG (Marion e cal.,

1991). No outro estudo, tumores de ratos expostos ao cloreto de vinila mostraram transições

G-»A, transversões A-»C e transições C-»T em genes N-ras, também consistentes com as

propriedades pró-mutagênicas dos etenoadutos (Froment e col., 1994).
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Com os avanços tecnológicos que pennitiram o desenvolvimento de métodos

analíticos ultra-sensíveis para detecção de adutos em DNA, tais como GC-MS, LC-ESIIMS,

HPLC/radioimunoensaio, imunoafinidade/32P-postlabeling, níveis basais de vários adutos

exocíclicos, incluindo os etenoadutos cdAdo, EdCyd e N2,3-EdG, passaram a ser observados

em DNA de roedores e humanos não expostos a carcinógenos (Bartsch e cal., 1994; Chung

e cal., 1996; Nair e cal., 1999). Os níveis basais de sdAdo/l07dA detectados em tecidos

humanos variam de <0,005 a 2,5 e em tecidos de roedores variam de 0,002 a 2,1; os valores
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correspondentes para sdCyd/107dC variam de <0,005 aI, 1 e 0,003 a 2,4 respectivamente

(Nair e co1., 1999). Tais observações estimularam a busca por substâncias geradas

endogenamente que poderiam levar à formação dessas lesões. Há, atualmente, muitas

evidências de que níveis basais dos adutos exocíclicos são derivados da reação de produtos

da peroxidação lipídica com o DNA.

Um número crescente de trabalhos têm mostrado que os aldeídos interagem

diretamente com o DNA ou são metabolizados a epóxidos, compostos conhecidos por serem

agentes alquilantes do DNA com alta atividade mutagênica (Ehrenberg e col., 1977;

Segerback, 1983). Acroleína, crotonaldeído, trans-2-hexenal e trans-4-hidroxi-2-nonenal

(HNE) reagem com bases do DNA originando adutos cíclicos do tipo propano que puderam

ser detectados in vivo (Chung e caL, 1999). Alternativamente esses aldeídos podem ser

convertidos para os correspondentes derivados epoxidados tanto enzimaticamente como via

reação com hidroperóxidos de ácidos graxos endógenos ou H20 2 (Chen e Chung, 1996). A

reação dos epoxi-aldeídos com bases do DNA leva à formação dos etenoadutos.

Muito esforço tem sido feito no sentido de elucidar as fontes, o significado

toxicológico e as conseqüências genéticas dessas lesões basais de DNA; os tipos de fatores

exógenos ou condições patofisiológicas que levam ao seu aumento; e se esses adutos,

quando gerados através de reações mediadas por estresse oxidativo, desempenham um papel

na carcinogênese humana ou em outras doenças neurodegenerativas (Bartsch, 1999).

Estudos in vitro mostraram que tN-etenoadenina (sA) e 3,}\1"-etenocitosina (EC)

são formados quando microssomos de fígado de ratos são submetidos à peroxidação lipídica

mediada por ferro na presença de nucleosídeos ou nucleotídeos (el Ghissassi e col., 1995) e

que aldeídos ~pinsaturados, tais como HNE, acroleína e crotonaldeído, reagem com bases

de DNA, via seus epóxidos, originando os etenoadutos EdAdo, EdCyd e um outro

etenoaduto de dG, I,N2-eteno-2'-desoxiguanosina (l,N2-EdG) (Goldschmidt e co1., 1968;

Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Chung e co1., 1996).

Apesar de ter sido sugerida a possibilidade de i ,N2-sdG ser um bom marcador

para danos em DNA induzidos por produtos da peroxidação lipídica (Sodum e Chung,

1988), a sua formação em sistemas biológicos ainda não foi demonstrada (M<jJller e Wallin,

1998; Burcham, 1999). Apenas recentemente foram publicados os primeiros dados

referentes a mutações induzidas por esse aduto em E. coli (Langouet e col., 1998) e cél ulas



Introdução

de mamífero (Akasaka e Guengerich, 1999) com a utilização de vetores dupla-fita. No caso

do estudo feito em bactérias, houve incorporação errada de bases em cerca de 3% da

progênie viral, consistindo principalmente em transições G-?A, seguidas por transversões

G~T e G~C (Langouet e cal., 1998). No estudo feito em células de mamífero, foi

utilizado um sistema de mutagênese sítio-específica intracromossômico, tendo sido

observada uma freqüência aparente de mutações de 4,6%. A análise da seqüência de 21

clones derivados da fração mutante revelou cinco que correspondiam a mutações

diretamente no sítio de incorporação de 1,N2-EdG (principalmente transições G~A). Os

outros mutantes diferiam dos gerados a partir do oligonucleotídeo não modificado e

incluiam deleções, rearranjos, duplos-mutantes e substituições de pares de base em sítios

próximos ao sítio do aduto (Akasaka e Guengerich, 1999).

Em estudos in vivo, o tratamento de ratos com indutores de peroxidação lipídica,

tais como CC14 (Chaudhary e col., 1994), ferro + CC14 ou ferro + etanol (Nair e col., 1999)

resulta em aumento dos níveis de etenoadutos nos figados desses animais. Condições que

induzem estresse oxidativo ou peroxidação lipídica em animais ou humanos, como

produção excessiva de óxido nítrico (NO) (Nair e caL, 1998a) e certas doenças genéticas de

estoque de metais, tais como doença de Wilson e hemocromatose primária (Nair e co1.,

[998b), aumentam os níveis de etenoadutos nos tecidos afetados. A produção excessiva de

-NO ocorre sob condições patofisiológicas de infecções crônicas e inflamações, conhecidos

fatores de risco para vários cânceres humanos. Recentemente foi demonstrado em um

modelo de rato que a formação de etenoadutos em DNA ocorre como conseqüência da

superprodução de -NO in vivo (Nair e cal., 1998a; Nair e col., 1999). Esta observação

sugere que os etenoadutos podem contribuir para o desenvolvimento de cânceres humanos

associados com processos inflamatórios crônicos causados por infecções virais, bacterianas

e parasitárias persistentes (Ohshima e Bartsch, 1994). De forma interessante, não foi

detectado aumento concomitante de 8-oxodG nas mesmas amostras de DNA analisadas para

verificação da presença de etenoadutos. O aumento no nível de 8-oxodG seria esperado,

uma vez que o peroxinitrito (ONOO-) é um forte agente oxidante. Entretanto, a velocidade

de degradação de 8-oxodG por peroxinitrito parece ser mais rápida que a sua velocidade de

fonnação, o que faz com que essa base oxidada não seja sempre um bom marcador para

danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo. Neste caso, produtos de oxidação
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secundários mais estáveis, como os adutos exocíclicos, parecem ser marcadores mais úteis

(Bartsch, 1999). Outra evidência de que a peroxidação lipídica está envolvida na fonnação

de etenoadutos em DNA vem da observação da presença de níveis elevados desses adutos

exocíclicos em DNA de leucócitos de mulheres com dieta rica em ácidos graxos

poliinsaturados 00-6 (Nair e co1., 1997).

Em um estudo recente foi observada correlação entre o acúmulo de metabólitos

do ácido araquidônico (ácidos 8-hidroxieicosatetraenóico (8-HETE) e 12

hidroxieicosatetraenóico (l2-HETE)) e a formação dos adutos €dAdo e E:dCyd no modelo de

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

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em pele de camundongos (Nair e col., 2000). Em

papilomas reversíveis obtidos após 20 semanas de tratamento com TPA foram observados

aumentos de 15 e 68 vezes nos níveis de 8-HETE e 12-HETE, respectivamente, em relação

ao controle. Paralelamente, os níveis de EdAdo e E:dCyd aumentaram, respectivamente, em

12 e 9 vezes (Nair e coL, 2000). Alguns estudos mostraram que tumores de pele induzidos

experimentalmente acumulam altos níveis de prostaglandinas (MüIler-Decker e cal., 1995) e

ácidos 8-HETE e 12-HETE (precursores dos leucotrienos) (Lehmann e col., 1992; Krieg e

col., 1995; Bürger e col., 1999) e tem expressão aumentada das ciclooxigenases e

lipoxigenases envolvidas na síntese dessas substâncias. A inibição dessas enzimas inibe

significativamente o desenvolvimento de tumor em pele de camundongos (Müller-Decker e

col., 1998). Foi também demonstrado um aumento significativo dos níveis de etenoadutos

em DNA de pólipos de pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP) nos quais havia

superexpressão da ciclooxigenase-2, em comparação com o epitélio de cólon normal

(Schmid e col., 2000). Esses dados sugerem urna correlação entre a formação de

etenoadutos em DNA e a síntese de eicosanóides, além de mostrarem o envolvimento dos

etenoadutos no processo de carcinogênese (Nair e col., 2000).

A verificação de que os etenoadutos são reconhecidos por enzimas de reparo

mostra a existência de mecanismos de defesa celular contra essas lesões genotóxicas

(Bartsch, 1999). O aduto EA é substrato para a enzima de reparo alquilpurina-DNA-N

glicosilase de células de mamífero, mesma enzima que efetua o reparo de 3-metiladenina. O

aduto EC é reparado eficientemente por uma outra DNA-glicosilase, a enzima timina-DNA

glicosilase que repara T no pareamento errado G:T (Singer e Hang, 1999). Os etenoadutos
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1,N2-êG e N2,3-EG são liberados por extratos de células HeLa a uma velocidade menor que

EA ou EC, mas não são conhecidas as enzimas que efetuam esse reparo (Singer e Hang,

1999). A inibição dessas enzimas de reparo ou a falta de expressão das mesmas em certos

tipos de células podem levar a um acúmulo ou persistência dos etenoadutos em seu DNA

(Swenberg e col., 1992; Guichard e col., 1996) e a todas as conseqüentes mutações. Apesar

de serem bons substratos para o reparo por glicosilases, não pode ser descartada a

possibilidade de que outras vias também estejam envolvidas no reparo de etenoadutos. Por

exemplo, a mutagenicidade de I,N2-EdG aumenta quando presente em vetores que são

transfectados para linhagens de E.coli deficientes em reparo por excisão de nucleotídeos

(Langou~tecol., 1998).

Todos esses estudos nos levam a acreditar que ao utilizarem-se métodos

específicos e sensíveis para analisar amostras biológicas facilmente disponíveis, como

leucócitos e urina, vários fatores que influenciam a peroxidação lipídica, tais como dietas

ficas em lipídios, baixos níveis de antioxidantes e processos inflamatórios, podem ser

avaliados com a utilização dos etenoadutos como marcadores de exposição às espécies

reativas formadas a partir do processo de lipoperoxidação (Nair, 1999).

1.2.5.4. Estudos realizados com trans,trans-2,4-decadienal

Sabemos que muitos aldeídos são formados na fase de terminação da

peroxidação lipídica. Em sistemas de peroxidação não enzimáticos, aproximadamente 30 a

40 moles de compostos carbonílicos são fonnados por moI de MDA (Vaca e col., 1988).

Em uma série de estudos foi caracterizada a formação de produtos fluorescentes a

partir da interação de lipídios oxidados com o DNA. Esses produtos fluorescentes

apresentavam um espectro com excitação máxima a 315 nm e emissão máxima a 420 nm

(Reiss e Tappel, 1973; Fujimoto e cal., 1984), sendo, portanto, diferente do obtido a partir

da reação de MDA com DNA (Reiss e col.,1972). Esses resultados foram indicativos de que

outros compostos carbonílicos formados durante a peroxidação lipídica poderiam reagir

com o DNA e originar produtos caracterizados por diferentes espectros de fluorescência

(Fujimoto e col., 1984).
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Foram testados hidroperóxidos resultantes da oxidação do metil linolato e

linolenato. Os testes foram feitos na presença de metais e agentes redutores (cisteína e ácido

ascórbico), pois, nessa condição, os hidroperóxidos são facilmente decompostos, resultando

na formação de uma grande variedade de compostos carbonílicos e espécies reativas de

oxigênio que podem reagir com o DNA (Fuj imoto e col., 1984).

Foi verificado que epidióxidos de Iinolenato autoxidado são precursores de 2,4

alcadienais (Frankel e col., 1983). Os hidroperoxi epidióxidos do linolenato estão entre os

mais ativos dos produtos secundários da oxidação do linolenato, reagindo com DNA na

presença de metais e agentes redutores e levando à formação de produtos fluorescentes com

emissão máxima a 420 nrn (Aexc.= 315 nm) (Fujimoto e col., 1984). Diversos aldeídos

poJiinsaturados foram testados, sendo que os 2,4-alcadienais e o 2,4,7-decatrienal foram os

mais eficientes na formação dos adutos fluorescentes com o DNA (Frankel e col., 1987).

Hasegawa e colaboradores investigaram as estruturas químicas dos produtos

formados a partir da reação de adenina com hidroperóxidos do metil linolato ou com

aldeídos resultantes da decomposição desses hidroperóxidos na presença de Fe2
+ e ácido

ascórbico. O 2,4-decadienal (DDE) e o 2-octenal reagiram diretamente com adenina,

levando à formação de produtos fluorescentes (Hasegawa e col., 1988).

Experimentos preliminares realizados por Frankel e colaboradores e em nosso

laboratório (Medeiros e coL, 1992; Medeiros e coL, 1995) mostraram que o DDE reage com

DNA de timo de bezerro, formando adutos fluorescentes com emissão máxima a 420 nm

quando excitados a 335 nm. Além disso, foi possível confirmar que o aduto formado entre

adenina e DDE é a principal espécie responsável pela fluorescência observada (Medeiros e

cal., 1992). Recentemente foram caracterizados em nosso laboratório cinco etenoadutos

fluorescentes resultantes da reação de metabólitos do DDE com 2'-desoxíadenosina in vitro

(Carvalho e coL, 1998; Carvalho e coL, 2000).

Foi ainda demonstrado que os produtos secundários da peroxidação lipídica,

principalmente os aldeídos a,~-insaturados, são altamente tóxicos para fibroblastos (Kaneko

e col., 1987) e células endoteliais humanas (Kaneko e col., 1988). Dentre eles, os mais

citotóxlcos foram o 2,4-decadienal e o 4-hidroxi-2-nonenal. A concentração de 2,4

decadienal que levou a 50% de indução de morte (DL 50) foi 9 !lM (Kaneko e cal., 1988).
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Um estudo mostrou que radicais lipídicos induzem quebras no DNA (Yang e

Schaich, 1996). Esses radicais lipídicos podem ser tanto radicais alcoxil e/ou peroxil

resultantes da fase de propagação da peroxidação lipídica, como aqueles resultantes da

oxidação de aldeídos insaturados (Yang e Schaich, 1996). A incubação de DDE com

pBR322 levou à ocorrência de quebras no DNA, sendo a porcentagem do dano maior que a

induzida por outros aldeídos insaturados testados (hexenal, heptenal, octenal, nonenal, 2,4

heptadienal e 2,4-nonadienal) (Yang e Schaich, 1996). Outro estudo mostrou que esse

aldeído inibe o crescimento celular, altera o nível de glutationa celular e induz fragmentação

do DNA (Nappez e col., 1996).

2,4-Decadienal é um aldeído bastante difundido no melO ambiente, sendo

encontrado na água (Bao e col., 1997), em alimentos como peixe (Milo e Grosch, 1996;

Yoshiwa e cal., 1997; Cha e CadwalJader, 1998), carne (Brewer e Vega, 1995; Konopka e

col., 1995), frango (Farkas e col., 1997; Kerler e Grosch, 1997) e pão (Schieberle e Grosch,

1991), estando presente como aromatizante natural em plantas (Moshonas e Shaw, 1979;

Boosfeld e Vitzthum, 1995), sendo parte de secreções de defesa de alguns insetos (Boeve e

col., 1997) e também gerado a partir de ácidos graxos poliinsaturados pela ação de

lipoxigenases de plantas (Almosnino e Belin, 1991; Andrianarison e cal., 1991). Além

disso, é gerado endogenamente como produto da peroxidação lipídica (Esterbauer, 1985).

Dada a sua presença no meio ambiente e em nosso organismo e com base nas

evidências preliminares de que esse aldeído induz danos celulares, sendo que esses danos

ainda não haviam sido satisfatoriamente caracterizados, nosso laboratório começou a

investigar a interação do DDE com bases do DNA.

O interesse em iniciarmos o trabalho com as células de mamífero veio de uma

colaboração entre grupos de pesquisa do nosso departamento. No início deste trabalho o

nosso grupo estava investigando reações entre aldeídos e nucleosídeos que levavam ao

aparecimento de produtos fluorescentes. Nesse período iniciamos uma colaboração com o

grupo do Prof. Rogério Meneghini, uma vez que uma de suas estudantes, Clélia Bertoncini,

durante o seu trabalho com produtos de quebras de DNA, observou o aparecimento de

fluorescência no DNA de células CVI-P incubadas com nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA),

um conhecido indutor de peroxidação lipídica. Tentamos verificar se os produtos por ela

observados coincidiam com os que estávamos observando in vifro. Entretanto, o sistema

com as células/Fe-NTA mostrou-se bastante complexo, havendo variação no rendimento
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dos produtos com pequenas variações nas condições de trabalho. As dificuldades

encontradas na interpretação dos resultados nos indicaram que deveríamos primeiro

entender o sistema de reação in vitro e em células expostas ao aldeído para então partinnos

para a compreensão do que estava ocorrendo com as células na presença do indutor de

peroxidação lipídica, que pode gerar diferentes aldeídos com rendimentos diferentes

dependendo das condições das células.





Objetivos

2. Objetivos

Com o intuito de podel11los compreender melhor os efeitos citotóxícos e

genotóxicos associados com a exposição a produtos da peroxidação lipídica, nos

concentramos nos seguintes objetivos:

1. Observação de alterações em DNA de células de mamífero (linhagem CVI-P)

após incubação com DDE;

2. Identificação, isolamento e caracterização química de adutos formados a

partir da reação de 2'-desoxiguanosina com DDE in vitro;

3. Detecção da fonnação desses adutos em DNA incubado com DDE in vitro e

em DNA de células de mamífero (linhagem CVI-P).





3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram da maIS alta pureza comercialmente

disponíveis. trans, trans-2,4-Decadienal (DDE), HF-piridina (70%) e 3-(trimetílsilil)-1

propanosulfonato de sódio (DSS) foram adquiridos da Aldrich (Milwaukee, WI). Soro fetal

bovino (SFB) foi proveniente da Cultilab - materiais para cultura de células (Campinas, SP,

Brasil). Clorofórmio e etanol (P.A.) foram fornecidos pela Cinética Química (São Paulo,

Brasil). 2'-Desoxiguanosina, ácido fórmico, tetrahidrofurano (THF), metanol, hidróxido de

sódio, fosfato de potássio monobásico, sulfato de magnésio, ácido fosfárico,

dimetilformamida, ácido perclórico e 2-cloroacetaldeído foram obtidos da Merck

(Darmstadt, Alemanha). [l SNs]-2'-desoxiguanosina foi fornecida por Cambridge Isotope

Laboratories (Andover, MA). Fosfatase alcalina, nuclease PIe brometo de 3-(4,5-dimetil-2

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) foram provenientes da Pharmacia Biotech

(Uppsala, Suécia). Acetonitrila e metanol grau cromatografia foram adquiridos da EM

Science (Gibbstown, NJ). Carbonato de sódio anidro foi fornecido pela Mallinckrodt

Chemical (Paris, França), azul de tripan pela Nuclear (São Paulo, Brasil), alaranjado de

xilenol pela Labsynth Produtos para laboratórios Ltda (Diadema, SP, Brasil), líquido de

cintilação pela fundação SARDI (São Paulo, Brasil), eH] timidina pela Amersham Life

Science Products (Buckinghamshire, Inglaterra), tubos Supelclean LC-18 (6 mL, 1 g) pela

Supelco (Bellefonte, PA) e filtros Ultrafree-Mc (10,000 NMWL) e Ultrafree-Mc (poro: 0,22

flm) pela Millipore (Bedford, MA). Todos os outros reagentes foram obtidos da Sigma

Chemical Co. (S1. Louis, MO).

A água foi deionizada em um sistema Milli-Q (Míllipore).

3.2. Equipamentos

Os espectros de absorbância foram adquiridos em um espectrofotômetro Hitachi

U3000 (Tokyo, Japão). As medidas de fluorescência foram feitas em um

espectrofluorímetro Spex modelo 1681 (Spex lndustries, Edison) NJ). Os espectros de IH e
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Uc RMN em uma e duas dimensões foram adquiridos a 2rC em espectrômetros DPX-300

e DRX-500 MHz (Bruker, MA). Os espectros· de massas foram obtidos em um

espectrômetro Quattro II (Micromass, Manchester, U.K.). Para as centrifugações foram

utilizadas as centrífugas refrigeradas modelos Centrifuge 5403 da Eppendorf (Hamburg,

Alemanha) e Himac CR2IE da Hitachi. As incubações que necessitavam de agitação foram

feitas em um Orbital Incubator Shaker, Gyromax TM 703 (Amerex Instmments, Lafayette,

CA). As observações microscópicas foram feitas em um microscópio invertido Diaphot 300

da Nikon (Tokyo, Japão). As soluções foram autoclavadas em autoclave vertical modelo

415 da Fanem (São Paulo, Brasil). As medidas de pH foram feitas em um potenciômetro da

Coming modelo 320 (Sigma). As células foram incubadas em uma estufa de CO2 Napco®,

modelo 5100 da Precision Scientific (Chicago, Illinois). As liofilizações foram feitas em um

sistema consistindo de uma bomba de vácuo de alta performance, modelo VLP 120, da

Savant (Savant instruments, Holbrook, NY), um micromódulo E-C para secagem a baixas

temperaturas (E-C Apparatus, Holbrook, NY) e um concentrador modelo 5301 da

Eppendorf. Foram utilizados balança analítica da A&D Company (Tokyo, Japan), banho

maria modelo 144 da Fanem e um módulo para esterilização do ar, equipado com luz UV

(EAClIENVIRCO Envirorunentll Air Control, Albuquerque, NM).

3.3. Danos celulares induzidos por DDE

3.3.1. Cultivo das células

Meio de cultura: melO Eagle modificado por Dulbecco (DME) suplementado com

NaHC03 (1,2 g/L), 100 Jlg/mL de penicilina, 94 ~g/mL de sulfato de estreptomicina e 10%

de soro fetal bovino (SFB).

O meio de cultura sem suplementação com SFB foi esteri.lizado por filtração

através de membrana de 0,22 ~m diretamente para o interior de frascos estéreis. Foram

utilizados filtros estéreis descartáveis da Coming. O SFB estéril foi adicionado a alíquotas

do meio estéril de acordo com a necessidade de uso.
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Soluções

PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na2HP04 , pH 7,0. Solução autoclavada.

Tripsina: 0)05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo lmM de EDTA. Solução

esterilizada por filtração através de membrana de 0,22 Ilm diretamente para o interior de

frascos estéreis.

Fibroblastos renais de macaco verde africano, linhagem CVI-P, doados pelo

Prof. Rogério Meneghini (LNLS - Campinas, SP), foram cultivados no meio de cultura

suplementado, em atmosfera com 5% de CO2, a 37°C, no escuro. As células cresceram

aderidas à superfície de garrafas plásticas de cultura e foram repicadas em períodos de 5 a 6

dias.

Procedimento para o repique das células: após a retirada do meio, a cultura foi

lavada 2 vezes com PBS. A seguir, foi incubada a 37°C com volume mínimo (5 mI) de

solução de tripsina até que as células se desprendessem (± 2 min). As células foram, então,

ressuspensas no meio de cultura suplementado e a suspensão distribuída para novas garrafas

ou placas na diluição desejada.

3.3.2. Tratamento das células com DDE

Após as células atingirem a confluência (aproximadamente lxl06 células/poço de

1,6 em de diâmetro, 6xl06 células/placa de 10 em de diâmetro ou 3x107 células/placa de 15

em de diâmetro), o meio de cultura foi substituído por outro sem soro. As incubações com

DDE, partindo de uma solução estoque de 35 mM de DDE em etanol 98% preparada

imediatamente antes do uso, foram feitas na estufa de CO2 a 37°C de diferentes formas.

3.3.2.1. Incubações para extração do DNA e medidas de fluorescência

As células cultivadas em placas de 15 em de diâmetro foram incubadas com

DDE nas concentrações finais de 50 IlM, 60 p,M ou 70 IlM em 15 mL de meio de cultura

sem soro conforme descrito abaixo:
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a) adição de solução de DDE para a concentração final de 60 ~M. A incubação

foi feita por 50 minutos e o DNA foi extraído para medida de fluorescência;

b) adição de solução de DDE para a concentração final de 50 ~M. A incubação

foi feita por 1 hora e 45 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo

DDE foi substituído por meio de cultura suplementado com SFB e as células

foram incubadas por mais 2 horas, 6 horas ou 22 horas antes de ser extraido o

DNA para medida de fluorescência;

c) adição de solução de DDE para a concentração final de 70 ~M. A incubação

foi feita por 50 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo DDE foi

substituído por meio de cultura suplementado com SFB e as células foram

incubadas por mais 3 horas, 6 horas ou 8 horas antes de ser extraído o DNA

para medida de fluorescência.

Paralelamente foi extraído DNA de células não submetidas ao tratamento com

DDE (controle).

3.3.2.2. Incubações para medidas de viabilidade celular

As incubações foram feitas de quatro diferentes formas:

a) as células cultivadas em poços de 1,6 em de diâmetro foram incubadas com

DDE na concentração final de 65 /lM em 1,5 roL de meio de cultura sem soro

por 1 hora, 3 horas, 7 horas e 9 horas. Após o término de cada período de

incubação, a viabilidade celular foi determinada pelo método de coloração

com azul de tripan;

b) as células cultivadas em poços de 1,6 em de diâmetro foram incubadas com

DDE na concentração final de 65 /lM em 1,5 roL de meio de cultura sem soro

por 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas e 24 horas. Após o término de cada

período de incubação, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do

MTT;
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c) as células cultivadas em poços de l,6 em de diâmetro foram incubadas com

300 )..lM de BSQ em 1 mL de meio de cultura sem soro por 3 horas e, em

seguida, 65 11M de DDE em l,5 mL de meio de cultura sem soro por 2 horas,

4 horas, 8 horas e 24 horas. Após o término de cada período de incubação, a

viabilidade celular foi detelminada pelo ensaio do MTT;

d) as células cultivadas em poços de 1,6 cm de diâmetro foram incubadas com

DDE nas concentrações finais de 1 )..lM, 6 )..lM, 12,5 )..lM, 25 )..lM, 50 )..lM e 100

)..lM em 1,5 mL de meio de cultura sem soro por 5 horas. Após esse período de

incubação, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT.

Paralelamente, foram feitas medidas de viabilidade de células não submetidas a

qualquer tratamento (controle) e incubadas com L-butionina-[S,RJ-sulfoximina (BSQ) e/ou

etanol nas concentrações correspondentes às presentes em cada incubação com DDE.

3.3.2.3. Incubações para dosagem de sulfidrilas não proteicas (NPSH)

As células cultivadas em placas de 10 em de diâmetro foram incubadas com

DDE nas concentrações finais de 65 )..lM ou 100 )..lM em 10 roL de meio de cultura sem soro

por diferentes intervalos de tempo como descrito abaixo:

a) adição de solução de DDE para a concentração final de 65 )..lM. As células

ficaram expostas ao aldeído por 2,5 horas, 3 horas e 4 horas. Após o término

de cada período de incubação, foi feita a lise para dosagem de NPSH;

b) adição de solução de DDE para a concentração final de 65 )..lM. As células

ficaram expostas ao aldeído por 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 8 horas e

24 horas. Após o ténnino de cada período de incubação, foi feita a lise para

dosagem de NPSH;

c) adição de solução de DDE para a concentração final de 100 )..lM. As células

ficaram expostas ao aldeído por l,5 horas, 2,5 horas, 3,5 horas e 4,5 horas.
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Após O término de cada período de incubação, foi feita a lise para dosagem de

NPSH.

Paralelamente, foram feitas dosagens de NPSH de células não submetidas a

qualquer tratamento (controle) e incubadas com etanol nas concentrações correspondentes

às presentes nas incubações com DDE.

3.3.2.4. Incubações para medidas defragmentação do DNA

As células cultivadas em poços de 1,6 cm de diâmetro foram incubadas com

diferentes concentrações de DDE por diferentes intervalos de tempo como descrito abaixo:

a) adição de solução de DDE para as concentrações finais de 6 ~M, 12,5 ~M, 25

~M e 50 IlM. As células ficaram expostas ao aldeído por 3 horas. Após esse

período foi seguido o procedimento para a determinação da porcentagem de

DNA fragmentado;

b) adição de solução de DDE para a concentração final de 100 /-lM em 1 mL de

meio de cultura sem soro. As células ficaram expostas ao aldeído por 3 horas,

5 horas, 8 horas e 24 horas. Após o fim de cada período de incubação, foi

seguido o procedimento para a determinação da porcentagem de DNA

fragmentado.

Paralelamente foram feitas medidas da fragmentação do DNA de células não

submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com etanol nas concentrações

correspondentes às presentes nas incubações com DDE.

3.3.2.5. Incubações para análise da formação de adutos em DNA

As células cultivadas em placas de 15 cm de diâmetro foram incubadas com

diferentes concentrações de DDE em 15 roL de meio de cultura sem soro por diferentes

intervalos de tempo como descrito abaixo:
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a) adição de solução de DDE para a concentração final de 50 !-iM. A incubação

foi feita por 5 horas;

b) adição de solução de DDE para a concentração final de 65 ).lM. A incubação

foi feita por 50 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo DDE foi

substituído por meio de cultura suplementado com SFB e as células foram

incubadas por mais 2 a 3 horas antes de ser extraído o DNA;

c) adição de solução de DDE para a concentração final de 65 ).lM. A incubação

foi feita por 5 horas;

d) adição de solução de DDE para a concentração final de 100 !-iM. A incubação

foi feita por 5 horas.

Após o fim de cada período de incubação, foi iniciada a extração do DNA para a

verificação de fonnação de adutos. Paralelamente foram feitas as mesmas medidas em

células não submetidas ao tratamento com DDE (controle).

3.3.3. Viabilidade celular

3.3.3.1 Determinação da viabilidade celular pelo método de coloração com

azul de tripan

Soluções

PBS: 137 mM NaCI, 1,68 mM KCl, 1,47 mM Na2HP04, pH 7,0.

Azul de tripan: 0,4% de azul de tripan em água (P/v).

Este método se baseia no princípio de que células viáveis não adquirem

coloração, enquanto as células não-viáveis adquirem (Patterson, 1979).

Após os tratamentos (item 3.3.2.2.a), as células (- 1 x 106
) foram lavadas 2 vezes

com PBS e ressuspensas em 2 mL desse tampão. Em um tubo foram misturados 500 J-lL de

solução de azul de tripan, 200 ).lL de PBS e 300 ,uL da suspensão de células. Após 5 mio foi

iniciada a contagem utilizando-se um hemocitômetro.
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Cada quadrado do hemocitômetro, com a lamínula no local certo, representa um

volume total de 0,1 mm3 ou 10-4 cm3
. Desde que 1 cm3 equivale a aproximadamente 1 mL, a

subseqüente concentração de células por mL e o número total de células foram

determinados usando-se os seguintes cálculos:

células/roL = média das células contadas em cada quadrado x fator de diluição x

total de células = células/mL x volume original da solução da qual a amostra de

células foi removida

viabilidade celular (%) = células viáveis totais (não coradas) -7- total de células

(coradas e não coradas) x 100

o gráfico de sobrevivência relativa foi feito dividindo-se a viabilidade das

células tratadas pela viabilidade das células controles.

..
3.3.3.2 Determinação da viabilidade celular pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,S-dijenil-2H-tetrazólio (MTT)

Soluções

Solução de lise: 10% SDS em 1: 1 dimetilformamida:água v/v, pH 4,8.

MTT: 5 mg/mL em PBS.

o método, originalmente descrito por Mosmann (1983), se baseia na conversão

do sal tetrazólio (MIr) para o produto colorido formazan, cuja concentração pode ser

medida espectrofotometricamente. Essa conversão ocorre, principalmente, em mitocôndrias

intactas e, portanto, células viáveis (Hansen e cal., 1989).

As células foram semeadas numa densidade de 5xl05 células/poço em placas de

24 poços (1,6 em 0) e incubadas por 16 horas a 37°C em meio de cultura suplementado

com SFB. Para construção da curva padrão, foram plaqueadas de 1x 104 a 6x105

células/poço (lxI04
, 3xl04

, 6xI04, 9xl04
, lxl05

, 3xl05
, 6xl05

) em duplicata e incubadas

pelo mesmo penado de tempo (16 horas).
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Após esse período, as células foram incubadas corno descrito nos itens

3.3.2.2.b,c,d. Paralelamente, células controle foram incubadas com concentração de etanol

(0,13% v/v) equivalente à presente nas soluções de incubação com DDE. Ao final de cada

incubação, o meio de cultura foi substituído por outro sem soro ao qual foram adicionados

300 J-lL de solução de MIT. Após duas horas de incubação a 37°C, o meio contendo MTT

foi removido com cuidado para que não fosse aspirado o formazan precipitado no poço. Foi,

então, adicionado 1 mL da solução de lise a cada poço. Após solubilização dos precipitados,

foi feita a medida de absorbância a 595 nm.

3.3.4. Dosagem de sulfidrilas não proteicas (NPSH)

Soluções

PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCl, 1,47 mM Na2HP04 , pH 7,0.

Solução A: 2M HCI04 , 4mM EDTA.

Solução B: 2M NaOH.

Solução C: 300 mM tampão fosfato, pH 8.

DTNB: 3,5 mM DTNB em tampão fosfato 100 mM, pH 7.

Após os tratamentos (item 3.3.2.3), as células foram lavadas 2 vezes com 10 mL

de PBS e ressuspensas em 10 mL de meio de cultura suplementado com SFB. As

suspensões foram transferidas para tubos e centrifugadas a 1500 g por 5 min a 10°C. Os

sobrenadantes foram removidos e os precipitados ressuspensos em 10 mL de PBS com

auxílio de pipeta Pastem. Foi feita nova centrifugação a 1500 g por 5 mm a 10°C, o

sobrenadante removido e o precipitado ressuspenso em 250 f.lL de PBS.

Em seguida, as células foram lisadas e desproteinízadas com adição de 250 )...tL da

solução A. As suspensões foram centrifugadas a 8000 g por 5 min a 10°C e os

sobrenadantes foram utilizados para dosagem de NPSH, enquanto os precipitados foram

utilizados para dosagem de proteínas.

Para a dosagem de NPSH, 200 /lL de sobrenadante foram neutralizados pela

adição de 62 f.lL da solução B e 800 J-lL da solução C. O volume de 1 mL dessa solução foi

transferido para uma cubeta e foram adicionados 7 f.lL da solução de DTNB. A absorbância
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a 412 nm, devida à formação de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), foi verificada 1 minuto após a

adição de DTNB: 2GSH + DTNB ~ GSSG + 2 TNB.

A concentração de NPSH foi determinada utilizando-se um coeficiente de

extinção molar de 13600 M-1cm- 1 (Ellman, 1959). A concentração proteica do precipitado

foi determinada pelo método de Bradford. A concentração de NPSH foi expressa por !J.g de

proteína.

3.3.5. Dosagem de proteínas - método de Bradford

Soluções

Reagente para dosagem: 100 mg de azul brilhante de coornassie G-250 dissolvidos em

50 rnL de etanol 95%. A essa solução foram adicionados 100 mL de ácido [osfórico

85% (p/v). A solução resultante foi diluída para o volume final de 1 litro.

Solução A: 0,1 5 M NaCl.

Solução B: 300 mM NaOH.

o método se baseia na observação de que o azul brilhante de coomassie G-250 se

converte da forma vermelha para a azul após ligação à proteína. O complexo é formado

rapidamente (2 minutos), permanece disperso em solução por um tempo relativamente

longo (1 hora) e tem um alto coeficiente de extinção, o que permite grande sensibilidade na

dosagem das proteínas (Bradford, 1976).

A curva padrão para dosagem das proteínas foi construída utilizando-se albumina

de soro bovino (10 a 100 /lg de albumina em 100 /lL de solução). As soluções de proteína

foram preparadas na solução A. Aos tubos contendo 100 !lL de solução de proteína foram

adicionados 5 mL da solução para dosagem. Após agitação, a absorbância a 595 mn foi

medida em cubetas de 3 rnL contra o branco contendo 100 ).lL da solução A e 5 mL da

solução para dosagem. A massa de proteína foi, então, plotada contra a absorbância

correspondente, resultando na curva padrão para determinação do conteúdo de proteínas em

amostras desconhecidas.

Para a dosagem de proteínas nas amostras, os precipitados foram ressuspensos

em 400 /lL da solução B. As soluções de proteínas foram preparadas juntando-se 20 ).lL de
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cada amostra com 80 IlL da solução A. Às soluções resultantes foram adicionados 5 mL da

solução para dosagem e a leitura da absorbância feita como descrito acima.

3.3.6. Medida de fragmentação do DNA

Soluções

PBS: 137 mM NaCI, 1,68 mM KCl, 1,47 mM Na2HP04, pH 7,0.

Tripsina: 0,05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo lmM de EDTA.

Meio de lise: 2% SDS, 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaOH.

Solução A: 0,12 M KCl.

Solução B: 0,1 N HCI.

Solução C: 5% TCA.

o método se baseia no princípio de que o DNA intacto, de alto peso molecular,

precipita associado a nucleoproteínas, na presença de SDS, enquanto o DNA fragmentado é

liberado no sobrenadante (Olive, 1988).

As células foram semeadas numa densidade de 3x 105 células/poço em placas de

24 poços (1,6 cm 0) e incubadas por 24 horas a 3rC. Após esse período, foi feita marcação

do DNA das células com [3H] timidina (0,5 IlCiJmL) em meio de cultura suplementado com

SFB por 20 horas, seguida por um período de recuperação de 2 horas em meio frio. Esse

procedimento assegura a não existência de radioatividade incorporada em pequenos

fragmentos resultantes da replicação do DNA. Em seguida, as células foram lavadas com

PBS e incubadas com DDE ou etanol como descrito no item 3.3.2.4.

Ao final de cada incubação, as células foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e a

cada poço foram adicionados 300 IlL de solução de tripsina. As células foram transferidas

para tubos Eppendorf aos quais foram adicionados 300 IlL do meio de lise. Em seguida,

foram adicionados 300 IlL da solução A gelada. Os tubos foram transferidos para banho

maria a 65°C por 10 minutos e, em seguida, resfriados em banho de gelo por 5 minutos.

Após a fonnação do complexo nucleoproteico, os tubos foram submetidos a uma

centrifugação a 1500 g, 4°C, por 10 minutos, para a separação deste. Os sobrenadantes

obtidos foram neutralizados pela adição de 70 }J.L da solução B e secos a vácuo até que
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restassem 100 IlL de solução. Os precipitados foram ressuspensos em água deionizada e

aquecidos a 65°C. Ambos foram transferidos para pequenos quadrados de papel absorvente

Whatmann nº 17. O material ácido-insolúvel foi precipitado nos filtros com a solução C.

Posterionnente esses papéis foram lavados com etanol e acetona. Após secos, foram

transferidos para frascos de contagem de cintilação contendo 10 mL de líquido de cintilação

e a radioatividade presente em cada amostra foi medida em contador de cintilação líquida.

O cálculo da porcentagem de DNA fragmentado foi feito da seguinte fonua:

%DNA fragmentado = [cpm sobrenadante + (cpm sobrenadante+cpm precipitado)] x 100.

3.3.7. Extração do DNA

Soluções

Solução A: 0,2% de SDS em DES (5 mM CDTA, 1M de LiCI, 50 mM Tris/I-lCI pH 8,0

e 1M uréia)

Solução B: 1 mM CDTA e la mM de Tris/HCI, pH = 7,5.

RNAse livre de DNAse: 10 mg de RNAse em 1 mL de tampão acetato de sódio 10 mM,

pH 5,2. Aquecer a 100°C por 15 mino

O DNA genômico foi extraído por adição de 2 mL da solução A a cada placa

contendo cerca de 3x 107 células. A solução contendo as células foi transferida para um tubo

e, a esta mistura, foram adicionados 100 [lg/mL de proteinase K. Após incubação (o ver

night) a 37°C, o DNA foi precipitado com 0,5 volume de isopropanol e transferido com um

fino bastão de vidro para um tubo contendo volume da solução B suficiente para dissolvê

lo. A solução foi então incubada com 50 [lg/mL de RNAse livre de DNAse por 2 horas a

37°C. Em seguida, foram realizadas duas extrações (1500g, 5 min, 25°C) com igual volume

de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24: 1) e a fase aquosa foi transferida para outro

tubo onde o DNA foi precipitado com igual volume de etanol (10000 g, 30 min, 4°C). O

DNA obtido foi lavado 2x com etanol 70%, seco ao ar e redissolvido em água. Sua

concentração foi detenninada espectrofotometricamente por leitura da absorbância a 260 nm

e sua pureza verificada pela relação A260/A280 > 1,8. Em média foi possível conseguir 150

Ilg de DNA a partir de cada placa de células.
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3.3.8. Hidrólise do DNA

o DNA extraído das células foi hidrobsado enzimaticamente para subseqüente

análise por HPLC. Para a hidrólise, foi utilizado o procedimento descrito abaixo.

Um total de 1 mg de DNA foi dissolvido em 1 mL de tampão acetato de sódio 20

mM, pH 4,8. Em seguida, foi adicionada nuclease Pl (lO unidades para cada 100 ug de

DNA) e a amostra foi incubada a 37°C por 4 horas. Então, foram adicionados 15O !J.L de

tampão Tris-HCI 1M, pH 7,4 para cada 1 roL de solução e IS unidades de fosfatase alcalina

para cada 1 mg de DNA. A amostra foi incubada a 37°C por 2 horas, filtrada e alíquotas do

DNA hidrolisado foram submetidas à análise por HPLC.

3.3.9. Análise da presença de diferentes produtos em DNA de células

incubadas com DDE por HPLC-UV/fluorescência e HPLC-EC

Para as análises foram utilizados dois sistemas de HPLC da Shimadzu

(Shimadzu, Kyoto, Japão):

Sistema 3.3.9.A: duas bombas LC-lO AD, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um detector

de absorbância, modelo SPD-IO AV, e um detector de fluorescência, modelo RF-S35,

controlados por um módulo de comunicação CBM-IOA e o software Class Le-IOAWS;

Sistema 3.3.9.B: duas bombas LC-I0 ADNP, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um

detector de absorbãncia, modelo SPD-IO AVNP, e um detector eletroquímico

amperométrico digital Antec Decade (Antec, Leyden, Holanda), controlados por um

módulo de comunicação SCL-IOANP e o software Class-VP.

Foram utilizadas as seguintes condições de cromatografia de alta perfonnance

em fase reversa:

Condição 3.3.9.1: uma coluna analítica Shim-pack CLC-ODS (1S0 mm x 6 mm i.d., 10

J...lm) da Shimadzu foi eluída com um gradiente de fonniato de amônio (25 mM, pH 5,5)

e acetonitrila (de O a 30 min, 5 a 30% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 30 a 50% de

acetonitrila; de SO a 55 min, 50 a 100% de acetonitrila; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 260 nm para
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análise dos nucleosídeos não modificados e quantificação de 2'-desoxiguanosina, e a

fluorescência emitida foi monitorada a 420 nro (Àexc. = 300 nm).

Condição 3.3.9.2: uma coluna analítica Shim-pack CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm i.d., 5

!-im) da Shimadzu foi eluída com um gradiente de formiato de amônio (25 mM, pH 5,5)

e acetonitrila (de O a 30 min, 5 a 20% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 20 a 40% de

acetonitrlla; de 50 a 55 min, 40 a 100% de acetonitriJa; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 225 nro para

análise dos nucleosídeos não modificados e quantificação de 2'-desoxiguanosina, e a

fluorescência emitida foi monitorada a 420 nm (f"exc. = 300 nm).

Condição 3.3.9.3: uma coluna analítica Spherex 5 CI8 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 !-im) da

Phenomenex (Torrance, CA) foi eluída com uma solução de fosfato de potássio (50 mM

KH2P04, pH 5,5) contendo 10% de metanol e 1,2 mM de EDTA a um fluxo de 1

mL/min. A absorbância foi monitorada a 285 nm para análise dos nucleosídeos não

modificados e quantificação de 2'-desoxiguanosina. Foi feita detecção eletroquímica em

potencial de + 600 mV.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados e degaseificados. A

estimativa da quantidade de DNA em cada injeção foi obtida a partir da quantificação de 2'

desoxiguanosina em cada amostra. Foi utilizado o seguinte cálculo: !-imoI dG x 324,5

(média da massa molecular dos nucleotídeos) x 4 = J.lg de DNA. Para essas quantificações,

foram construídas curvas de calibração de 2'-desoxiguanosina utilizando-se as mesmas

condições de HPLC em que foram injetadas as amostras de DNA.

3.3.10. Tratamento estatístico dos dados

A análise estatística dos dados foi feita através do teste t para comparação entre

duas populações. Foram consideradas significativas as diferenças com p< 0,05.
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3.4. Análise da formação de adulos entre 2 '-desoxiguanosina e DDE in vitro

3.4.1. Condições para separação e purificação dos diferentes produtos por

HPLC

Para as análises foi utilizado um sistema de HPLC da Shimadzu (Shimadzu,

Kyoto, Japão) incluindo duas bombas LC-I0 AD, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um

detector de absorbância, modelo SPD-l O AV, e um detector de fluorescência, modelo RF

535, controlados por um módulo de comunicação CBM-IOA e o software Class LC

10AWS.

Foram utilizadas as seguintes condições de cromatografia de alta perfonnance

em fase reversa:

Condição 3.4.1.1: uma coluna analítica Shim-pack CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm i.d., 5

flm) da Shimadzu foi eluída com um gradiente de fOlmiato de amônio (25 mM, pH 5,5)

e acetonitrila (de O a 30 min, 5 a 20% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 20 a 40% de

acetonitrila; de 50 a 55 min, 40 a 100% de acetonitrila; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 254 nm e a

fluorescência emitida foi monitorada a 420 nm (/"cxc. = 300 nm).

Condição 3.4.1.2: uma coluna semi preparativa Luna 10 C8(2) (250 mm x 10 mm i.d., 10

~m) da Phenomenex foi eluída com um gradiente de fonniato de amônio (25 mM, pH

5,5) e acetonitrila (de O a 30 min, 5 a 20% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 20 a 40% de

acetonitrila; de 50 a 55 min, 40 a 100% de acetonitrila; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 4,7 mL/min. A absorbância foi monitorada a 254 nm e a

fluorescência emitida foi monitorada a 420 nm (/"cxc. = 300 nm).

Condição 3.4.1.3: uma coluna semi preparativa Luna 10 C18(2) (250 mm x 10 mm i.d.,

10 ~m) da Phenomenex foi eluída com um gradiente de formiato de amônio (25 mM, pH

5,5) e acetonitrila (de O a 5 min, 5% de acetonitrila; de 5 a 30 min, 5 a 20% de

acetonitríla; de 30 a 50 min, 20 a 40% de acetonitrila; de 50 a 55 min, 40 a 100% de

acetonitrila; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de acetonitrila) a um fluxo de 4,7 mUm in. A

absorbância foi monitorada a 225 nm.
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Condição 3.4.1.4: uma coluna analítica Luna C 18(2) (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 )J.m) da

Phenomenex foi eluída com um gradiente de água e acetonitrila (de O a 5 min, 5% de

acetonitrila; de 5 a 30 min, 5 a 20% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 20 a 40% de

acetonitrila; de 50 a 55 min, 40 a 100% de acetonitrila; e de 55 a 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 roL/mino A absorbâncía foi monitorada a 225 nm.

Condição 3.4.1.5: uma coluna analítica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 )J.m) da

Phenomenex foi eluída com um gradiente de água e acetonitrila (de O a 5 min, 5 a 25%

de acetonítrila; de 5 a 10 min, 25 a 30% de acetonitrila; de 10 a 25 min, 3O a 40% de

acetonitrila; de 25 a 35 min, 40 a 100% de acetonitrila; e de 35 a 45 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 280 nm.

Condição 3.4.1.6: uma coluna analítica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 )J.m) da

Phenomenex foi eluída com um gradiente de água e acetonitrila (de O a 5 min, 5 a 15%

de acetonitrila; de 5 a 10 min, 15 a 20% de acetonitrila; de 10 a 35 min, 20 a 35% de

acetonitrila; de 35 a 45 min, 35 a 40% de acetonitrila; de 45 a 55 min, 40 a 100% de

acetonitrila; e de 55 a 60 min, 100 a 5% de acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A

absorbância foi monitorada a 280 nm.

Condição 3.4.1.7: uma coluna analítica Luna CI8(2) (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 !1m) da

Phenomenex foi eluída com um gradiente de água e acetonitrila (de O a 5 min, 5 a 15%

de acetonitrila; de 5 a 10 min, 15 a 20% de acetonitrila; de 10 a 35 min, 20 a 30% de

acetonitrila; de 35 a 45 min, 30 a 100% de acetonitrila; e de 45 a 55 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 280 nm.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados e degaseificados.

3.4.2. Sintese do padrão 1,N2-eteno-2 '-desoxiguanosina

o padrão l)f-EdGuo foi obtido a partir da reação de dGuo com cloroacetaldeído

como descrito por Sattsangi e col. (1977), com algumas modificações. Em resumo, 300 ~tL

de uma solução aquosa 2M de cloroacetaldeído (0,6 mmol) foram adicionados a uma

solução de dGuo (0,04 mmol em 10 mL de tampão fosfato 50 mM, pH 6,4). O controle
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consistiu na incubação de dGuo em tampão fosfato (SO mM, pH 6,4) sem adição de

cloroacetaldeído.

As incubações foram feitas por 4 dias sob agitação a 37°C. Posterionnente o

aduto foi purificado por HPLC (condições 3.4.1.2, 3.4.1.3 e 3.4.1.4) e suas características

espectroscópicas foram avaliadas por espectros de UV, ESVMS e IH RMN.

3.4.3. Determinação da concentração de peróxidos 110 THF

Os experimentos na presença de peróxidos foram feitos utilizando-se

tetraidrofurano que havia estado previamente exposto à luz, a qual induz a formação dos

peróxidos. A concentração de peróxidos no THF utilizado foi determinada pelo ensaio do

Fe2
+/alaranj ado de xi lenol (Jiang e col.) 1991). Este método se baseia na rápida oxidação de

Fe2
+, mediada por hidroperóxidos, sob condições ácidas (Fe2

+ + ROOH ~ Fe3
+ + RO· +

OH-). Fe3
+ forma um cromóforo com o alaranjado de xilenol que absorve fortemente a 560

om.

Para as medidas, foi preparada uma solução aquosa contendo 250 11M de Fe2+, 25

mM de H2S04, 100 J.lM de alaranjado de xilenol e 4 mM de BHT (a solução original de Fe2
+

foi preparada em H2S04 para evitar a sua autoxidação e a solução mãe de BHT foi

preparada em 90% de metano!). A um volume de 900 j.lL dessa solução foram adicionados

100 J.lL de diferentes soluções contendo diferentes concentrações de THF em água. A

concentração de peróxidos no THF foi determinada pela medida da absorbância a 560 om (8

= 4) X 104 M-lcm- I ) multiplicada pela diluição.

3.4.4. Reação de 2 '-desoxiguanosina com DDE na presença de peróxidos:

síntese e purificação dos adutos

Diferentes condições de incubação foram testadas até chegannos na condição

3.4.4.3 que proporcionou melhor rendimento (:::= 0,5%) de cada um dos adutos:
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Condição 3.4.4.1: DDE (0,34 mmol, 52 mg) dissolvido em 1 mL de THF contendo

aproximadamente 800 )..!moles de peróxidos foi adicionado à solução de dGuo (0,034

mmol, 9 mg) preparada em 1 mL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,4). A incubação foi

feita sob agitação a 37°C por 24 horas.

Condição 3.4.4.2: DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em 1 mL de THF contendo

aproximadamente 800, 1600, 3200, 4800, 5600, 6400, 8000 ou 11200 )..!moles de

peróxidos foi adicionado à solução de dGuo (0,068 mmol, 18 mg) preparada em 1 mL

de tampão carbonato-bicarbonato (50 mM, pH 9,4). A incubação foi feita sob agitação a

37°C por 24 horas.

Condição 3.4.4.3: DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em 1 mL de THF contendo

aproximadamente 32 )..!moles de peróxidos foi adicionado à solução de dGuo (0,068

mmol, 18 rng) preparada em 1 mL de tampão carbonato-bicarbonato (200 mM, pH 9,4).

A incubação foi feita sob agitação a SO°C por 48 horas.

Os controles consistiram na incubação de 2' -desoxiguanosina nas mesmas

condições sem adição de DDE.

Após o fim de cada incubação, o excesso de aldeído foi removido por 2 extrações

com igual volwne de clorofónnio. Foi, então, feita a cromatografia líquida da fase aquosa

resultante, utilizando-se, primeiramente) a condição de HPLC 3.4.1.2 e, posterionnente, a

condição 3.4.1.3 para a separação e primeira purificação dos adutos. As frações

correspondentes aos adutos AI e A2 foram liofilizadas e repurificadas através das condições

de HPLC 3.4.1.4 e 3.4.1.7, respectivamente, após terem sido testadas as condições 3.4.1.5 e

3.4.1.6. Os outros adutos que apresentaram tempo de retenção intermediário também foram

coletados e concentrados para posterior caracterização química (figura 4.19).

3.4.5. Pré-purificação de amostras através de tubos de fase sólida Supelclean

LC-18

Em alguns casos, para a separação dos adutos mais hidrofóbicos resultantes da

reação de dGuo com DDE na presença de peróxidos, em relação aos nucleosídeos não
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modificados, foram feitas pré-purificações utilizando-se tubos de fase sólida Supelclean LC

18. Esse procedimento teve a finalidade de facilitar a purificação desses produtos.

A coluna foi equilibrada com 2 mL de acetonitrila e, em seguida, com 4 roL de

uma solução 10% de acetonítrila em tampão formiato de amônio (25 mM, pH 5,5). Um

volume de 2 mL de amostra foi colocado em contato com a coluna e a eluição dos produtos

mais polares foi feita com 3 mL da solução 10% de acetonitrila em tampão formiato de

amônio (25 mM, pH 5,5). Em seguida, a coluna foi lavada com 4 ml de acetonitríla para

eluir os produtos menos polares, os quais foram, posterionnente, analisados por HPLC.

3.4.6. Caracterização química dos adutos

Os adutos, após serem purificados em massa suficiente (~ 5 mg), foram

caracterizados pela análise de espectros de UV, IH RMN, l3C RMN e ESIIMS.

3.4.6.1. Espectros de absorbância (UV)

Soluções

Solução A: HCl/KCl50 mM, pH I

Solução B: tampão fosfato 50 mM, pH 7

Solução C: tampão carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 11

Os espectros de absorbância em UV (210 a 350 nm) foram obtidos em pH 1, pH

7 e pH 11. Para isso, alíquotas de mesmo volume da solução de cada aduto foram

adicionadas a volumes iguais de três soluções diferentes (A, B e C), totalizando volumes

finais de I mL.

3.4.6.2. Espectros de ressonância magnética nuclear (RMN)

Após completamente secos, os adutos foram solubilizados em aproximadamente

700 J.lL de DMSO-d6. Após obtenção dos espectros em DMSO-d6, foram adicionados 100

J.lL de D20 a cada tubo e feitos novos espectros de IH RMN para que se pudesse confirmar a
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presença de prótons que sofrem rápida troca química (prótons ligados a átomos de oxigênio

ou nitrogênio) nas estruturas.

No caso do aduto Al foi necessária a obtenção de apenas espectros de IH R.lVfN

para confinuação da sua estrutura. A estrutura dos adutos A2-1 e A2-2 só foi continnada

após terem sido obtidos espectros de lH RMN, IH_IH COSY, De RMN, DEPT, correlações

heteronucleares a curta distância IH_DC (HMQC) e correlações heteronucleares a longa

distância 'H- l3e (HMBC). Os espectros foram obtidos nos espectrômetros DPX-300 e

DRX-500 MHz da central analítica do Instituto de Química da USP e foram registrados com

e sem supressão do pico de água. Os picos dos solventes foram usados como referências.

3.4.6.3. Espectros de massas (ES//MS)

Os espectros de massas foram obtidos com ionização por electrospray no modo

positivo em um espectrômetro com triplo quadrupolo Quattro Ir da Micromass. Uma bomba

LC-IOAD da Shimadzu conectada a um divisor de fluxo (splitter) foi utilizada para

bombear o eluente, uma mistura de água e acetonitrila (50:50), diretamente para o

espectrômetro a um fluxo de 7 ).lL/min. As amostras dissolvidas em soluções aquosas

contendo 0,2% de ácido fórmico (v/v) foram injetadas na fase móvel através de um injetor

Rheodyne conectado a um loop de 10 ou 20 ).lL. Foi utilizado o intervalo de relação

massa/carga (m/z) de 100 a 600 Da para obtenção dos espectros em MS) com diferentes

voltagens de cone. Os espectros em MS2 foram obtidos no mesmo intervalo com a voltagem

do cone em 15 V, pressão do gás de colisão (argônio) na célula de colisão em 6,7 x 10-7

mbar e energia de co lisão em 10 eV. Em ambos os casos, a temperatura da fonte foi mantida

em 100°C e os fluxos dos gases de secagem e nebulização (nitrogênio) foram ajustados para

350 e lO LIh, respectivamente. O potencial do capilar foi ajustado para 3,1 O kVedo

eletrodo HV para 0,3 kV. Os dados foram processados com o software MassLynx da

Micromass.
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3.4.7. Determinação dos coeficientes de extinção molar (éj dos adutos

Os coeficientes de extinção molar dos adutos AI, A2-) e A2-2, para serem

utilizados nos experimentos de quantificação, foram detenninados através de uma

metodologia que envolveu medidas de JH RMN e absorbâncía em UV.

Primeiramente foram determinadas as concentrações dos adutos solubílizados em

D20 por IH RNfN utilizando-se DSS como padrão interno. Três tubos de RMN com

concentrações diferentes de DSS e de cada aduto foram preparados como descrito abaixo:

Tubo 1: 0,1 mg DSS + 200 ~lL da solução do aduto AI (V tinal = 650 /lL)

Tubo 2: 0,2 mg DSS + 400 /lL da solução do aduto AI (V final = 650 /lL)

Tubo 3: 0,5 mg DSS + 600 !lL da solução do aduto AI (Vfinal = 850 /lL)

Tubo 4: 0,1 mg DSS + 150 /lL da solução do aduto A2-1 (V(inal = 650 /lL)

Tubo 5: 0,2 mg DSS + 400 /lL da solução do aduto A2-1 (Vfinal = 650 /lL)

Tubo 6: 0,5 mg DSS + 600 /lL da solução do aduto A2-1 (V tinal = 850 /lL)

Tubo 7: 0,1 mg DSS + 150 /lL da solução do aduto A2-2 (Vfinal = 650 /lL)

Tubo 8: 0,2 mg DSS + 400 /lL da solução do aduto A2-2 (Vr;nal = 650 /lL)

Tubo 9: 0,5 mg DSS + 600 /lL da solução do aduto A2-2 (Vfinal = 850 /lL)

A partir da relação entre a média das áreas dos prótons do DSS e a média das

áreas dos prótons dos adutos em cada solução, foi possível detenninar as concentrações de

cada aduto nos diferentes tubos, uma vez que eram conhecidas as concentrações de DSS.

Posteriormente, alíquotas de cada uma das amostras dos tubos de RMN foram

diluídas com volumes apropriados das soluções para medidas de absorbância em pH 1, pH 7

e pH 11 (item 3.4.6.1). Após as medidas de absorbância das soluções em diferentes

comprimentos de onda, os valores de E foram determinados pelas razões entre os valores de

absorbância e concentração em molaridade.
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3.4.8. Reação de DNA de limo de bezerro com DDE na presença de peróxidos

Uma solução de DDE (61 mg, 0,4 mmol) preparada em 0,5 mL de THF contendo

peróxidos na concentração de 32 mM foi adicionada ao DNA de timo de bezerro (5 mg)

dissolvido em I mL de tampão carbonato-bicarbonato (200 mM, pH 9,4). A solução

resultante foi incubada sob agitação a SO°C por 24 horas. Ao final do período de incubação,

o excesso de aldeído foi removido através de duas extrações com igual volume de

clorofórmio. A solução foi seca sob vácuo e o DNA foi ressuspenso em SOO ~L de água. A

precipitação do DNA foi obtida pela adição de 50 ~L de tampão acetato de sódio 3 M (pH

5) e 1 mL de etano!. A suspensão foi resfriada a -20°C e centrifugada a 20000g por 10 min

a 4°C. O precipitado resultante foi lavado com etanol 70% e dissolvido em 1,5 mL de água.

A concentração de DNA na solução final foi detelminada pela medida de absorbância a 260

nm.

Uma alíquota dessa solução, contendo 1 mg de DNA, foi ressuspensa em 1 mL

de tampão acetato de sódio 20 rnM (pH 4,8) e digerida com 50 unidades de nuclease PIa

37°C durante uma noite. Em seguida, foram adicionados 120 ~L de tampão Trís-HCI 1 M

(pH 7,4) e 5 unidades de fosfatase alcalina e a solução incubada a 37°C por mais 2 horas.

Após filtração, os hidrolísados foram analisados através da condição de HPLC 3.4.1.4 e as

frações eluindo entre 13 e 17 min (contendo o aduto AI) e entre 39 e 43 min (contendo os

adutos A2-1 e A2-2) foram coletadas e liofilizadas. As amostras concentradas resultantes

foram analisadas por LC/ESIIMS-MS (item 3.5.2.4). O mesmo procedimento foi adotado

para o DNA incubado na ausência de DDE (DNA controle).

3.4.9. Reação de 2 '-desoxiguanosina com DDE sem adição de peróxidos

DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em 1 mL de acetonitrila foi adicionado à

solução de dGuo (0,068 mmol, 18 mg) preparada em 1 roL de tampão carbonato

bicarbonato (200 mM, pH 9,4). Após borbulhar N 2 na solução, a incubação foi feita sob

agitação a SO°C por 48 horas.

O controle consistiu na incubação de 2'-desoxiguanosina nas mesmas condições

sem adição de DDE.
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Após O fim da incubação, o excesso de aldeído foi removido por 2 extrações com

igual volume de clorofónnio. Foi, então, feita a cromatografia líquida da fase aquosa

resultante, utilizando-se a condição de HPLC 3.4.1.4.

3.5. Padronização de metodologias para detecção dos adutos em sistemas

biológicos

Para que adutos de DNA sejam inequivocamente detectados em sistemas

biológicos, toma-se necessária a utilização de metodologias altamente sensíveis e

específicas de modo a garantirem a identidade do produto detectado. Com essa finalidade,

investimos na padronização de dois métodos que são correntemente utilizados na detecção

de adutos: a detecção eletroquímica e a detecção por LC/ESI/MS-MS.

3.5.1. Detecção eletroquímica

3.5.1.1. Hidrólise ácida de 1,N2-eteno-2 '-desoxiguanosina

Foram utilizados dois métodos de hidrólise ácida, como descrito abaixo.

Hidrólise com HF-piridina (70%): uma solução aquosa de 1,N2-EdGuo (11 ~g) foi seca a

vácuo e o resíduo resultante foi ressuspenso em 100 ~L de uma solução 70% de fluoreto

de hidrogênio em piridina. Após 2 horas à temperatura ambiente, a mistura de reação foi

dissolvida em 500 ~L de água e neutralizada pela adição de NaOH 2M. A amostra foi

liofilizada e o resíduo obtido foi dissolvido em água. Após filtração através de

membrana de 0,2 ~m, alíquotas da solução foram analisadas por HPLC (item 3.5.1.2).

Hidrólise com HeI: uma solução aquosa de l}l2-edGuo (lI ~g) foi seca a vácuo e o

resíduo resultante foi ressuspenso em 1000 ~L de uma solução de HCI 0,1 N. Após 2

horas de incubação a 90°C, a mistura de reação foi neutralizada pela adição de NaOH

2M. A amostra foi liofilizada e o resíduo obtido foi dissolvido em água. Após filtração

através de membrana de 0,2 ~m, alíquotas da solução foram analisadas por HPLC (item

3.5.1.2).
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3.5.1.2. Detecção de 1,N2-eteno-2 T-desoxiguanosina e 1,N2-etenoguanina

Foi utilizado um sistema de HPLC da Shimadzu incluindo duas bombas LC-l O

ADNP, um injetor Rheodyne, um detector de absorbância, modelo SPD-IO AVNP, e um

detector eletroquímico amperométrico digital Antec Decade, controlados por um módulo de

comunicação SCL-IOANP e o software Class-VP.

A condição cromatográfica utilizada consistiu em uma coluna analítica

Supelcosil LC~18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 ).1m) da Supelco eluída com uma solução de

fosfato de potássio (SO mM KH2P04, pH 5,5) contendo 10% de metanol e 1,2 mM de

EDTA a um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada a 280 nm e o potencial de

detecção eletroquímico foi ajustado para + 800 mV.

3.5.1.3. Eletrovoltamograma de 1,N2-etenoguanina

Com o intuito de se determinar o melhor potencial para detecção do aduto 1,JV2

etenoguanina, foi feito o seu eletrovoltamograma. Para isso, massas constantes do aduto

foram injetadas na condição de HPLC do item 3.5.1.2. A razão entre as áreas dos picos do

aduto na detecção eletroquímica e na detecção por absorbância em potenciais decrescentes

foi plotada em função do potencial aplicado na célula de detecção eletroquímica (intervalo:

500 a 1000 mV).

3.5.1.4. Hidrólise ácida do DNA

DNA de timo de bezerro (2500 ).lg) foi seco sob vácuo e dissolvido em 100 flL

da solução 70% de fluoreto de hidrogênio em piridina. Após 2 horas à temperatura

ambiente, a mistura de reação foi dissolvida em 500 ).1L de água e neutralizada pela adição

de NaOH 2 M. A amostra foi liofilizada e o resíduo obtido foi dissolvido em água. Após

filtração através de membrana de 0,2 ~m, a amostra foi analisada por HPLC (item 3.5.1.2).
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3.5.2. Detecção por LC/ESI/MS-MS

3.5.2.1. Organização do sistema

A cromatografia líquida com detecção por espectrometria de massas operando

com ionização por electrospray no modo positivo foi feita utilizando-se uma bomba LC

10AD da Shimadzu conectada a um divisor de fluxo (splitter) para bombear o eluente, uma

mistura de água e acetonitrila (70:30 ou 50:50), através de uma coluna capilar Luna C 18(2)

(150 mm x 1 mm i.d., 3 I-lm, Phenomenex) a um fluxo de 7 I-lL/min para o interior do

espectrômetro Quattro II da Micromass. No interior do espectrômetro, a amostra passa por

um primeiro analisador onde é feita uma primeira seleção das moléculas a serem detectadas,

daí para uma câmara de colisão onde ocorre a fragmentação das moléculas previamente

selecionadas e esses fragmentos passam através de um segundo analisador onde ocorre uma

segunda seleção das moléculas a serem detectadas no detector final.

3.5.2.2. Detecção no espectrômetro de massas

Os adutos dissolvidos em soluções aquosas contendo 0,2% de ácido fónnico

(v/v) foram injetados na fase móvel através de um injetor Rheodyne conectado a um loop de

10 ou 20 1-lL. Para a detecção foi utilizada a função de monitoramento de reação múltipla

(MRM) do espectrômetro de massas, a qual permite monitorar a fragmentação de íons pais

(no caso, m/z 292 e 297 ou mlz 434 e 439) para os conespondentes íons filhos (m/z 176 e

181 ou m/z 318 e 323 , respectivamente) com grande sensibilidade (a nível de poucos

fmoles), sendo, finalmente, detectadas apenas as moléculas que apresentarem o padrão

específico de fragmentação selecionado.

Todos os parâmetros do espectrômetro de massas foram ajustados para que se

obtivesse a melhor transição [M+Ht/[M+Ht - 2-D-eritro-pentose. Os íons [M+Ht com

m/z 292, 297, 434 e 439 foram monitorados com um dwell time de 1 segundo. 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. A temperatura da fonte foi ajustada para

100°C e os fluxos dos gases de secagem e nebulização (nitrogênio) para 350 e 10' LIb
J



respectivamente. O potencial do capilar foi ajustado para 3, IOkV e do eletrodo HV para 0,3

kV. Os dados foram processados com o software MassLynx da Micromass.

3.5.2.3. Síntese dos padrões internos r5NJ-l,N2-eten0-2 '-desoxiguanosina e

rSNJA2

['sNs]- I ,N2-EdGuo e C5Ns]A2 foram obtidos a partir da reação de CSNsJdGuo

com cloroacetaldeído e DDE, respectivamente, seguida por purificação por HPLC.

Para a síntese de ['sNsJ-1N-sdGuo, foram adicionados 90 IlL (0,18 mmol) de

uma solução aquosa de cloroacetaldeído 2 M a uma solução contendo 3 mg (0,01 1 mmol)

de [ISNs]dGuo em 3 roL de tampão fosfato 50 mM, pH 6,4. Após incubação por 4 dias sob

agitação a 37°C, o aduto foi purificado através da condição de HPLC 3.4.1.4.

Para a síntese de [ISNs]A2, uma solução de DDE (0,27 mmol, 41,3 mg) em 1 rnL

de THF contendo peróxidos na concentração de 32 mM foi adicionada a uma solução

contendo 7 mg (0,026 rnmol) de [15Ns]dGuo em 1 mL de tampão carbonato-bicarbonato 200

mM, pH 9,4. Após incubação por 48 horas sob agitação a 50°C, os adutos [lSNs]A2 foram

purificados através da condição de HPLC 3.4.1.4.

A identidade dos adutos 'SNs foi confinnada pelas análises dos seus espectros de

massas.

3.5.2.4. Quantificação dos adutos Al e A2 em DNA

Após hidrólise das amostras de DNA resultantes da reação com DDE in vitro

(item 3.4.8) ou de células incubadas com o aldeído (item 3.3.2.5), foi feita a análise dos

adutos por LC/ESIIMS-MS como descrito acima (item 3.5.2.2). Para a quantificação dos

adutos por LC/ESI/MS-MS, foram construídas curvas de calibração plotando-se as razões

entre as áreas dos picos dos adutos e respectivos padrões internos (Al/CsNs]-l,Nl-edGuo ou

A2/[15Ns]A2) em função da quantidade injetada (em fentornoles) dos adutos Alou A2. A

quantidade injetada dos padrões internos foi mantida constante em 1000 fmol. A

concentração de dGuo nos hidrolisados foi determinada por HPLC com detecção por
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absorbância (condição 3.4.1.4) através da utilização de curvas de calibração de dGuo

obtidas na mesma condição em que as amostras foram injetadas.

Para as análises do aduto AI (m/z 292) em DNA incubado com DDE in vitro,

cada injeção no sistema LC/ESIIMS-MS consistiu de uma solução contendo a região

cromatográfica (13-17 min) coletada de 22 J1.g de DNA, 0,2% de ácido fórmico e 1000 [moI

de [ISNs]-1,N2-edGuo (m/z 297). Para as análises do aduto A2 (m/z 434), cada injeção

consistiu de uma solução contendo a região cromatográfica (39-43 min) coletada de 45 I-lg

de DNA, 0,2% de ácido fónnico e 1000 finol de [lSNs]A2 (m/z 439).

Para as análises dos aduto AI (m/z 292) e A2 (m/z 434) em DNA extraído de

células, cada injeção no sistema LCfESI/MS-MS consistiu de uma solução contendo a

região cromatográfica (13-17 min ou 39-43 min) coletada de aproximadamente 200 f-lg de

DNA, 0,2% de ácido fónnico e 1000 [mal de CSNs]-1,N2-€dGuo (m/z 297) ou [ISNs]A2 (m/z

439).

Os padrões internos foram adicionados às soluções de DNA antes de serem feitas

as hidrólises.
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4. Resultados

4.1. Danos celulares induzidos por DDE

4.1.1. Alteração do formato das células CV1-P após incubação com DDE

No início dos nossos estudos observamos que as células CVl-P incubadas com

DDE em concentrações entre 50 e 70 ).lM em meio de cultura sem soro (item 3.3.2)

apresentavam rápida alteração em sua aparência, como pode ser observado na figura 4.1,

perdendo o fonnato típico de fibroblastos e adquirindo um formato esférico. Tal alteração já

era visível após os primeiros 30 minutos de incubação com o aldeído, mas as células se

mantiveram aderidas às placas de cultura durante todos os períodos de tratamento a que

foram submetidas. Tal observação nos levou a imaginar que muitas biomoléculas, como

proteínas, lipídios, RNA e DNA poderiam estar reagindo com o aldeído ou com produtos

resultantes do seu metabolismo intracelular, levando a essa alteração observável no fonnato

das células.
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A

B

Figura 4.1: A) Células CVI-P controle (aumento = 50 x); B) Células CVI-P incubadas com DDE

na concentração de 65 !J.M por 5 horas (aumento = 50 x).

O tratamento das células foi feito como descrito no item 3.3.2.5.c de Materiais e Métodos.
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4.1.2. Medidas da viabilidade celular pelo método de coloração com azul de

tripan e pelo ensaio do MTT

Com o objetivo de avaliarmos quantitativamente a toxicidade do DDE em células

CVI-P e definirmos uma faixa de concentração de aldeído a ser utilizada nos estudos

subseqüentes, fizemos medidas da viabilidade celular através de dois métodos: o método de

exclusão por coloração com azul de tripan (item 3.3.3.1; figura 4.2A) e o ensaio do MTT

(item 3.3.3.2; figuras 4.2B e 4.2C). Em ambos, a sobrevivência relativa foi usada como

índice quantitativo de'citotoxicidade, sendo definida como a razão entre o número de células

viáveis nas culturas expostas ao aldeído ou ao etanol e o número de células viáveis em uma

cultura controle.

No caso da viabilidade celular medida pela coloração com azul de tripan, as

células ficaram expostas a 65 J..1M de DDE por 1, 3, 7 ou 9 horas, podendo-se observar uma

redução da sua sobrevivência relativa com o passar do tempo. Pode-se dizer que há 50% de

células viáveis após 8 horas de incubação com o aldeído (figura 4.2A). A partir de uma

comparação com a atividade da enzima lactato desidrogenase, foi demonstrado que essa

medida de sobrevivência relativa é confiável para quantificação de citotoxicidade (Kaneko e

col., 1987). Em virtude de a contagem das células· ao microscópio ser demorada, ficou

difícil detenninar, com esse método, a viabilidade de células incubadas com etano! nos

mesmos períodos de tempo, assim como fazer as medidas de cada ponto da curva em

triplicata.

Para confirmar o dado de redução de viabilidade observado no experimento de

exclusão por coloração com azul de tripan, fizemos medidas de viabilidade celular através

do ensaio do MTT (figuras 4.2B e 4.2C). Com esse método foi possível fazer em triplicata

as medidas de viabilidade das células incubadas com etanol correspondentes às medidas de

viabilidade das células incubadas com DDE. Observamos, na figura 4.2B, uma redução da

viabilidade celular com o aumento do tempo de incubação com 65 J-lM de DDE (50,7 ±

11,4%, 44,3 ± 3,0% e 22,5 ± 1,8% de células viáveis após 2 horas, 4 horas e 8 horas de

incubação, respectivamente) e, na figura 4.2C, uma redução da viabilidade para 2l,6 ±

3,2% após a incubação das células por 5 horas com 100 I-1M de DDE. Em uma outra

repetição desse experimento, foram encontrados os índices de 65,5 ± 12,5% (p = 0,0127 em
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relação ao controle) e 13,7 ± 7,7% CP = 0,00044 em relação ao controle) de células viáveis

após 5 horas de incubação com 50~ e 100 11M de DDE, respectivamente.

Foi tornado o cuidado de fazer os experimentos com as células distribuídas em

uma monocamada confluente, como a apresentada na figura 4.1A. O grau de confluência

das células influencia os resultados obtidos, sendo os danos observados maiores quando elas

estão mais separadas umas das outras.
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Figura 4.2: Medidas da sobrevivência relativa de células CV1-P incubadas com: A) DDE 65 IlM

por diferentes períodos de tempo (método de exclusão por coloração com azul de tripan); B) DDE

65 JlM e etanol 0,13% (v/v) por diferentes períodos de tempo (ensaio do MTT; N = 3); C)

diferentes concentrações de DDE por 5 horas (ensaio do MTT; N = 3), teste t: *p < 0,05 em relação

ao controle (meio + soro). Concentração de etanol nas incubações: 0,13% (v/v).

Os tratamentos das células e as medidas de viabilidade foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.2,

3.3.3.1 e 3.3.3.2 de lviateriais e Métodos.

Os dados de viabilidade obtidos nos mostram que o DDE, em concentrações

superiores a 50 ).lM, é citotóxico para as células CVI-P, levando a alterações das funções

celulares nonnais, como por exemplo a respiração celular. Através do ensaio do MTT,

pode-se observar que a capacidade redutora das mitocôndrias encontra-se diminuída em

concentrações de DDE superiores a 50 ).lM.

4.1.3. Alteração do nível de sulfidrilas não proteicas (NPSH)

Sabendo-se que a conjugação de glutationa (GSH) com aldeídos gerados durante

a peroxidação lipídica, catalisada por glutationa S-transferases, é uma importante via para
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detoxificação dessas moléculas (Fujita e col., 1994; Eisenbrand e co1., 1995; Spitz e col.,

1991), resolvemos verificar o padrão de variação do nível de GSH nas células CVI-P

incubadas com DDE. Como GSH representa mais que 90% do total de sulfidrilas não

proteicas intracelulares (Baruchel e col., 1995), fizemos a dosagem de NPSH como descrito

no item 3.3.4 de Materiais e j'vfétodos.

Os resultados obtidos, correspondentes a análises feitas em triplicata para cada

ponto, estão apresentados nas tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 e figura 4.3.

Tabela 4.1: Detenninação da concentração de sulfidrilas não-proteicas (NPSH) (prnoles NPSH/ Mg

proteina) em células CV I-P não submetidas a qualquer tratamento (controle), incubadas com 0,19%

de etanol (v/v) por 4 h e incubadas com 65 ~M de DDE por 2,5 h, 3 h e 4 h (N = 3). O tratamento

das células e dosagem de NPSH foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3a e 3.3.4 de Materiais e

Métodos.

*NPSH (prnoVl-lg proteína) Desvio Padrão (±)

Controle 5,78 0,59

Etano] (4 h) 7,48 0,71

DDE (2,5 h) 12,68 0,32

DDE (3 h) 12,04 0,67

DDE (4 h) 14,17 0,59

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle < etanol 4 h CP = 0,034), DDE 2,5 h (p = 0,00006), DDE 3 h CP = 0,00027) e DDE 4 h (p = 0,00007);

etanol4 h < DDE 2,5 h (p = 0,00032), DDE 3 h (p == 0,00127) e DDE 4 h (p = 0,00023);

DDE 2,5 h = DDE 3 h (p '" 0,212);

DDE 2,5 h < DDE 4 h (P '" 0,019);

DDE 3 h < DDE 4 h (p = 0,015).

*valor médio dos experimentos realizados em lriplicata.
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Tabela 4.2: Detenninação da concentração de sulfidrilas não-proteicas (NPSH) (pmoles NPSHI ~g

proteína) em células CVI-P não submetidas a qualquer tratamento (controle), incubadas com 0)9%

de etanol (v/v) por 8 h e 24 h e incubadas com 65 ~M de DDE por 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 8 h e 24 h (N ==

3). O tratamento das células e dosagem de NPSH foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3b e

3.3.4 de Materiais e Métodos.

*NPSH (prnolfl..Lg proteína) Desvio Padrão (±)

Controle 3,37 0,84

Etanol (8 h) 4,24 1,65

Etanol (24 h) 2,93 0,29

DDE (2 h) 5,36 0,52

DDE (3 h) 6,67 0,94

DDE (4 h) 5,42 0,33

DDE (5 h) 9,56 1,41

DDE (8 h) 0,79 0,59

DDE (24 h) 0,96 0,69

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle < DDE 2 h (p = 0,02), DDE 3 h (p = 0,01), DDE 4 h CP = 0,02) e DOE 5 h CP = 0,003);

controle> DDE 8 h CP'" 0,01) e DDE 24 h (p = 0,02);

controle = etanol 8 h CP =0,46) e etanol 24 h (p = 0,44);

etano! 8 h > DDE 8 h (p = 0,027); etanol 24 h > DOE 24 h (p = 0,01).

*valor médio dos experimentos realizados em triplicata.

Tabela 4.3: Detenninação da concentração de sulfidrilas não-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ ~g

proteína) em células CVI-P não submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com 100

~M de DDE por 1,5 h, 2,5 h, 3,5 h e 4,5 h (N = 3). O tratamento das células e dosagem de NPSH

foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3c e 3.3.4 de Materiais e Métodos.

*NPSH (pmollj.lg proteína) Desvio Padrão (±)

Controle 6,64 0,84

DDE (l,5 h) 9,77 1,64

DDE (2,5 h) 13,99 3,27

DDE (3,5 h) J2,39 1,25

DDE (4,5 h) 15,63 1,97

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle < DDE 1,5 h (p = 0,043), DOE 2,5 h (p = 0,02), DDE 3,5 h (p = 0,003) e DDE 4,5 h CP = 0,002);

DOE 1,5 h = ODE 2,5 h (p = 0,12) e DOE 3,5 h ( P = 0,092); ODE 1,5 h < DOE 4,5 h (p = 0,017).

';:valor médio dos experimentos realizados em triplicata.
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Figura 4.3: Detenninação da concentração de sulfidrilas não-proteícas (NPSH) (pmoles NPSH/ !lg

proteína) em células CV1-P.

A) Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.1. [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = 65 ~lM;

B) Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.2. [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = 65 JlM;

C) Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.3. [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = I00 ~lM.

O tratamento das células e dosagem de NPSH foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3a,b,c e

3.3.4 de A1ateriais e Métodos.* p < 0,05 quando comparado com o controle.
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Os dados dos três experimentos apresentados nos mostram que o DDE induz,

inicialmente (até 5 horas de incubação), um grande aumento do nível intracelular de

sulfidrílas não proteicas, seguido por grande depleção. O efeito observado foi o mesmo nas

duas concentrações de DDE testadas (65 J-lM e 100 /.lM), indicando uma resposta celular ao

estímulo tóxico. Comparando-se os níveis de sulfidrilas não-proteicas com os dados de

viabilidade celular (item 4.1.2), observa-se que, quando as células são incubadas com 65 ou

100 11M de DDE, o aumento do nível de NPSH durante as primeiras 5 horas de incubação

(figura 4.3) não impede que elas sofram os efeitos tóxicos desencadeados pelo aldeído

durante esse período (figura 4.2).

Com O intuito de observarmos melhor o efeito do nível intracelular de OS H na

viabilidade das células CVI-P incubadas com DDE, fizemos um experimento de viabilidade

(MTT) após induzir a depleção de glutationa com L-butionina-(S,R)-sulfoximina (BSO).

BSO é um inibidor específico, irreversível e muito efetivo da y-glutamilcisteína sintetase, a

enzima que catalisa a reação que determina a velocidade da síntese de glutationa. É usado

tanto in vitro como in vivo para depletar glutationa, tendo sido verificado que a sua

administração torna as células mais sensíveis à quimioterapia e radiação (Agostinelli e col.,

1996).

Inicialmente incubamos as células com diferentes concentrações de BSO durante

3 horas a fim de determinarmos a melhor concentração a ser utilizada nos demais

experimentos. Os resultados obtidos estão na tabela 4.4 e figura 4.4.
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Tabela 4.4: Detel1llinação da concentração de sulfidrilas não-proteicas (NPSH) (pmoles NPSHI Jlg

proteína) em células CV1-P não submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com

diferentes concentrações de BSQ por 3 horas em meio de cultura sem soro (N = 3). A solução de

BSa foi preparada em água. A dosagem de NPSH foi feita como descrito no item 3.3.4 de

Materiais e Métodos.

*NPSH (prnol/Ilg proteína) Desvio Padrão (±)

Controle 7,80 0,72

BSQ (100 IlM) 2,06 0,08

BSQ (200 IlM) 1,61 0,14

BSQ (300 JlNl) 1,01 0,10

BSQ (400 IlM) 1,47 0,25

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle> BSQ 100).!M (p = 0,00016), 200 !J.M CP = 0,00013), 300).!M (p = 0,00009) e 400!J.M (p = 0,00014);

BSQ 100 J.lM > BSQ 200 JlM CP = 0,0096),300 IlM (p = 0,00013) e 400 JlM CP = 0,018);

BSQ 200 JlM > BSQ 300 JlM CP = 0,0042); BSQ 200 JlM = BSQ 400 11M (p = 0,45);

BSQ 400 f.-IM > BSQ 300 pM CP = 0,041).

*valor médio dos experimentos realizados em triplicata.
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Figura 4.4: Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.4. Determinação da concentração de

sulfidlilas não-proteicas (NPSH) (pmoles NPSHI /lg proteína) em células CV I-P não submetidas a

qualquer tratamento (controle) e incubadas com ESQ em diferentes concentrações durante 3 horas

em meio de cultura sem soro. A dosagem de NPSH foi feita como descrito no item 3.3.4 de

Materiais e Métodos. * p < 0,05 quando comparado com BSQ 300 JlM.
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Observamos que a incubação das células com 300 ~ de BSO durante 3 horas

depletou 87% das sulfidrilas não proteicas intracelulares, o que deve corresponder à fração

de GSH. Para verificarmos se essa depleção aumenta a toxicidade do DDE, avaliamos a

viabilidade das células CVI-P incubadas com 65 I-lM de DDE após prévia incubação com

300 I-lM de BSO (item 3.3.2.2c de Materiais e Métodos). O resultado obtido está

apresentado na figura 4.5 em comparação com as curvas de viabilidade das células

controles e incubadas com 65 IlM de ODE na presença de níveis nonnais de GSH.

200

• Controle em meio DME + SfB (O h c 24 h)

-----e- Controle em meio DME (24 h)
-Â Etanol

-x- BSO + <:181101

-'V-DOE

BSO+ DOE

o 5 10 15

Tempo de incubação (horas)

20 25

Figura 4.5: Efeito da depleção de GSH na sobrevivência relativa das células CVL-P incubadas com

65 JlM de DOE. Concentração de etanoI nas incubações: 0,13% (v/v). Os tratamentos das células e

as medidas de viabilidade foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.2b,c e 3.3.3.2 de Materiais e

Métodos. As detennínações de viabilidade das células controles em meio DME + SFB foram feitas

no início das incubações (O h) e no final (24 h). Após 24 h foi também detenninada a viabilidade

das células controles incubadas apenas em meio DME. Observar que existe uma diferença de

aproximadamente 100 % de sobrevivência relativa entre as células incubadas apenas com DOE e as

incubadas com BSa + DOE por 4 horas.
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A análise da figura 4.5 nos mostra um aumento da toxicidade do DDE quando o

nível intracelular de glutationa está inicialmente muito abaixo do normal (44,3 ± 3,0% e

24,5 ± 4,6% de células viáveis após 4 horas de incubação com DDE e BSQ + DDE,

respectivamente), confirmando que nas condições de incubação utilizadas, GSH exerce um

papel no processo de detoxificação. Na figura 4.6 está apresentada a aparência das células

incubadas com 300 flM de BSa durante 3 horas e das incubadas com 65 flM de DDE

durante 5 horas após prévia depleção de GSH. Comparando-se com a figura 4.1, observa-se

que as células estão muito mais danificadas após a depleção de glutationa.
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A

B

Figura 4.6: A) Células CVI-P incubadas com 300 /lM de BSO durante 3 horas (aumento = 50 x);

B) Células CVI-P incubadas com 65 /lM de DDE por 5 horas após a incubação com

BSO (aumento = 50 x).

______________________________________ 1()()



o conjunto de dados de viabilidade e níveis intracelulares de NPSH nos indicam

que o aumento inicial do nível de sulfidrilas não proteicas em células incubadas com DDE

(65 J.lM) contribui para que elas se mantenham viáveis durànte um certo penodo de

incubação com o aldeído (aproximadamente 5 horas). Entretanto, a possível reação do DDE

com várias biomoléculas, incluindo GSH, deve acabar comprometendo várias funções

celulares, o que resulta em perda da viabilidade e depleção do nível de GSH em períodos de

incubação maiores.

4.1.4. Análise dafragmentação do DNA

Com o objetivo de avatiannos, de fOlID'a geral, a capacidade- de o DDE danificar

o DNA nuclear das células CVI-P, fizemos medidas da fragmentação dessa biomolécula. O

método que utilizamos mede, em conjunto, as quebras de fita simples e os sítios apurínicos

e apirimidínicos (sítios AP) gerados pela interação do aldeído) ou produtos do seu

metabolismo, com o DNA (ramir e col., 1996).

Primeiramente investigamos o efeito causado por diferentes_ concentrações de

DDE (entre 6 J.lM e 50 )J.M) após 3 horas de incubação (tabela 4.5 e figura 4.7): Essa faixa

de concentração e período de incubação não levam a perda de viabilidade das células

(figura 4.2) e, como pode ser observado na figura 4.7, t,ambém não induzem fragmentação

do DNA e/ou ocorrência de sítios AP. Apesar de haver uma diferença significativa do nível

de fragmentação na presença de 25 J.lM e 50 J.lM de DDE em relação ao controle, a mesma

diferença não existe em relação à incubação com etanol.
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Tabela 4.5: Detenninação da porcentagem de quebras de fita simples + sítios AP em DNA de

células CVI-P não submetidas a qualquer tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol

(v/v) e com diferentes concentrações de DOE por 3 horas em meio de cultura sem soro. O

tratamento das células e as medidas de fragmentação do DNA (N = 6) foram feitos como descrito

nos itens 3.3.2.4a e 3.3.6 de Materiais e Métodos.

*Fragmentação do DNA (%) Desvio Padrão (±)

Controle 8,98 2,83

Etanol 15,86 7,25

DDE (6IlM) 17,04 12,17

DDE (12,5 IlM) 16,66 8,88

DDE (25 )..lM) 20,84 6,55

DDE (50 )..lM) 17,28 8,4

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle < DDE 25 !lM (p = 0,002) e 50 !J.M (p = 0,045).

*valor médio dos experimentos realizados em sextuplicata.
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Figura 4.7: Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.5. Detenninação da porcentagem de

quebras de fita simples + sítios AP em DNA de células CVl-P não submetidas a qualquer

tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol (v/v) e com diferentes concentrações de DOE

durante 3 horas. O tratamento das células e as medidas de fragmentação do DNA foram feitos como

descrito nos itens 3.3.2.4a e 3.3.6 de Materiais e Métodos. * p < 0,05 quando comparado com o

controle.
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Investigamos também o efeito de uma concentração mais citotóxica de DDE (100

~M) por diferentes períodos de tempo. Dados anteriores haviam nos mostrado que após 5

horas de incubação com essa concentração de DDE ocorrem aumento do nível de NPSH e

grande perda de viabilidade celular (figuras 4.2 e 4.3). Na figura 4.8 observamos que até 8

horas de incubação com o aldeído não foi possível detectar a presença de quebras de fita

simples e sítios AP no DNA, o que nos indica que, se esses danos estiverem ocorrendo,

estão sendo, ainda, eficientemente reparados. Não analisamos o que ocorre no período entre

8 e 24 horas, mas pudemos detectar uma fragmentação significativa do DNA após 24 horas

de incubação com o aldeído (tabela 4.6 e figura 4.8). A ocorrência de quebras de fita

simples e sítios AP no DNA das células CV1-P tanto tempo após o início da incubação com

o aldeído nos levou a pensar que e.:> efeito fosse uma conseqüência dos danos a várias

biomoléculas acumulados durante as horas anteriores de incubação. De fato, essa

fragmentação só foi detectada algum tempo após a observação da grande redução da

viabilidade das células.

Tabela 4.6: Determinação da porcentagem de quebras de fita simples + sítios AP em DNA de

células CVl-P não submetidas a qualquer tratamento '(controle), incubadas com 0,5% de etanol

(v/v) e com 100 IlM de DDE por diferentes penados de tempo. O tratamento das células e as

medidas de fragmentação do DNA (N ::=: 6) foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.4b e 3.3.6 de

Materiais e Métodos.

*Fragmentação do DNA (%) Desvio Padrão (±)

Controle 25,23 6,03

Etano] (3 h) 14,37 3,70

Etanol (5 h) 24,84 4,20

Etanol (8 h) 26,05 12,33

Etano) (24 h) 17,61 4,91

DDE (3 h) 24,84 10,67

DDE (S h) 23,29 4)53

DDE (8 h) 22,40 7,54

DDE (24 h) 73,03 16,47

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:

controle> etanol3 h (p = 0,004) e etanol 24 h (p = 0,037);

DDE 24 h> controle CP = 0,00006) e etano! 24 h (p = 0,00001);

DDE 3 h> etanol 3 h (p = 0,037).

*valor medio dos experimentos realizados em sextuplicata.
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Figura 4.8: Apresentação gráfica dos dados da tabela 4.6. Detenninação qa porcentagem de

quebras de fita simples + sítios AP em DNA de células CVI-P não submetidas a qualquer

tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol (v/v) e com 100 /lM de DDE por diferentes

períodos de tempo. O tratamento das células e as medidas de fragmentação do DNA foram feitos

como descrito nos itens 3.3.2.4b e 3.3.6 de Materiais e Métodos. * p < 0,05 quando comparado com

o controle e o respectivo controle com etanol.

4.1.5. Análise da presença de produtos fluorescentes no DNA das células

Alguns estudos realizados anterionnente ao início deste trabalho (Hasegawa e

col., 1988 e 1989; Medeiros e col., 1992) haviam mostrado que a reação de DDE com DNA

in vitro levava à fonnação de adutos fluorescentes com emissão máxima a 420 nm quando

excitados a 335 nm. Tais adutos, que hoje sabemos serem resultantes da reação de produtos

do metabolismo do DDE (epoxi-aldeídos) com 2' -desoxiadenosina, foram recentemente

completamente caracterizados em nosso laboratório (Carvalho e co1., 1998 e 2000).

Assim, com o conhecimento que tínhamos no início do nosso trabalho (1995),

resolvemos investigar a interação do DDE (ou produtos do seu metabolismo) com o DNA

das células através da análise da fonnação de adutos fluorescentes. Essas análises foram

feitas em condições que não levavam à perda de viabilidade celular e fragmentação

!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!~~!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!!!!!!'!"!!!!!!!!!~!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!'~!!!!!!'!!!!!!'!"!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!I04
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detectável do DNA. Inicialmente, a fonnação dos adutos fluorescentes foi monitorada pela

análise de espectros de emissão de fluorescência do DNA extraído das células fixando-se o

comprimento de excitação em 335 om.

Em um primeiro experimento, as células foram incubadas com 60 11M de DDE

durante 50 minutos em meio de cultura sem soro (item 3.3.2.1 de Materiais e Métodos) e o

DNA foi extraído. Seu espectro de fluorescência (emissão) não apresentou diferença em

relação ao do DNA de células controles (dado não apresentado). Resolvemos, portanto,

fazer as medidas após tempos maiores de incubação com o aldeído. Com o objetivo de não

prejudicar a viabilidade celular, em um dos experimentos as células ficaram expostas ao

DDE (70 IlM) por 50 minutos em meio de cultura sem soro e, em seguida, o meio contendo

DDE foi substituído por outro com soro. Assim, apenas o aldeído que penetrou nas células

durante esse período de incubação poderia, subseqüentemente, reagir com as biomoléculas.

Foram, então, feitas extrações do DNA 3 horas, 6 horas e 8 horas após a troca do meio de

cultura. Observamos uma maior emissão de fluorescência em 420 nm (Àexc. = 335 nm) do

DNA extraído das células 3 horas após a troca do meio. Nos períodos de incubação

subseqüentes houve redução da intensidade de fluorescência emitida, igualando-se ao

controle 8 horas após a troca do meio (figura 4.9A). O mesmo efeito foi observado quando

as células foram incubadas com 50 11M de DDE durante 1h 45min, o meio de cultura foi

trocado e o DNA extraído 2 horas, 6 horas e 22 horas após a troca do meio (figura 4.9B).

Esses resultados nos indicaram que o DDE, ao entrar nas células, não reage

imediatamente com o DNA. De fato, muitas barreiras protetoras precisam ser vencidas,

como por exemplo o nível aumentado de sulfidrilas não proteicas nas células incubadas com

DDE. Entretanto, algumas moléculas acabam atingindo o núcleo e reagindo com o DNA.

Dado o tempo necessário para observarmos o aumento na intensidade de emissão de

fluorescência, também consideramos muito provável que ela fosse devida à reação de

produtos do metabolismo do DDE gerados intracelularrnente. Além disso, a redução da

intensidade de fluorescência emitida com o passar do tempo foi sugestiva de que os danos

detectados estivessem sendo reparados.
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Figura 4.9: Espectros de emissão de fluorescência (Àexc . = 335 om) do DNA extraído das células CVI-P. A)

As células foram incubadas com 70 J..l.M de DDE por 50 min, o meio de cultura foi trocado e as células

incubadas por mais 3 h, 6 h e 8 h antes de ser extraído o DNA; B) As células foram incubadas com 50 I-lM de

ODE por Ih 45min, o meio de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 2 h, 6 h e 22 h antes de ser

extraído o DNA. Concentração de etanol nas incubações: ::::: 0,2% (v/v). A concentração de DNA em todas as

amostras foi ajustada para 5 J.lg/mL antes de serem feitas as medidas de fluorescência. Os tratamentos das

células e a extração do DNA foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.1 e 3.3.7 de Materiais e Métodos.

UA: unidades arbitrárias.
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4.1.6. Análise da presença de diferentes produtos em DNA de células

incubadas com DDE por HPLC-UV/jlllorescênâa e HPLC-EC

Analisamos também o DNA das células, após hidrólise enzimática (item 3.3.8 de

j'vlateriais e Métodos), por HPLC acoplado a um detector de fluorescência O~exc, ::: 300 nm;

Àem. = 420 nro). Foram utilizados o sistema de HPLC 3.3.9.Á e a condição cromatográfica

3.3.9.1 descritos em Materiais e Métodos. Para essas análises as células foram incubadas

com 65 JlM de DDE por 50 minutos em meio de cultura sem soro, em seguida o meio

contendo DDE foi trocado por outro com soro e, após mais 2-3 horas de incubação, o DNA

foi extraído (item 3.3.2.5b de Materiais e Métodos). Essa incubação foi repetida três vezes,

sendo utilizadas cerca de 2 x 108 células em cada vez para que se pudesse obter quantidade

suficiente de DNA para fazer as análises (~l mg/incubação). Os cromatogramas obtidos

estão na figura 4.10.

Observamos que diferentes produtos fluorescentes, ausentes no DNA de células

controles, são formados no DNA de células incubadas com DDE. Aqueles indicados com

setas apareceram nas três repetições, sendo que os produtos 1, 3 e 4 estavam presentes em

concentração proporcional à concentração de DNA.
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Figura 4.10: Cromatogramas obtidos com detecção por fluorescência (À.cxc. = 300 nm; "'em. = 420

nm) do DNA extraído das células CVI-P não submetidas a qualquer tratamento (controle) e

incubadas com 65 IlM de DDE. A massa de DNA em cada análise, calculada como descrito no item

3.3.9 de Materiais e Métodos, está indicada. O tratamento das células, extração e hidrólise do DNA

foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.5b, 3.3.7 e 3.3.8 de Materiais e Métodos. A condição de

análise por HPLC está descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.A e condição 3.3.9.1) de lviateriais e

lvfétodos. DA: unidades arbitrárias.

Em um outro experimento, no qual as células foram incubadas com 65 /lM de

DDE por 5 horas em meio de cultura sem soro (item 3.3.2.5c de Materiais e Aifétodos) e o

DNA extraído e hidrolisado, observamos, além da presença de produtos fluorescentes (Aexc,=

300 nm; Acm.= 420 nm), produtos que foram detectados por absorbância a 225 nrn e estavam

ausentes no DNA de células controles (sistema de HPLC 3.3.9.A e condição cromatográfica

3.3.9.2 de jUateriais e lvfétodos). Esses cromatogramas estão apresentados na figura 4.11.
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Figura 4.11: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À. = 225 nm) e fluorescência

(Àexc. = 300 nm; Àem. = 420 nm) do DNA extraído das células CV l-P incubadas com etanol (0,2%

v/v) (controle) e com DDE (65 flM, 5 horas). A massa de DNA em cada análise, calculada como

descrito no item 3.3.9 de Materiais e Métodos, está indicada. O tratamento das células, extração e

hidrólise do DNA foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.Sc, 3.3.7 e 3.3.8 de Materiais e

Métodos. A condição de análise por HPLC está descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.A e condição

3.3.9.2) de Materiais e Jvfétodos. UA: unidades arbitrárias.

Fizemos também a análise da presença de produtos eletroativos no DNA de

células incubadas com DDE, O sistema combinando a resolução da cromatografia líquida de

alta pelformance com a seletividade e sensibilidade da detecção eletroquímica (HPLC-EC) é
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bastante utilizado para a detecção de 8-oxodG em DNA. Entretanto, outros adutos também

são eletroquimicamente ativos, podendo ser detectados ao nível de 1 em 105-106 bases

normais em alguns I-lg de DNA, enquanto as bases normais, com exceção da guanina, não o

são (Park e col., 1989). Douki e Ames desenvolveram um ensaio de detecção eletroquímica

acoplada com HPLC para a análise da formação de adutos 1Ji-propano-2'-desoxiguanosina

induzidos por 4-hidroxi-2-nonenal e outros aldeídos a,~-insaturados, produtos da

peroxidação lipídica (Douki e Ames, 1994).

Resolvemos, portanto, utilizando o sistema de HPLC 3.3.9.B e a condição

cromatográfica 3.3.9.3 descritos em Materiais e Métodos, analisar as mesmas amostras de

DNA que forneceram os cromatogramas da figura 4.10. Os cromatogramas obtidos estão na

figura 4.12. Pode-se observar a presença de produtos eletroativos no DNA das células

incubadas com DDE, que estão ausentes no controle.
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Figura 4.12: Cromatogramas obtidos com detecção eletroquímica (potencial = +600 mV) do DNA

extraído das células CV1-P não submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com 65

J.1M de DDE. A massa de DNA em cada análise, calculada como descrito no item 3.3.9 de lv/aleriais

e Métodos, está indicada. O tratamento das células, extração e hidrólise do DNA foram feitos como

descrito nos itens 3.3.2.5b, 3.3.7 e 3.3.8 de Materiais e Métodos. A condição de análise por HPLC

está descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.B e condição 3.3.9.3) de Materiais e Métodos. DA:

unidades arbitrárias.

Os produtos eletroativos A e B acima indicados foram purificados e concentrados

para que se pudessem obter seus espectros de absorbância. Assim, teríamos uma primeira

indicação do tipo de modificação e/ou nucleosídeo que estaria sendo alterado pela reação

com DDE no núcleo das células. Os espectros obtidos estão na figura 4.13 e nos levaram a

acreditar que esses produtos eram resultantes da reação de 2'-desoxiguanosina com DDE.
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Figura 4.13: Cromatogmmas com detecção por absorbância (Á. = 285 nm) e espectros de absorbância dos

produtos A e B (figura 4.12) purificados do DNA das células CVI-P incubadas com DOE. Esses espectros

foram obtidos em um detector com fotodiodos acoplado ao HPLC (sistema 3.3.9.A). A condição de análise

por HPLC está descrita no item 3.3.9.3 de Materiais e Métodos. Para comparação, foram apresentados os

espectros de 2'-desoxiguanosina e aduto 1,.N2-eteno-2'-desoxiguanosina (l,.N2-etenodG). O espectro deste

último foi obtido em espectrofotômetro. UA: unidades arbitrárias.
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Devido à semelhança entre os espectros de absorbância do produto A e do aduto

1,N2-eteno-2' -desoxiguanosina descrito na literatura como um produto da reação in vitro de

2' -desoxiguanosina com cloroacetaldeído, óxido de cloroetileno ou epóxidos da acro1eína,

crotonaldeído ou trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) (Sattsangi e col., 1977; Goldschmidt e

col., 1968; Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1991), resolvemos sintetizar este aduto,

uma vez que o mesmo não é comercialmente disponível, para servir como um padrão nas

análises cromatográficas do DNA celular.

4.1.6.1. Síntese e caracterização

desoxiguanosina (1,N2-etenodG)

química do aduto 1,N2-eteno-2 '-

Sabíamos que cloroacetaldeído, um produto de rearranjo do óxido de cloroetileno

resultante da oxidação metabólica do cloreto de vinila pelas monooxigenases microssomais

dependentes de citocromo P450 (Fedtke e col., 1990a,b), reagia com guanosina, in vitro,

levando à formação de 1,N2-etenoguanosina, 1,N2-etenoguanina e N2,3-etenoguanina

(Sattsangi e col., 1977), entre outros produtos. Resolvemos, portanto, incubar

cloroacetaldeído com 2' -desoxiguanosina, como descrito no item 3.4.2 de Materiais e

Métodos, isolar os produtos resultantes dessa reação em quantidade suficiente para as

análises espectroscópicas e obter o aduto 1,N2-etenodG. A figura 4.14 mostra os

cromatogramas obtidos com detecção por absorbância e fluorescência do resultado da

reação.
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Figura 4.14: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância O\. = 254 nrn) e fluorescência

(Àexc = 300 nrn; Â..:m. = 420 nm) do resultado da incubação de 2'-desoxiguanosina com

cloroacetaldeído e respectivo controle. A massa de 2' -desoxiguanosina em cada análise está

indicada. As condições de incubação e análise por HPLC estão descritas, respectivamente, nos itens

3.4.2 e 3.4.1.1 de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrárias.

Podemos observar que diferentes produtos, alguns fluorescentes e outros não, são

formados a partir da reação de 2' -desoxiguanosina com cloroacetaldeido. Pela análise dos

espectros de absorbância em pH 1, pH 7 e pH 11 (fIgura 4.15 e tabela 4.7), IH RMN (em

DMSO-d6 ou D20) (figura 4.16 e tabela 4.8) e massas (figura 4.17), concluímos que o

produto indicado (a) correspondia ao aduto 1,N2-etenodG.
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Figura 4.15: Espectros de absorbância do produto a em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais e

Métodos): pH I, 50 mM HCI/KCI; pH 7, tampão fosfato 50 mM; pH 11, tampão carbonato

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrárias.
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Tabela 4.7: Valores de Àmáx. e coeficientes de extinção molar (c) do produto Cf.. nos diferentes pHs

indicados na figu ra 4.16. Os valores de E: foram detenninados como descrito no item 3.4.7 de

Materiais e Métodos.

Àmh. (om) E: (l\rl em-I)

222 40570

PH 1 271 10971

295 11 912

226 49937

PH 7 285 16785

233 42764

pH 11 280 8643

307 11 687
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Figura 4.16: Espectro de IH RMN do produto Cf. obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-d6, como descrito no item 3.4.6.2 de lvfateriais e Métodos.
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Tabela 4.8: Deslocamentos químicos no espectro de lH RMN do produto a em DMSO-d6

apresentado na figura 4.16G
•

b (ppm) Tipo J(Hz)

H-I' 6,22-6,25 t N-CH-O J6-7 = 2,5

H-2' 2,64-2,69 m Cfu-C

H-2" 2,17-2,21 m Cfu-C

H-3' 4,37 m HO-CH

H-4' 3,83-3,86 fi O-CH

H-5' 3,58-3,60 fi HO-Cfu

H-5" 3,49-3,52 fi HO-Cfu

OH-3' 5,32 s HO-CH

OH-S' 5,23 s HO-CH2

H-2 7,97 s N=CH-N

H-6 7,49 d C=CH-N

H-7 7,24 d C=CH-N

a m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrômetro de RMN
DRX 500.
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Figura 4.17: Espectro de massas (ESIIMS) do produto u. Voltagem do cone: 25 V. As condições

estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.

Os espectros de absorbância obtidos nos diferentes pHs são muito semelhantes

aos descritos na literatura para 1,N2-eteno-2' -desoxiguanosina e 1,N2-etenoguanosina

(Sodum e Chung, 1988; Sattsangi e col., 1977). Algumas diferenças observadas foram um

pequeno deslocamento batocrômico das bandas de menor energia (pH 1, 291~295; pH 7,

283~285; pH 11,277-7280) em comparação com os espectros de 1,N2-etenodG descritos
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por Sodurn e Chung (1988), e valores de coeficientes de extinção molar (c) maiores para

todos os comprimentos de onda em comparação com os valores descritos por Sattsangi e

colaboradores (1977) para 1,N2-etenoguanosina. Neste último caso, as maiores diferenças

foram observadas para as bandas de maior energia (220 - 235 nm).

No espectro de IH RMN observamos, além dos prótons do açúcar e do próton

H-2 da guanina, dois prótons aromáticos que aparecem como dubletos em 7,24 e 7,49 ppm,

indicando a adição de -HC=CH- à 2'-desoxiguanosina. Os prótons em 5,23 e 5,32 pprn não

apareceram quando os espectros foram adquiridos após a adição de D20 às amostras,

mostrando serem os prótons trocáveis OH-3' e OH-S'. A única diferença em relação ao

espectro descrito por Sodum e Chung (1988) para 1,N2-etenodG foi o fato de não

observannos o próton H-S no espectro obtido em DMSO-d6. A confinnação da estrutura do

aduto foi obtida pelo seu espectro de massas (ESI/MS), o qual apresentou o íon molecular

[M + Ht em m/z 292 e o íon correspondente a [M + Ht - 2-0-eritro-pentose em m/z 176.

As alterações nos espectros de absorbância e IH RMN em relação aos dados da

literatura nos levaram a concluir que o aduto Cf. é um tautômero (figura 4.16) do aduto 1};2

etenodG previamente descrito (Sodum e Chung, 1988).

4.1.6.2. Uso do padrão 1,N2-eteno-2 '-desoxiguanosina para análise

preliminar da sua presença em DNA de células incubadas com DDE

A análise do DNA das células, após hidrólise enzimática, por HPLC acoplado à

detecção por absorbância a 225 nm, segundo a condição 3.3.9.2 descrita em Materiais e

Métodos, nos pennitiu observar um produto (indicado com * na figura 4.11) que estava

ausente no controle e apresentava tempo de retenção próximo ao do aduto 1,]f-etenodG

(figura 4.14). Uma nova cromatografia feita após adição do aduto 1,N2-etenodG a uma

amostra do DNA das células revelou coeluição entre os dois produtos, como pode ser

observado na figura 4.18. Tal coeluição foi um indício de que o produto presente no DNA

das células incubadas com DDE poderia ser o aduto 1,N2-etenodG.
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Figura 4.18: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À = 225 nm) do DNA extraído

das células CVI-P incubadas com DDE (65 j.lM, 5 horas). Os cromatogramas foram feitos sem

adição e com adição (spiking) de 1,N!-etenodG à amostra de DNA. A massa de DNA, calculada

como descrito no item 3.3.9 de Materiais e Métodos, está indicada. O tratamento das células,

extração e hidr6lise do DNA foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.5c, 3.3.7 e 3.3.8 de

Materiais e Métodos. A condIção de análise por HPLC está descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.A

e condição 3.3.9.2) de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrárias.

Não tivemos sucesso na purificação desse produto para obtenção do seu espectro

de absorbância e, com isso, a confirmação da sua estrutura. Assim, novas estratégias tiveram

que ser adotadas para que se pudesse confinnar a fonnação de etenoadutos de 2'

desoxiguanosina a partir da reação desse nucleosídeo com DDE.

Todas as análises de DNA das células apresentadas nos itens 4.1.5 e 4.1.6 nos

revelaram que, antes de haver perda de viabilidade celular e fragmentação do DNA e apesar

do aumento do nível intracelular de sulfidrilas não proteicas nas incubações com DDE, o

DNA celular é modificado pelas moléculas de aldeído que conseguem atingir o núcleo. Uma



Resultados

vez que já se sabia que adutos formados entre adenina e DDE eram as principais espécies

responsáveis pela fluorescência observada no DNA após reação com DOE in vitro, e a

caracterização química dos adutos derivados de 2'-desoxiadenosina vinha sendo feita por

outro estudante em nosso laboratório (Carvalho e col., 1998 e 2000), resolvemos nos

concentrar na caracterização de alguns adutos fonnados a partir da reação de 2'

desoxiguanosina com DDE e na tentativa de detectá-los em DNA de células incubadas com

o aldeído, tendo como base os dados acima apresentados.

4.2. Formação e caracterização química de adutos 1,N2-eteno-2 '

desoxíguanosina apor/ir da reação de DDE com 2 '-desoxiguanosina in vitro

4.2.1. Condições de incubação e detecção dos produtos formados

o estudo da reação do DDE com 2'-desoxíadenosina na presença de peróxidos in

vitro, que vinha sendo desenvolvido paralelamente em nosso laboratório (Carvalho e col.,

1998), e outros estudos presentes na literatura mostrando a reação de aldeídos a,j3

insaturados epoxidados na presença de peróxidos com as bases de nuc1eotídeos ou

nucleosídeos (Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Chung e coL, 1996) nos

levaram a fazer as incubações de dGuo com DDE utilizando THF previamente exposto à luz

como fonte dos peróxidos. A determinação da concentração de peróxidos no THF utilizado

foi feita através do ensaio do Fe2+/alaranjado de xilenol descrito no item 3.4.3 de Materiais

e Métodos.

Inicialmente testamos diferentes pHs e concentrações de tampão e peróxidos nas

incubações (item 3.4.4 de Materiais e Métodos) e verificamos que concentrações mais altas

de peróxidos levavam à formação de produtos diferentes dos que eram observados na

presença de concentrações mais baixas. Tentamos purificar os produtos fonnados na

presença das concentrações mais altas de peróxidos, mas os mesmos se mostraram instáveis

após o primeiro passo da purificação. Decidimos, portanto, nos concentrar nas incubações

contendo menores quantidades de peróxidos, até chegarmos à condição que nos

proporcionou melhor rendimento dos adutos de nosso interesse (condição 3.4.4.3 de

Materiais e Métodos). Verificamos também que, na ausência de peróxidos (item 3.4.9 de
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Materiais e Métodos), esses adutos não eram fonnados. A concentração e pH do tampão

utilizado também foram importantes para o maior ou menor rendimento dos adutos.

Sabemos que as adições nucleofilicas envolvendo 2'-desoxiguanosina e aldeídos ocorre

preferencialmente em pH acima de 9,2, quando o N2 da guanina se encontra desprotonado,

facilitando o ataque nucleofilico (Nair e Offennan, 1985). O aduto 1,N2-etenodG não foi

observado em incubações de 2'-desoxiguanosina com cloroacetaldeído em pH 5 (Nair e

Offennan, 1985).

A reação de dGuo com DDE na presença de peráxidos, segundo a condição

3.4.4.3 descrita em Materiais e Jvfétodos, levou à formação de quatro produtos principais

juntamente com outros aparentemente presentes em concentrações menores. Esses produtos

foram separados utilizando-se as condições de HPLC 3.4.1.2 ou 3.4.1.3 descritas em

Materiais e Métodos (figura 4.19). Nosso objetivo inicial foi a elucidação das estruturas dos

adutos AI e A2, com tempos de retenção em 15 e 41 minutos, respectivamente (condição

3.4.1.3). Entretanto, os adutos com tempos de retenção intermediários (A3, A4 e AS)

também foram coletados e concentrados para posterior caracterização química.
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Figura 4.19: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À = 225 nm). A) Resultado da

reação de dGuo com DDE na presença de peróxidos; B) Controle. As condições de incubação e

análise por HPLC estão descritas, respectivamente, nos itens 3.4.4.3 e 3.4.1.3 de Materiais e

Métodos. DA: unidades arbitrárias.

Após a primeira separação dos produtos, o aduto AI foi repurificado através da

condição de HPLC 3.4.1.4 e o aduto A2 foi repurificado através da condição de HPLC

3.4.1.7, a qual pennitiu a separação dos dois adutos, A2-1 e A2-2, que estavam coeluindo na

condição de HPLC 3.4.1.3 (figura 4.20).



Resultados

400 A2·2
A2~1 I

...-...
~

~ 300
'-"
ro
'õ,...
,éi:!

200...a....
o
<I)

~ 100

O
Á~

10 20 30
Tempo (min )

A2-1

2000 f- \.

~
2, 1500
.§!
o

<ã.e 1000
o
Cf)

~ 500

o ~

10 20 30
Tempo (min)

2000
A2·2

"'"'
/

~ 1500
'--'
Cli
'0
C

<co 1000.-e
o
cn

.D

@500

o
10 20 30

Tempo (min )

Figura 4.20: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (A = 280 nm) do aduto A2 pré

purificado. Foi utilizada a condição de HPLC 3.4.1.7 descrita em Materiais e Métodos. VA:

unidades arbitrárias.
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4.2.2. Caracterização química do aduto AI

Os espectros de absorbância do aduto AI obtidos em diferentes pHs foram

idênticos aos do aduto 1,N2-etenodG sintetizado anteriormente, com Âmax. em 222, 271 e 295

nm (pH 1),227 e 285 oro (pH 7) e 234, 279 e 307 nm (pH 11), como apresentado na figura

4.21. Além disso, ambos os adutos coeluiram cromatograficamente (figura 4.22).
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~
pH 11

~
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Figura 4.21: Espectros de absorbância do aduto AI em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais e

Métodos): pH 1, 50 mM HCl/KCI; pH 7, tampão fosfato 50 mM; pH 11, tampão carbonato

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrárias.
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Figura 4.22: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À = 225 om, UA).

A) Resultado da reação de dGuo com DDE na presença de peróxidos; B) Mesma mistura de reação

com adição de 1,N2-etenodG. As condições de incubação e análise por HPLC estão descritas,

respectivamente, nos itens 3.4.4.3 e 3.4.1.3 de Materiais e Métodos. DA: unidades arbitrárias. Abs:

absorbância.
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o espectro de massas (ESVMS) do aduto AI no modo positivo (figura 4.23)

apresentou quatro sinais: m/z 291,85 ([M + Ht, intensidade relativa 34%), 313,85

([M + Nat, intensidade relativa 53%), 329,76 ([M + Kt, intensidade relativa 40%) e

175,61 ([M + Ht - 2-D-eritro-pentose, intensidade relativa 95%), sendo consistente com a

introdução de um grupo eteno à molécula de 2' -desoxiguanosina. Sua estrutura foi

confirmada pela presença do par de dubletos correspondentes aos prótons H-6 e H-7 no

espectro de IH RMN (o == 7,60 e 7,42 ppm, respectivamente) e do síngleto em o= 8,13 pprn

correspondente ao próton H-2, além dos sinais correspondentes aos prótons do açúcar

(tabela 4.9). Como neste caso o sinal correspondente ao próton H-5 também não apareceu

no espectro obtido em DMSO-d6, concluímos que o aduto AI é idêntico ao aduto 1,N2

etenodG que sintetizamos a partir da reação de dGuo com cloroacetaldeído (item 4.1.6.1),

sendo ambos tautômeros do mesmo aduto descrito ante110rrnente na literatura (Sodum e

Chung, 1988).

Tabela 4.9: Deslocamentos químicos no espectro de IH RMN do aduto AI em DMSO-dó Q.

8 (ppm) Tipo J(Hz)

H-I' 6,22-6,27 t N-CH-O J6-7 = 2,6

H-2' 2,55-2,64 m Cfu-C

H-2" 2,21-2,28 m CtL-C

H-3' 4,35-4,37 m HO-CH

H-4' 3,81-3,84 m O-CH

H-5' 3,55-3,60 m HO-Cfu

H-5" 3,50-3,54 fi HO-Cfu

OH-3' 5,30 d HO-CH

OH-5' 4,97 t HO-CH2

H-2 8,13 s N=CH-N

H-6 7,60 d C=CH-N

H-7 7,42 d C=CH-N

a m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrômetro de RMN
DPX 300 como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.23: Espectro de massas (ESI/MS) do aduto AI. Voltagem do cone: 25 V. As condições

estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.

4.2.3. Caracterização química dos adutos A2-1 e A2-2

Os adutos A2-1 e A2-2 (figuras 4.19 e 4.20) apresentaram espectros de

absorbância idênticos entre si e semelhantes aos obtidos para o aduto 1,N2-eteno-2'

desoxiguanosina em diferentes pHs (figura 4.24 e tabela 4.10), com um deslocamento

batocrômico, o que foi uma indicação de que eram derivados substituídos deste último.
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Figura 4.24: Espectros de absorbância dos adutos A2 em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais

e Métodos): pH 1,50 mM HCVKCI; pH 7, tampão fosfato 50 mM; pH 11, tampão carbonato

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrárias.

Tabela 4.10: Valores de Àmáx e coeficientes de extinção molar (€) dos adutos A2-1 e Al-2 nos

diferentes pHs indicados na figura 4.24. Os valores de € foram detenninados como descrito no item

3.4.7 de Materiais e Métodos.

A2-1 A2-2 Média (A2)

1 mh.. (om) € (~I em-I) ÀtWiL (om) € (M-I em-I) E(~I em-I)

225 70039 225 57358 63698
pH 1

274 26 810 275 23202 25006

228 80468 229 66710 73589
pH7

275 30 182 276 27951 29066

235 67 193 236 63737 65465

pH 11 281 22117 280 19654 20885

309 17800 313 14829 16314
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Os espectros de massas (ESVMS) dos adutos A2-1 e A2-2, idênticos entre si,

estão apresentados na figura 4.25. Podemos observar um íon molecular protonado [M + Ht
em mlz 434, um fragmento predominante em mlz 318 ([M + Ht - 2-D-eritro-pentose) e os

sinais correspondentes a [M + Nat em m/z 456 e [M + Kf em m/z 472. Essas observações

foram consistentes com o que seria esperado para um aduto fonnado entre dGuo e DDE

(1: 1), com ganho de dois átomos de oxigênio e perda de uma molécula de H20.
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Figura 4.25: Espectros de massas (ESVMS) dos adutos (a) A2-1 e (b) A2-2. Voltagem do cone: 35

V. As condições estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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A partir da observação desses espectros foi possível concluir que os adutos A2-1

e A2-2 são diastereoisômeros. Sua estrutura molecular foi confirmada pela análise de

espectros de IH RMN (figuras 4.26 e 4.27; tabelas 4.11 e 4.12), COSY (figuras 4.28 e

4.29), D C RMN (figuras 4.30 e 4.31; tabela 4.13), DEPT (figuras 4.32 e 4.33), IH_13C

HMQC (figuras 4.34 e 4.35) e IH_ 13C HMBC (figuras 4.36 e 4.37).

O espectro de IH_RMN do aduto A2-1 em DMSO-d6 apresenta, além dos prótons do

açúcar, dois prótons aromáticos, H-6 e H-2, em o = 7.14 e 8.05 ppm respectivamente; 11

prótons de parte da cadeia lateral distribuídos em um grupo metila e quatro grupos

metilênicos que podem ser observados na região de campo alto do espectro (0,85 pprn < 0<

1,73 ppm); um próton, H-12, em 4,04-4,08 ppm, que aparece como multipleto devido aos

acoplamentos com os prótons em C-13 e OH-12; dois prótons, 2H-IO, em 4,3 ppm, que

aparecem como singleto por não acoplarem entre si ou com outros prótons; e um próton,

OH-12, em 5,38-5,39 ppm, que aparece como dubleto por acoplar unicamente com H-12

(figura 4.26, tabela 4.11). Os sinais em 4,91-4,93 (OH-S'), 5,26-5,27 (OH-3') e 5,38-5,39

ppm (OH-12), referentes aos prótons trocáveis de grupos hidroxila, não apareceram quando

o espectro de IH RNfN foi obtido em D20, confirmando a atribuição desses sinais. A

diferença entre os diastereoisômeros A2-1 e A2-2 está na constante de acoplamento entre os

prótons em C-lO. Enquanto esses prótons aparecem como um singleto no aduto A2-1 (são

equivalentes), a constante de acoplamento entre eles é grande no aduto A2-2 (J = 18,5 Hz),

aparecendo como dubletos (figura 4.27; tabelas 4.11 e 4.12). Os acoplamentos entre os

prótons podem ser melhor visualizados nas figuras 4.28 e 4.29 (COSY - espectroscopia de

correlação bidimensional IH_IH).
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Figura 4,26: Espectro de IH RMN do aduto A2-1 obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-d6, corno descrito no item 3.4,6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.11: Deslocamentos químicos no espectro de IH RMN do aduto A2-1 em DMSO-d6 a

8 (ppm) Tipo J(Hz)

H-I' 6,19-6,22 t N-CH-O J 12-13 , 3,9

H-2' 2,55-2,62 m Cfu-C J I2-13" 9,0

H-2" 2,21-2,26 m CtL-C J12-0HI2 6,0

H-3' 4,35-4,36 m HO-CH J 13 '-13" 18,0

H-4' 3,81-3,84 fi O-CH J 13 '-J4 5,0

H-5' 3,55-3,59 fi HO-Cfu J I3"-14 4,6

H-5" 3,49-3,53 fi HO-Cfu

OH-5' 4,91-4,93 t HO-CH2

OH-3' 5,26-5,27 d HO-CH

H-2 8,05 s N=CH-N

H-6 7,14 s C=CH-N

2H-IO 4,30 s OC-Cfu-C

H-12 4,04-4,08 m HO-CH-C=O

OH-12 5,38-5,39 d HO-CH-C=O

H-13' 1,66-1,73 m HOC-Cfu-C

H-13" 1,50-1,58 m HOC-Cfu-C

2H-14 1,36-1,41 m C-Cfu-C

2H-15 + 2H-16 1,21-1,30 m C-Cfu-C

3H-17 0,85-0,88 t CtL-CH2

a m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrômetro de RMN
DRX SOO como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.12: Deslocamentos químicos no espectro de IH RMN do aduto A2-2 em DMSO-d6 a

8 (ppm) Tipo l(Hz)

H-I' 6.19-6.22 t N-CH-O 1 12-13 , 4.0

H-2' 2.55-2.61 fi Cfu-C J I2 -13" 9.0

H-2" 2.21-2.26 fi Cfu-C 112.0H12 5.8

H-3' 4.35 fi HO-CH 1 13 '-13" 18.2

H-4' 3.82-3.84 fi O-CH J 13 '-14 4.9

H-5' 3.56-3.59 fi HO-Cfu J I3 "-14 4.5

H-5" 3.50-3.52 fi HO-Cfu JIO'-IO" 18.5

OH-5' 4.93 t HO-CH2

OH-3' 5.26 d HO-CH

H-2 8.04 s N=CH-N

H-6 7.12 s C=CH-N

H-lO' 4.32-4.35 d OC-Cfu-C

H-lO" 4.25-4.28 d OC-Cfu-C

H-12 4.04-4.09 fi HO-CH-C=O

OH-12 5.36 d HO-CH-C=O

H-I3' 1.68-1.71 fi HOC-CtL-C

H-13" 1.52-1.55 fi HOC-Cfu-C

2H-14 1.37-1.40 fi C-Cfu-C

2H-15 + 2H-16 1.23-1.30 fi C-Clli-C

3H-17 0.85-0.88 t Cfu-CH2

a m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrômetro de RMN
DRX 500 como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.28: Espectro de RMN de conelação bidimensional IH_IH (COSY) do aduto A2-1 obtido

em um equipamento de 500 MHz em DMSO-dó, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e

Métodos.
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em um equipamento de 500 MHz em DMSO-d6, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e
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Os espectros de DC RMN dos adutos A2-1 e A2-2 apresentaram 20 sinais

(figuras 4.30 e 4.31; tabela 4.13) correspondentes a 20 diferentes carbonos. A atribuição

dos sinais aos respectivos carbonos não quaternários foi possível através da análise de

espectros DEPT, nos quais os carbonos em CH] e CH aparecem como sinais voltados para

cima e aqueles em CH2 aparecem como sinais voltados para baixo (figuras 4.32 e 4.33), e

de espectros de correlação heteronuclear bidimensional IH_DC (HMQC) (figuras 4.34 e

4.35), nos quais é possível observar os acoplamentos entre um IH e um DC distantes um do

outro por uma ligação (1J). Os carbonos quatemários aparecem apenas nos espectros de l3C

RMN e a atribuição correta desses sinais aos respectivos carbonos (carbonos 3a, 4a, 7, 9, 9a

e 11) foi feita através da análise de espectros de correlação heteronuclear bidimensional

IH_DC a longa distância (HMBC) (figuras 4.36 e 4.37) e com base em um trabalho

desenvolvido por Rindgen e colaboradores (1999). A figura 4.37 (aduto A2-2) mostra que o

próton H-2 acopla com os sinais em 116,05 e 149,87 ppm (acoplamentos 3J(C,H)), enquanto

que H-I' está envolvido em acoplamentos 3J(C,H) com os carbonos ressonantes em 136,92

e 149,87 ppm. Assim, o sinal em 116,05 ppm foi atribuído ao C-9a e aquele em 149,87 ppm

ao C-3a. A existência dos acoplamentos dos prótons H-6 e H-lO com o sinal em 117,82 ppm

permitiu a atribuição do C-7, enquanto o acoplamento de H-6 com o carbono ressonante em

147 ppm pennitiu a atribuição do C-4a. O outro carbono quaternário que apareceu em

153,80 ppm foi atribuído ao C-9. O sinal que aparece em 209 ppm foi atribuído ao grupo

C=O da cadeia lateral do aduto, estando envolvido em acoplamentos 2J (C,H) com os

prótons H-10 e üH-l2. A mesma interpretação foi feita para o aduto A2-1 (figura 4.36),

sendo que neste caso não foi possível observar o acoplamento 2j (C,H) entre C-lI e OH~12.

Praticamente não há diferença entre os dois diastereoisômeros no que se refere aos

deslocamentos químicos dos carbonos (tabela 4.13).
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DMSO-d6, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiaís e Métodos.
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Figura 4.31: Espectro de 13C RMN do aduto A2-2 obtído em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-d6, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.32: Espectro de RMN DEPT do aduto A2-1 obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-d6, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.33: Espectro de RMN DEPT do aduto A2-2 obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-dó, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.35: Espectro de RMN de correlação heteronuclear bidimensional lH_ 13C (HMQC) do

aduto A2-2 obtido em um equipamento de 500 MHz em DMSO-dól como descrito no item 3.4.6.2

de lvfateriais e Métodos.
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Tabela 4.13: Deslocamentos químicos nos espectros de l3e RMN dos adutos A2-1 e A2-2 em

DMSO-d6 a

Aduto A2-1 Aduto A2-2

(ppm) (ppm) Tipo

C-2 136,89 136,92 N=CH-N

C-3a 149,83 149,87 N=C-N

C-4a 146,86 147,00 N=C-N

C-6 115,52 115,86 N-CH=C

C-7 117,87 117,82 C=C-N

C-9 153,72 153,80 N-COH=C

C-9a 116,07 116,05 C=C-N

C-lO 36,02 36,09 CH2

C-ll 209,07 209,13 C=O

C-12 75,96 75,98 H-C-OH

C-13 33,03 33,05 CH2

C-14 24,65 24,71 CH2

C-15 31,24 31,30 CH2

C-16 22,14 22,19 CHz

C-I7 14,01 14,07 CH3

C-I' 83,07 83,13 N-CH-O

C-2' 39,51 39,88 CH2

C-3' 70,82 70,88 H-C-OH

C-4' 87,75 87,79 H-C-O

C-5' 61,82 61,87 Hi:-OH

a Espectros obtidos em um espectrômetro de RMN DRX 500 como descrito no item 3.4.6.2 de
Materiais e Métodos.

Os dados espectroscópicos apresentados nos pennitiram concluir que os adutos

A2-1 e A2-2 têm uma estrutura do tipo eteno substituído, possuindo uma cadeia lateral de

oito carbonos na qual estão presentes um grupo carbonila em C-lI e um grupo hidroxila em

C-12 (figuras 4.26 e 4.27). Ambos diferem entre si pela configuração espacial dos átomos
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ligados ao C-12, o qual é centro quiraI. Possíveis mecamsmos para formação desses

etenoadutos estão esquematizados no Capítulo 5 (Discussão).

4.3. Padronização de metodologias sensíveis para detecção da formação dos

adutos 1,N2-eteno-2 '-desoxiguanosina em sistemas biológicos

Após a observação de que o DDE, na presença de peróxidos, levava à formação

de etenoadutos de 2' -desoxiguanosina in vítro, resolvemos investir na padronização de

metodologias mais sensíveis e específicas que a detecção por absorbância para que

pudéssemos investigar a formação desses adutos em DNA de células incubadas com DDE.

Os resultados obtidos estão descritos a seguir.

4.3.1. Detecção eletroquímica

Inicialmente investigamos a eletroatividade do aduto 1;N2-eteno-2'-

desoxiguanosina (AI) em potencial de detecção de + 800 mV utilizando o sistema de HPLC

e a condição cromatográfica descritos no item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos. Resolvemos

utilizar esse potencial porque a estabilização do detector é mais dificil em potenciais mais

altos. Além disso, quanto maior o potencial utilizado, menor é a seletividade do método.

Corno pode ser observado na figura 4.38, esse etenoaduto pode ser detectado

eletroquimicamente. Entretanto, a sensibilidade obtida foi apenas 1,3 vezes maior que a da

detecção por absorbância a 280 nm.
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Figura 4.38: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À. = 280 nm) e detecção

eletroquímica (potencial = +800 mV) do aduto 1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina (AI). A condição de

análise por HPLC está descrita no item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrárias.

Resolvemos, portanto, com base em um trabalho desenvolvido por Douki e Ames

(1994), verificar se o aduto 1,N2-etenoguanina, resultante da hidrólise ácida de 1,N2-eteno

2' -desoxiguanosina, podia ser detectado eletroquimicamente com maior sensibilidade.

Douki e Ames desenvolveram um ensaio para detecção eletroquímica de adutos 1~2_

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~!!!!149
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propano-2'-desoxiguanosina no qual o produto da hidrólise ácida desses adutos (1 ,N2_

propanoguanina) era detectado com maior sensibilidade, em baixos potenciais de oxidação,

em comparação com o aduto original. Para ser eletroativo, o produto analisado deve possuir

grupos oxidáveis. Na hidrólise ácida ocorre quebra da ligação glicosídica, o que gera um

sítio oxidável adicional, como mostrado abaixo, permitindo a detecção eletroquímica em

potenciais mais baixos.

OH

Ç-N~N
~ Á._J-N~N N

HO~
-.'

HQ

+ ácido

1,N2-eteno-2' -desoxiguanosina 1,N2-etenoguanina

A hidrólise ácida de 1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina foi feita com uma solução de

HF-pirídina ou HCI como descrito no item 3.5.1.1 de Materiais e Métodos e os produtos

resultantes foram analisados por HPLC acoplado aos detectores de absorbância e

eletroquímico (item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos). Os cromatogramas obtidos estão na

figura 4.39.
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Figura 4.39: Cromatogramas obtidos com detecção por absorbância (À = 280 nm) e detecção

eletroquímica (potencial = +800 mV) dos produtos da hidrólise ácida de 1,N2-eteno-2'

desoxiguanosina (AI). A condição de análise por HPLC está descrita no item 3.5.1.2 de Materiais e

Métodos. DA: unidades arbitrárias.

Observamos um produto eletroativo com tempo de retenção de 10,5 minutos. A

análise dos seus espectros de absorbância e massas após sua purificação nos mostrou que ele

era o aduto 1,N2-etenoguanina (figuras 4.40 e 4.41).
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Figura 4.40: Espectros de absorbância do produto A' em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais

e Métodos): pH I, 50 mM HCl/KCI; pH 7, tampão fosfato 50 mM; pH 11, tampão carbonato

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrárias. Os espectros correspondem aos obtidos por Sattsangi

e colaboradores (1977) para o aduto 1,N-etenoguanina.
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Figura 4.41: Espectro de massas (ESVMS) do produto A'. Voltagem do cone: 25 V. As condições

estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.

A detecção eletroquímica de 1,N2-etenoguanina em + 800 mV chegou a ser 66

vezes mais sensível que a sua detecção por absorbância (A = 280 nm). Seu

eletrovoltamograma, determinado na faixa de 500 a 1000 mV como descrito no item 3.5.1.3

de Materiais e Métodos, nos mostrou que estávamos trabalhando no potencial adequado

(figura 4.42).
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Figura 4.42: Eletrovoltamograma de 1,N2-etenoguanina. As condições de análise estão descritas no

item 3.5.1.3 de Materiais e Métodos. EC: detecção eletroquímica. UV: detecção por absorbância a

280 nrn.

Como o eletrovoltamograma de um composto depende da sua eletroatividade, a

qual é um reflexo da sua estrutura, este pode auxiliar na identificação de compostos com

atividade eletroquímica. Foi atingido o limite de detecção de 6 pmol de 1,N2-etenoguanina

ao se utilizar o potencial de + 800 mV. Entretanto, acreditamos que a utilização de um

detector eletroquímico mais sensível tivesse permitido a detecção de concentrações muito

menores desse aduto. Para comparação, o equipamento que utilizamos detectava, na época,

uma massa mínima de 3 pmol de 8-oxodG, sendo que o ideal seria detectar em tomo de 100

[moI dessa base oxidada (potencial de + 600 mV). O limite de sensibilidade alcançado com

o equipamento que utilizamos não foi mais vantajoso que o observado para a detecção do

aduto I ,N2-eteno-2'-desoxiguanosina por absorbância a 225 nm utilizando~se a condição

cromatográfica 3.3.9.1 descrita em Materiais e Métodos (3 pmol). No caso, a vantagem em

relação à detecção por absorbância estaria na seletividade. A hidrólise ácida de DNA de

timo de bezerro após reação com DDE na presença de peróxidos in vitro (condição de

incubação como a descrita 110 item 3.4.8 e hidrólise como a descrita no item 3.5.1.4 de

Materiais e Métodos) revelou a presença de produtos com atividade eletroquímica, sendo

que um deles eluiu juntamente com o padrão 1,N2-etenoguanina (figura 4.43).
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Figura 4.43: Cromatogramas obtidos com detecção eletroquímica (potencial = +800 mV) dos

produtos da hidrólise ácida do DNA incubado com DDE na presença de peróxidos in vitro, do

respectivo controle e da amostra de DNA com adição de 1;N2-etenoguanina (spiking). As cond ições

de incubação, hidrólise e análise por HPLC estão descritas nos ítens 3.4.8, 3.5.1.4 e 3.5.1.2 de

Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrarias.

A identidade do produto que eluiu juntamente com o padrão 1,N2-etenoguanina

poderia ter sido confIrmada pelo seu eletrovoltamograma. Entretanto, como o principal
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objetivo era a detecção inequívoca desse aduto em DNA de células, e alguns problemas

desse método, como a pequena sensibilidade devida ao equipamento utilizado e o fato de

que sempre há RNA contaminante ao se extrair DNA das células e a hidrólise ácida não

pennitiria distinguir entre l.},p-etenoguanosina e 1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina,

resolvemos nos concentrar na padronização da detecção dos etenoadutos por LC/ESIIMS

MS descrita abaixo.

4.3.2. Detecção por rCIES/IMS-MS

Após uma série de experimentos chegamos nas condições hoje padronizadas para

detecção dos etenoadutos em sistemas biológicos. Inicialmente, investigamos o limite de

detecção para 1,N2-f;dGuo quando esse aduto era injetado diretamente no espectrômetro de

massas e era feita a aquisição do espectro total no intervalo de 50 a 400 m/z com diferentes

voltagens de cone (as condições utilizadas estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e

Métodos). Conseguimos observar que o íon do aduto sem a desoxirribose (l,N2

etenoguanina -+ [M+Ht = 176 m/z) era mais facilmente detectável que o íon do aduto com

o açúcar (l,N2-eteno-2'-desoxiguanosina -+ [M+Ht = 292 m/z). Isso ocorria porque a

ligação glicosídica era facilmente quebrada quando utilizávamos a voltagem de cone que

pelmitia melhor ionização da molécula. Por exemplo, ao se utilizar voltagem de cone igual a

5 ou 10 V não havia fragmentação da molécula, mas o pico em m/z 292 aparecia muito

baixo. Ao aumentannos a voltagem para 25 V, a intensidade do sinal em m/z 292

aumentava, mas já aparecia um sinal mais intenso em m/z 176. Aumentando ainda mais a

voltagem, o sinal em m/z 176 se tornava predominante, com total desaparecimento do sinal

em m/z 292 ao utilizarmos 40 V. Esse modo de aquisição permitiu a detecção de, no

mínimo, 9 pmol do aduto.



1,JV2-eteno-21-desoxiguanosina

M = 291 Da

I ,N2-etenoguanina

M=175Da

Sabíamos, a partir de dados da literatura, que a cromatografia líquida através de uma

coluna com diâmetro muito pequeno, com utilização de fluxo muito baixo, combinada à

espectrometria de massas por electrospray com monitoramento de um único íon (SIR ou

SIM) pem1itia um grande aumento da sensibilidade de detecção em comparação com a

sensibilidade obtida na aquisição do espectro total (Yen e col., 1996; Apruzzese e Vomos,

1998). Resolvemos, portanto, através da utilização dessa metodologia, investigar o limite de

detecção para o aduto I,N2-€dGuo. Utilizamos inicialmente um fluxo constante de 20

flL/min através de uma coluna capilar com diâmetro interno de 1 mm (fase móvel: 30% de

acetonitrila em água). O aduto 1,N2-sdGuo (solubilizado em água com 0,2% de ácido

fónnico) foi injetado em diferentes concentrações na coluna. A detecção do aduto foi feita

utilizando-se a voltagem do cone igual a 50 V e a função SIR para monitoramento do íon

[M+Ht em m/z 176. A razão para se ter escolhido monitorar esse íon está explicada no

parágrafo anterior. Conseguimos, assim, alcançar o limite de sensibilidade de 25 fmol para

detecção desse aduto. Entretanto, alguns problemas ainda existiam. Como era utilizado

apenas o primeiro analisador do espectrômetro, a detecção não era tão específica,

aparecendo outros picos mesmo nos cromatogramas dos padrões. Isso acontecia porque

todas as moléculas com relação m/z 176, após serem ionizadas, passavam pelo analisador e

eram detectadas, mesmo não sendo moléculas do aduto.

Sendo assim, resolvemos ajustar as condições para o monitoramento dos íons dos

etenoadutos através da utilização dos dois analisadores do espectrômetro (MS-MS/MRM).

Esse tipo de monitoramento pennite uma detecção muito mais específica do que a obtida

quando é utilizado apenas um analisador (MS/SIR), uma vez que são detectadas apenas as
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moléculas que apresentam um padrão espedfico de fragmentação selecionado. As condições

estabelecidas para essas análises estão descritas no item 3.5.2 de Materiais e Métodos.

Para melhorar ainda mais a especificidade da detecção e quantificar esses

etenoadutos em DNA utilizamos os padrões isotópicos CSNs]-1,N2-EdGuo e CSNs]A2

sintetizados como descrito no item 3.5.2.3 de Materiais e Métodos. A utilização dessas

moléculas como padrões internos é importante porque a resposta do espectrômetro varia

muito entre uma injeção e outra, sendo o uso das mesmas a saída encontrada para corrigir

essas variações. Tais padrões apresentam o mesmo comportamento cromatográfico e são

ionizados da mesma fonna que os adutos correspondentes, mas são monitorados em

diferentes m/z. Assim, obtêm-se dois cromatogramas simultâneos ao se fazer a análise no

espectrômetro de massas: em um deles aparece o pico correspondente ao padrão interno e

no outro aparece o pico correspondente ao aduto de interesse, ambos com o mesmo tempo

de retenção (figuras 4.46 e 4.47). Nas figuras 4.44 e 4.45 estão os espectros de massas dos

padrões isotópicos sintetizados.
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Figura 4.44: Espectros de massas (ESIIMS) do aduto [J5Ns]_1,.N2-edGuo em diferentes voltagens de

cone. As condições estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.45: Espectro de massas (ESIIMS-MS) do aduto [15Ns]A2. As condições de análise em

MS2 estão descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.46: Cromatogramas obtidos após injeção de uma solução contendo 50 fmol do aduto 1)112

EdGuo (5 fmol/!lL) e 1000 fmol do padrão interno eSNsJ-l,N2-EdGuo (100 fmol!/lL) no sistema

LC/ESIIMS-MS. As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1 c 3.5.2.2 de Materiais e

Métodos. Fase móvel: 30% de acetonitrila em água.
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Figura 4.47: Cromatogramas obtidos após injeção de uma solução contendo 50 fmol da mistura dos

adutos A2 (2,5 fmoVJ.lL) e 3500 [moi do padrão interno C5NS]A2 (175 fmoVJ.lL) no sistema

LC/ESUMS-MS. As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1 e 3.5.2.2 de Materiais e

Métodos. Fase móvel: 50% de acetonitrila em água.

As curvas de calibração para quantificação dos etenoadutos nas amostras de

DNA foram construídas como descrito no item 3.5.2.4 de Materiais e Métodos e estão

apresentadas na figura 4.48.



Figura 4.48: Curvas de calibração para quantificação dos etenoadutos: (a) 1,N2-t:dGuo; (b) A2. As

condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e Métodos.

4.3.2.1. Detecção e quantificação dos adutos Ai e A2 em DNA de timo de

bezerro incubado com DDE na presença de peróxidos in vitro

Após hidrólise enzimática do DNA incubado com DDE na presença de peróxídos

in vitro e respectivo controle (segundo as condições descritas no item 3.4.8 de Materiais e

Métodos), as regiões correspondentes aos tempos de eluição dos adutos foram coletadas
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utilizando-se a condição cromatográfíca 3.4.1.4 descrita em Materiais e Métodos,

liofilizadas, analisadas e quantificadas pelo sistema LC/ESVMS-MS como descrito no item

3.5.2.4 de Materiais e Métodos. As figuras 4.49 e 4.50 mostram o comportamento

cromatográfico dos produtos resultantes no sistema LC/ESI/MS-MS. Na tabela 4.14 estão

os níveis dos adutos encontrados em DNA controle e tratado. As análises foram feitas em

triplicata ou quadruplicata.
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Figura 4.49: Detecção do aduto AI em DNA de timo de bezerro através do sistema LC/ESUMS

MS. As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e

Métodos. Fase móvel: 30% de acetonitrila em água. (a) DNA controle; (b) DNA incubado com

DDE na presença de peróxidos.
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Figura 4.50: Detecção dos adutos A2 em DNA de timo de bezerro através do sistema LC/ESI/MS

MS, As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e

Métodos, Fase móvel: 50% de acetonit.rila em água. (a) DNA controle; (b) DNA incubado com

DDE na presença de peróxidos.
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Tabela 4.14: Níveis dos adutas detectados em DNA conh'ole e DNA incubado com DDE na

presença de peróxidos in vitro.

Nível dos adutos (adutos/l 07 dGuo)

AI A2

DNA Controle

DNA tratado com DDE

27,9 ± 3,4 Não detectado

II I0,2 ± 57,3 854,3 ± 24,2

4.3.2.2. Detecção e quantificação dos adutos Ai e A2 em DNA de células

Da mesma fonna que para a detecção e quantificação dos adutos em DNA

incubado com DDE na presença de peróxidos in vitro, o DNA das células incubadas com

DDE (item 3.3.2.5 a de Materiais e Métodos) e respectivos controles foi analisado. As

figuras 4.51 e 4.52 mostram o comportamento cromatográfico dos produtos resultantes no

sistema LC/ESIIMS-MS. Nas tabelas 4.15 e 4.16 estão os níveis dos adutos encontrados em

DNA de células controles e tratadas. Para cada amostra de DNA foram feitas três injeções a

partir das quais foi obtido um valor médio. Nos casos em que foi possível analisar três

amostras distintas, estão apresentadas as médias e desvios padrões. Quando foram

analisadas menos que três amostras distintas, estão apresentados os níveis médios de adutos

encontrados em cada uma.
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Figura. 4.51: Detecção do aduto AI em DNA de células CVI-P através do sistema LC/ESI/MS

MS. As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e

Métodos. Fase móvel: 30% de acetonitrila em água. (a) células incubadas com etanol (0,2% v/v)

(contTole); (b) células incubadas com 50 11M de ODE por 5 horas.
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Figura 4.52: Detecção dos adutos A2 em DNA de células CVI-P através do sistema LC/ESI/MS

MS. As condições de análise estão descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e

Métodos. Fase móvel: 50% de acetonitrila em água. (a) células incubadas com etanol (0)% v/v)

(controle); (b) células incubadas com 50 ~lM de DDE por 5 horas.
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Tabela 4.15: Níveis do aduto AI detectado em DNA de células.

Nível do aduto AI (adutos/107 dGuo)

Controle

Células + DDE

1,17 ± 0,69

1,79 ± 0,37

Tabela 4.16: Níveis dos adutos A2 detectados em DNA de células.

Nível do aduto A2 (adutos/107 dGuo)

Controle 1

Controle 2

Células + DDE 1

Células + DDE 2

Não detectado

Não detectado

5,45

20,06

Podemos observar que a incubação das células com DDE nas condições

utilizadas (item 3.3.2.5 a de Materiais e Métodos) levou à fonnação dos adutos

diastereoisoméricos A2 em seu DNA. Não houve aumento do nível do aduto AI em relação

ao controle. Entretanto, um nível basal do mesmo pôde ser observado, sendo esta a primeira

constatação da sua presença em sistemas biológicos. Foram feitas análises paralelas de

soluções dos padrões internos que passaram pelos mesmos processos de separação e nos

serviram como brancos para que pudéssemos eliminar a possibilidade de estarmos

detectando adutos contaminantes.
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5. Discussão

5.1. Ocorrência do trans,trans-2,4-decadienal e estudos de citotoxicidade

Existem vários estudos mostrando a ocolTência do trans)trans-2,4-decadienal nos

alimentos que consumimos. Sua presença foi detectada em achocolatados (Schnermann e

Schieberle, 1997), óleo de semente de gergelim (Shimoda e col., 1997), óleo de peixe, como

o de arenque (GIÜn e cal., 1996), em peixes, como salmão e bacalhau estocados a baixas

temperaturas (18 ~g/kg de salmão após 14 semanas a -13°e) (Milo e Grosch, 1996), em

carne bovina (Brewer e Vega, 1995; Konopka e cal., 1995), carne de galinha cozida sob

pressão a alta temperatura (Farkas e cal., 1997; Kerler e Grosch, 1997) e pão (Schieberle e

Grosch, 1991). Em geral ele contribui para o aroma gorduroso agradável dos alimentos

quando presente em concentração na ordem de partes por bilhão (Ppb), ou para o aroma

rançoso desagradável dos mesmos quando presente em concentração na ordem de partes por

milhão (ppm) (Brewer e Vega, 1995). É também um produto das atividades acopladas de

lipoxigenase e ácido graxo liase presentes em uma única proteína em certas plantas (ex.:

Vicia sativa), com a atividade lipoxigenase agindo sobre o ácido linoleico e formando o

radical peroxila intermediário que pode ser metabolizado pela via clássica da lipoxigenase

para o ácido 9-hidroperoxioctadecadienóico ou pela atividade liase para 2,4-decadienal

(Andrianarison e col., 1991; Liagre e col., 1996). Devido à sua citotoxicidade, foi sugerido

que a formação de DDE por essa via em certas plantas poderia estar envolvida em proteção

contra o ataque de patógenos (Andrianarison e col., 1991).

Além de estarmos constantemente ingerindo este aldeído ao consummnos

lipídios oxidados, ele pode também ser gerado naturalmente nos nossos organismos como

resultado da ocorrência da peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados dos lipídios que

constituem as nossas células e lipoproteínas (Esterbauer, 1985; Buffinton e col., 1988;

Thomas e col., 1994; Girona e col., 1997). Foi detectada a fonnação de DDE a partir da

decomposição ténníca de hidroperóxidos resultantes da autoxidação do metil linoleato,

tendo sido a sua origem atribuída à cisão-fi do radical alcoxíla resultante da decomposição

do hidroperóxido na posição 9 (esquema 5.1) (Frankel e co1., 1981). Dentre as substâncias

voláteis analisadas nesse estudo, 34,5% foram aldeídos, sendo que DDE cOlTespondeu a



Discussão

40,6%, hexanal a 43,5% e acetaldeído, pentanal, 2-heptenal, 2~octenal, 2-nonenal e 2,4

nonadienal juntos corresponderam a 15,9% dos aldeídos analisados (Frankel e col., 1981).

1Peroxidação Lipídica

OOH

o·

~o

Esquema 5.1: Formação de 2,4-decadienal a partir ácido linoleico.

Foi observada a formação de 2,6 nmol de DDE/mg de LDL, nível comparável

com o de um dos mais importantes produtos da peroxidação lipídica, HNE (2,7 nmol/mg

LDL), em um estudo em que foi induzida a oxidação de LDL (0,5 mg/mL) pela sua

incubação com 6 IlM de CUS04 em PBS por 18 horas in vitro (Thomas e col., 1994). Nesse

mesmo estudo, o nível total de 2,4-heptadienal, 2-octenal e 2,4-decadienal chegou a 6,93

nmollmg de proteína, correspondendo a aproximadamente 5 mM na lipoproteína (Thomas e

col., 1994). Em outro estudo, a oxidação de LDL, HDL2 e HDL3 induzida pela incubação

dessas lipoproteínas com 10 IlM de CuC12 em PBS por 12 horas e 24 horas levou à
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formação dos seguintes níveis de DDE/mg de apolipoproteína: 15,33 nmol (ox-LDL 12 h),

22,15 nmol (ox-LDL 24 h), 19,84 nrnol (ox-HDL2 12 h), 17,33 nmol (ox-HDL2 24 h) e

74,75 nmol (ox-HDL3 12 h). No caso de HDL3 oxidada por 12 horas, DDE foi O mais

abundante aldeído gerado dentre os aldeídos insaturados investigados (2,4-heptadienal, 2

octenal, 2-nonenal e 2,4-decadienal) (Girona e col., 1997).

Em um estudo in vitro em que hemácias de camundongo infectadas com o

parasita da malária (Plasmodium vinckei) foram submetidas a estresse oxidativo por

incubação com t-butil hidroperóxido, o qual tem in vivo atividade parasiticida, foi

observado aumento significativo dos níveis de fINE (2,3 nmol/l09 células), DDE (0,5

nmol/l09 células) e hexanal (4,0 nmolll09 células) em comparação com os níveis

encontrados nas células não infectadas ou não submetidas ao estresse oxidativo (Buffinton e

col., 1988). Uma vez já tendo sido verificado que a peroxidação lipídica está envolvida na

morte oxidativa dos parasitas da malária; que DDE e HNE inibem o crescimento de P.

falciparum in vitro (Clark e col., 1987); e que a injeção intravenosa de uma mistura de

aldeídos (incluindo HNE, DDE e hexanal) em camundongos infectados com P. vinckei leva

a alterações no formato dos parasitas no interior das hemácias, foi sugerido que a geração

desses aldeídos citotáxicos durante o curso de infecção por malária pode ter implicações nos

mecanismos que estão por trás da morte do parasita no interior das células sangüíneas e nos

danos aos tecidos associados com a doença (Buffinton e cal., 1988).

Entretanto, as atividades biológicas do DDE foram até hoje pouco investigadas.

Um trabalho mostrou que ele inibe significativamente a produção do fator de necrose de

tumor (TNF-a) por macrófagos derivados de monócitos humanos THP-l in vitro, embora o

nível de inibição obtido (80,08 ± 4,70%, P < 0,0001, [DDE] = 50 ~M, 2 horas) não possa

ser considerado em virtude de ter sido verificada redução da viabilidade das células (Girona

e col., 1997). Outro estudo também in vitro mostrou que o DDE nas concentrações de 20

)J.M (1 h, 2 h e 24 h), 50 )J.M (30 min) e 80 )J.M (5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h e 24 h)

induz significativa liberação de interleucina-l-fJ de células mononucleares de sangue

humano, sendo esse efeito também observado quando essas células são incubadas na

presença de LDL oxidada (Thomas e caL, 1994). Ambos os estudos mostraram que o DDE

exerce um papel importante na resposta inflamatória dessas células, podendo, através de

seus efeitos sobre a secreção de citocinas, contribuir para a aterogênese. Não foram,
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entretanto, investigados os mecamsmos pelos quais o DDE estaria levando a essas

alterações. Mais recentemente um estudo mostrou que o HNE, presente em LDL oxidada, é

uma das substâncias inibidoras da ativação do fator de transcrição NF-KB por

lipopolissacarídeo de E. coli (LPS) em células monocíticas humanas, inibindo

conseqüentemente a produção de TNF. Foi verificado que o HNE atua via inibição da

degradação das proteínas inibidoras citosólicas IKB-a, IJd3-~ e IKB-é através da inibição da

fosforilação das mesmas, o que impede a sua degradação pelo proteassomo (Page e col.,

1999). Efeitos semelhantes com relação à expressão de TNF e degradação de proteínas

inibidoras de NF-KB foram observados quando células monocíticas foram incubadas na

presença de LDL oxidada (Hamilton e col., 1990; Fong e col., 1991; Thai e colo, 1995; Ares

e col., 1995; Yoritaka e colo, 1996; Ohlsson e colo, 1996; Brand e col., 1997). A inibição da

expressão de genes regulados por NF-fd3 pode contribuir para o desenvolvimento de um

estado de inflamação basal crônica, o que é uma característica da lesão aterosclerótica (Page

e col., 1999) e de outras doenças degenerativas (ex.: doença de Parkinson) (Yoritaka e col.,

1996).

Dois estudos realizados por Kaneko e colaboradores (1987 e 1988) mostraram os

efeitos citotóxicos do DDE em fibroblastos humanos e células endoteliais da veia umbilical

humana.

No estudo feito com fibroblastos foi verificado que o efeito letal dos aldeídos

aumenta à medida em que aumenta o número de duplas ligações e o tamanho da molécula,

aumentando também a sua lipofilícidade. Foi estabelecida a seguinte ordem de toxicidade

para alguns aldeídos identificados como produtos da decomposição do ácido 13

hidroperoxi-9, II-octadecadienóico sintetizado a partir da ação da lipoxigenase-l de soja

sobre o ácido linoleico: trans-2-hexenal < trans-2-heptenal < trans-2-octenal < trans-2

nonenal < trans,trans-2,4-nonadienal < trans,trans-2,4-decadienal (.::; trans-4-hidroxi-2

nonenal). Os aldeídos mais lipofilicos ficam principalmente localizados nas membranas

celulares) o que pode promover a inativação de enzimas ligadas às membranas e também

protegê-los contra a rápida detoxificação pelas enzimas do citoplasma (Esterbauer e col.,

1991). Foi observado o nível de 10% de sobrevivência relativa após 24 horas de incubação

das células com 25 I-lM de DDE em meio de cultura suplementado com SFB (Kaneko e col.,

1987).
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No estudo feito com células endoteliais humanas, a concentração de DDE que

levou a 50% de morte das células foi 10 !J.M após 3 horas de incubação em solução de

Earle. Comparativamente, as concentrações de trans-4-hidroxi-2-nonenal e trans,trans-2,4

nonadienal necessárias para a observação do mesmo efeito foram 25 ~M e 21 ~M,

respectivamente. Foi também verificado que as células que permaneceram viáveis após a

exposição a 10 I-lM de DDE perderam a capacidade proliferativa (Kaneko e col., 1988). Esse

efeito tóxico exercido pelo DDE e outros aldeídos em células endoteliais humanas é

importante devido às observações de que a administração de peróxidos lipídicos leva a

danos em células endoteliais in vivo (eulter e Schneider, 1974; Sedar e col., 1978; Yagi e

col., 1981), sendo que esses danos podem levar ao desenvolvimento de placas

ateroscleróticas (Ross, 1993).

A incubação de células de eritroleucemia humana (linhagem HEL T1B 180) com

diferentes concentrações de DDE (0,25 a 5 ~M) em meio de cultura suplementado com SFB

também revelou um grande efeito letal do DDE, com 100% de células mortas após 24 horas

de incubação com 5 I-lM do aldeído. Entretanto, foi mencionado que a solução de aldeído foi

adicionada à cultura de células de hora em hora durante as primeiras 10 horas de incubação,

não ficando muito clara a concentração total de aldeído adicionada (Nappez e col., 1996).

Os dados de citotoxicidade que obtivemos a partir da incubação das células

CVI-P com DDE nos mostraram que as células que utilizamos são mais resistentes aos

efeitos tóxicos do DDE em comparação com as acima citadas. Obtivemos 100% de células

viáveis após 5 horas de incubação com 50 ~M de DDE e 44,3 ± 3% de células viáveis após

4 horas de incubação com 65 I-lM de DDE utilizando o ensaio do MTT, que mede a

capacidade redutora das mitocôndrias. Com a utilização do método de exclusão por

coloração com azul de tripan, obtivemos 50% de células viáveis após 8 horas de incubação

com 65 I-lM do aldeído. É importante notar que apesar de ambos os métodos indicarem a

ocorrência de danos celulares, a utilização do MTT permite a verificação da porcentagem de

células metabolicamente ativas, enquanto que o azul de tripan nos fornece informação a

respeito da porcentagem de células com a membrana plasmática intacta, uma vez que esse

corante só penetra nas células que apresentam membranas plasmáticas danificadas,

colorindo o citoplasma e o núcleo das mesmas.
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Variações de citotoxicidade ocorrem de acordo com o sistema utilizado, sendo,

portanto, importante avaliar esse parâmetro sempre que houver alterações nas condições

experimentais, seja o tipo e densidade das células, o meio de incubação e condições de

temperatura e umidade da estufa. Kaneko e colaboradores (1988) mostraram que quando

aldeídos são administrados às células em um meio de cultura complexo, suas

citotoxicidades podem estar sendo subestimadas. Isso ocorre porque eles podem reagir com

grupos tióis e amino presentes em componentes do meio (Kaneko e col., 1988). Com a

finalidade de reduzir essas perdas, fizemos as incubações com DDE na ausência de SFB.

Entretanto, mantivemos o meio DME, ao invés de substituí-lo por uma solução salina, uma

vez que soluções salinas por si só levam à perda de viabilidade após certos períodos de

incubação (Kaneko e col., 1988), o que não era desejável para os nossos experimentos

subseqüentes.

Muitos estudos de citotoxicidade foram feitos com trans-4-hidroxi-2-nonenal

(HNE), tendo sido encontradas diferentes concentrações que levaram a 50% de morte das

células, dependendo do tipo celular estudado. Por exemplo, 50% de viabilidade foi

observada após incubação de células de ovário de hamster chinês com 100 ~M de HNE por

1,5 h. O mesmo efeito só foi observado após 6 horas de incubação de células tumorais de

ascite Ehrlich e 20 horas de incubação de hepatócitos de ratos com essa mesma

concentração de aldeído (estudos revisados por Esterbauer e cal., 1991).

Além de poderem ser causadas por diferenças nas condições experimentais para a

determinação de citotoxicidade entre diferentes laboratórios, as diferenças de resistência aos

efeitos tóxicos dos aldeídos podem ser devidas a diferentes capacidades de metabolismo e

detoxificação dessas substâncias pelos diferentes tipos celulares. No caso dos experimentos

feitos com HNE, aqueles nos quais houve maior citotoxicidade apresentavam menor

densidade de células. A densidade de células determina a capacidade de metabolismo do

aldeído pelo sistema teste (Esterbauer e cal., 1991). A importância do metabolismo celular

foi também evidenciada por estudos com fibroblastos de hamster chinês resistentes a H20 2

(Spitz e cal., 1990). Essas células adaptadas e/ou selecionadas para um ambiente altamente

oxidante são significativamente mais resistentes ao HNE e trans-2-nonenal que os

fibroblatos normais. As células resistentes a H20 2 apresentaram um aumento significativo

no nível intracelular de glutationa (23,4 ± 2,3 e 19,9 ± 2,0 pmol GSH/~lg proteína) em
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relação às células não resistentes (7,8 ± 0,3 pmol GSH//-lg proteína) e uma capacidade 2-3

vezes maior de remover os aldeídos, provavelmente através do mecanismo de conjugação

com glutationa, via glutationa transferase (Spitz e col., 1990). Também há variação de

citotoxicidade entre os experimentos feitos com células que estão se proliferando e aquelas

cuja proliferação foi interrompida. Por exemplo, fibroblastos em crescimento logarítmico

são menos sensíveis aos efeitos tóxicos do HNE (18 /-lM, 20 h, 50% de células viáveis) do

que aqueles que pararam de crescer (5 }J.M, 20 h, 50% de células viáveis) (Kaneko e cal.,

1987).

Foram observados vários efeitos que precedem ou acompanham a morte celular

nos estudos feitos com 4-hidroxialquenais em células de mamífero, tais como depleção de

glutationa (Cadenas e cal., 1983; Poot e col., 1987; Griffin e Segall, 1987), depleção de tióis

proteicos (Dogterom e coL, 1989), indução de peroxidação lipídica (Cadenas e cal., 1983;

Haenen e col., 1987; Dogterom e cal., 1989), distúrbio da homeostase de cálcio (Griffin e

Segall, 1987), inibição da síntese de DNA, RNA e proteínas (Benedetti e cal., 1981;

Hauptlorenz e col., 1985; Wawra e col., 1986; Clark e cal., 1987; Poot e col., 1988a),

inibição da respiração e glicólise (Esterbauer e col., 1991), liberação de lactato (Griffin e

Segall, 1987) e alterações morfológicas (Eckl e Esterbauer, 1989; Esterbauer e col., 1990).

No início dos nossos estudos, ao incubarmos as células CVI-P com

concentrações de DDE variando entre 50 e 70 !J.M, observamos que elas perdiam

rapidamente o fonnato típico de fibroblastos, adquirindo um fonnato esférico (figura 4.1).

Existem relatos de que hepatócitos em cultura, após serem expostos a 100 !J.M de HNE,

apresentam alterações morfológicas, adquirindo um formato esférico e uma estrutura

granular intensa (Eckl e Esterbauer, 1989; Esterbauer e cal., 1990). Uma vez que o HNE

provoca distúrbio da homeostase de cálcio (Benedetti e col., 1984a; Griffin e Segall, 1987) e

inibe a polimerização dos microtúbulos (Gabriel e col., 1985), tais alterações podem ser

explicadas como conseqüência de um desarranjo das proteínas do citoesqueleto induzido

pela redistribuição do cálcio intracelular. Inicialmente esse dano pode ser revertido em

alguma extensão, mas com o seu progresso torna-se irreversível e leva inevitavelmente à

Iise das células (Esterbauer e col., 1991). Apesar de não existirem trabalhos mostrando o

mecanismo de ação do DDE neste sentido, podemos esperar que o efeito que observamos



Discussão

sobre o fonnato das células seja decorrente de um mecanismo semelhante ao que ocorre na

presença de HNE.

Observamos também, como mencionado anteriormente, um distúrbio das funções

mitocondriais e danos à membrana plasmática das células incubadas com DDE. Um estudo

desenvolvido por Richter e Meier (1990) mostrou que o HNE inibe, de urna maneira dose

dependente (lO a 50 IlM), a liberação de Ca2+, induzida por prooxidantes, da mitocôndria.

Essa liberação de Ca2+ requer a oxidação de NADH para NAD+, hidrólise de NAD+ para

nicotinamida e mono(ADP-ribose) e uma ligação transiente de mono(ADP-ribose) às

proteínas intramitocondriais. A inibição exercida pelo HNE ocorre sobre a hidrólise do

nucleotídeo (Richter e Meier, 1990). A conseqüência seria uma sobrecarga das mitocôndrias

com Ca2+ e inibição das enzimas mitocondriais dependentes de Ca2+, com conseqüente

distúrbio das funções mitocondriais levando à citotoxicidade (Richter e Meier, 1990). Não

podemos dizer que o DDE atua segundo esse mesmo mecanismo, mas nos nossos estudos

de citotoxicidade com esse aldeído, pudemos observar a seguinte seqüência de eventos: i)

alteração do formato das células; ii) distúrbio das funções mitocondriais; iii) danos à

membrana plasmática e morte das células. Essa seqüência, de acordo com os dados que

temos referentes à ação do HNE, nos parece lógica.

Em experimentos com fibroblastos nonnalS de pele humana, Poot e

colaboradores (1987, 1988a,b) verificaram que a exposição a 40 11M de HNE não era tóxica

(as células sobreviviam por 1 semana), mas a mesma dose era letal para fibroblastos de pele

humana deficientes em glutationa sintetase (Poot e col., 1988b). Eles verificaram que a

exposição dos fibroblastos nonnais ao HNE, um potente eletrófiIo, levava a uma perda

transiente da glutationa intracelular (cerca de 70%), que era então restaurada em poucas

horas e, após 24 horas, correspondia ao dobro do nível encontrado em células não tratadas

(Poot e col., 1987; Poot e cal., 1988a). O mesmo efeito de depleção inicial de glutationa (2

horas) seguida por recuperação do seu nível nonnal e elevação até acima do seu nível basal

após 24 horas foi observado em células epiteliais de fígado de rato incubadas com 25 j.lM de

HNE. Acompanhando a depleção de glutationa, foram observadas nesse estudo

modificações de proteínas da membrana plasmática por HNE durante os primeiros 30

minutos de incubação, com a localização das proteínas modificadas sendo gradativamente

transferida para o citosol com o aumento do tempo de incubação (Uchida e col., 1999).
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Como GSH está envolvida em diversos processos metabólicos (Barhoumi e col., 1993;

Pedersen e col., 1996; Hanna e Mason, 1992; Thomalley, 1996) e de detoxificação (Spitz e

coL, 1991; Fugita e col., 1994; Meister, 1994; Eisenbrand e col., 1995; Agostinelli e col.,

1996), a depleção inicial de GSH induzida por HNE pode levar a um aumento da

susceptibilidade celular a danos oxidativos induzidos por esse aldeído, ao mesmo tempo em

que protege as demais biomoléculas contra o seu ataque (Uchida e col., 1999). Em outro

estudo, células de ovário de hamster chinês expostas a 200 ~M de acroleína por 1 hora

também apresentaram significativa depleção do nível de glutationa, não tendo sido avaliado

o que ocorre com esse nível em períodos de incubação subseqüentes. A prévia incubação

das células com L-BSO, induzindo severa depleção do nível de GSH, aumentou a

sensibilidade das mesmas aos efeitos tóxicos devidos à exposição a acroleína (Agostinelli e

col., 1996).

Reações de conjugação com glutationa, via adição de Michae1 ou catalisadas por

glutationa S-transferases, foram sugeridas como uma das principais vias para detoxificação

de HNE e outros aldeídos lXp-insaturados, tais como trans-2-alcenais e trans,trans-2,4

alcadienais, sendo esses conjugados subseqüentemente metabolizados para os

correspondentes ácidos mercaptúricos e excretados (Alin e cal., 1985; Brophy e Barrett,

1990; Berhane e Mannervik, 1990; Spitz e cal.) 1990; Spitz e cal., 1991; Tsuchida e Sato,

1992; Fujita e col., 1994; Eisenbrand e col., 1995; Agostinelli e cal., 1996). Metabólitos de

ácido mercaptúrico foram detectados em urina de ratos tratados com crotonaldeído e

acroleína (Gray e Barnsley, 1971; Kaye, 1973; Draminski e cal., 1983).

Considerando os dados acima apresentados, esperávamos também observar, no

caso das células CV1-P incubadas com DDE, uma depleção pelo menos inicial do nível de

GSH intracelular, o que nos indicaria que as células estariam utilizando sua reserva de

glutationa para se protegerem contra a ação tóxica do aldeído. Entretanto, o que observamos

mesmo em períodos iniciais (1,5 - 2,5 h) de incubação com DDE (65 e 100 IlM) foi um

aumento significativo do nível de GSH em relação ao controle, chegando a um nível 3 vezes

maior após 5 horas (65 IlM) com subseqüente grande depleção após 8 horas de incubação

com o aldeído (figura 4.3), contrariamente aos dados presentes na literatura para os efeitos

de HNE sobre os níveis de GSH. Um trabalho desenvolvido por Nappez e colaboradores

(1996) mostrou que a incubação de células de eritroleucemia humana (linhagem HEL TIB
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180) com DDE numa concentração muito inferior a que utilizamos (0,25 - 5 ~M) leva a

alterações semelhantes às que observamos no nível de GSH, com indução inicial e

subseqüente depleção. Acreditamos que a depleção de GSH após as 8 horas de incubação

com DDE possa ser explicada por uma redução da sua síntese ao mesmo tempo em que

continua sendo utilizada nos processos de detoxificação. Verificamos que após esse penodo

de incubação as células já sofreram um grande distúrbio da sua atividade metabólica (figura

4.2), o que pode eventualmente prejudicar a expressão de vários genes.

A capacidade de as células manterem o nível de GSH em resposta a um estímulo

tóxico é importante para evitar a perda de função e integridade celular. O nível de GSH

celular é largamente mantido pela redução de GSSG por NADPH via glutationa redutase.

Além da redução de GSSG, as células podem elevar o nível de GSH através da síntese de

novo em um processo de duas etapas catalisadas pelas enzimas y-glutamilcisteína sintetase e

GSH sintetase. Foi verificado que a enzima y-glutamílcisteína sintetase normalmente opera

a uma velocidade substancialmente mais baixa que a sua velocidade máxima devido à

inibição reatimentada por GSH (Richman e Meister, 1975). Assim, a síntese aumentada de

GSH tem sido sugerida como uma resposta adaptativa a agentes que depletam GSH (Poot e

col., 1987; Uchida e col., 1999). Também tem sido sugerida como uma resposta à indução

de estresse oxidativo (Shi e col., 1994; Uchida e col., 1999), uma vez que existem

evidências de que proteínas quinases são ativadas por H20 2 (Konishi e col., 1997), podendo

levar à ativação de vias de sinalização de estresse com conseqüente ativação da expressão

de genes de enzimas detoxificantes de fase lI, corno glutationa S-transferases (Okuda e col.,

1989; Rushmore e col., 1990; Fukuda e col., 1997) e y-glutamilcisteína sintetase (Shi e col.,

1994; Uchida e col., 1999). Outro fator importante para a regulação do nível de GSH

intracelular é a disponibilidade dos aminoácidos substratos para síntese de GSH (Bannai e

co!., 1989; Roberts e Francetic, 1991; Baruchel e col., 1995).

Não existem trabalhos que mostrem que o DDE ativa, diretamente ou através da

indução de estresse oxidativo, a expressão do gene da y-glutamilcisteína sintetase, a enzima

que detennina a velocidade de síntese de GSH pela via de novo. No entanto, existem

estudos demonstrando que substâncias eletrofilicas (Ohno e Hirata, 1990; Uchida e col.,

1999) e/ou indutoras de estresse oxidativo (Woods e coL, 1992; Shi e co!., 1994; Uchida e

col., 1999) levam a um aumento da atividade dessa enzima, com subseqüente elevação do
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nível intracelular de GSH. Níveis elevados de GSH e atividade aumentada da y~

glutamilcisteína sintetase foram correlacionados com aumento de resistência a irradiação-y

(Moore e col., 1989) e agentes quimioterapêuticos (Lee e col., 1989; Godwin e cal., 1992;

Bailey e col., 1992; Mulcahy e cal., 1994). Investigações da atividade da y-glutamilcisteína

sintetase, bem como da expressão dos genes que codificam essa enzima e de vias de

sinalização provavelmente envolvidas com essa expressão (ex.: ativação de proteínas

quinases e expressão de fatores de transcrição) precisam ser realizadas na presença de DDE

para que se possa saber como esse aldeído leva ao aumento do nível de GSH.

Provavelmente o seu mecanismo de ação deve apresentar diferenças em relação ao

mecanismo de ação do HNE, uma vez que ambos têm capacidades eletrofilicas distintas e

efeitos distintos sobre o nível de GSH. Foi verificado que o HNE atua através da indução de

estresse oxidativo, o qual leva à ativação de quinases que ativam a expressão de fatores de

transcrição que levam a um aumento da expressão de genes de resposta a estresse (Uchida e

col., 1999).

Ao incubannos as células previamente depletadas em glutationa (incubação com

BSQ) com DDE, verificamos uma redução da sua sobrevivência relativa no período entre 2

e 8 horas em comparação com as células não previamente depletadas (figura 4.5). Essa

observação nos indicou que, apesar de não observarmos depleção inicial do nível de GSH

quando as células CVI-P são incubadas com DDE, o nível intracelular de GSH no início da

incubação é importante para a proteção, pelo menos em parte, contra os efeitos tóxicos

desencadeados pelo aldeído. Outras vias importantes para detoxificação de aldeídos que

podem estar também conferindo proteção neste caso são a sua oxidação para o ácido

correspondente via aldeído desidrogenase e sua redução para álcool via álcool

desidrogenase e aldeído redutase (Mitchell e Petersen, 1989; Brophy e Barrett, 1990;

Leonarduzzi e caL, 1995).

Não existem estudos na literatura mostrando níveis de DDE em plasma ou

órgãos. Entretanto, os níveis de HNE são relatados em diversos trabalhos. Em plasma de

cachorro que sofreu reperfusão após choque traumático hipovolêmico foi encontrada a

concentração de 45 ~lM de HNE (Lieners e col., 1989). Segundo os dados de citotoxicidade,

essa é uma concentração que pode provocar danos celulares. Um outro estudo mostrou um

aumento do nível plasmático de HNE durante a cirurgia cardíaca para colocação de ponte de
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safena (de 8,5 ± 2,4 pmol HNE/mg proteína antes da cirurgia para 11,5 ± 2,7 prool HNE/mg

proteína após a cirurgia), concomitante com o aumento na porcentagem de saturação da

transferrina e o aumento da peroxidação lipídica. O nível de HNE detectado em plasma de

pessoas sadias foi 2,6 ± 0,38 pmoVmg proteína (Quinlan e cal., 1994). Outros níveis

fisiológicos de HNE encontrados em plasma humano foram 0,28 ± 0,34 /lM (Esterbauer e

cal., 1991),0,68 ± 0,41 /lM (Selley e cal., 1989) e 0,02 /lM (Rauli e cal., 1998). Nesse

último trabalho, após indução de oxidação do plasma por incubação com CuS04 (3 ruM),

foram encontrados os seguintes níveis de HNE: 0,06 /lM (após 1,5 h), 3,8 /lM (após 5 h) e

1,9 /lM (após 24 h) (Rauli e cal., 1998). Concentrações plasmáticas de HNE também foram

determinadas em pacientes com doença de Parkinson e infecção por HIV-L No caso dos

pacientes com doença de Parkinson foi verificado um aumento na concentração de HNE

com o passar do tempo, sendo 0,71 11M, 2,71 11M, 5,01 IlM e 6,03 11M respectivamente aos

dois, três, seis e oito anos após o diagnóstico da doença (Selley, 1997). Em pacientes

assintomáticos infectados com HIV-I) o nível de HNE plasmático encontrado foi 0,81 ±

0,07 /lM, e no caso dos sintomáticos (AIDS) foi 1,24 ± 0,18 11M. O nível encontrado em

pacientes saudáveis foi 0,66 ± 0,06 IlM (Selley, 1997). Em tecido de mucosa de pacientes

com doença inflamatória do intestino, a região inflamada apresentou maior concentraçâo de

HNE (1,25 - 7,99 nmol/mg proteína) em comparação com a região não inflamada (0,02 

0,23 nmollmg proteína) (Selley, 1997). Alguns níveis encontrados em figado de ratos

normais foram 0,48 ± 0,17 nmol/g (Esterbauer e cal., 1991),0,55 ± 0,10 nmol/g (Norsten

Hoog e Cronholm, 1990) e 2,82 ± 0,53 nrnol/g (Yoshino e cal., 1986). Em figado de ratos

com deficiência de vitamina E foi encontrado o nível de 5,4 nmol de HNE/g de tecido

(Yoshino e caL, 1986). A concentração de HNE medida em suspensão de hepatócitos

incubados com CC14 foi de aproximadamente 7 .uM (Poli e coL, 1985) e em suspensão de

células tumorais de ascite Ehrlich submetidas à peroxidação lipídica estimulada por Fe(II)

histidinato girou em tomo de 0,1 IlM (Winkler e cal., 1984).

Níveis de MDA tanlbém foram detenninados em plasma humano através de

diferentes metodologias, tendo sido encontrados valores que vão desde O a 47,2 IlM

(Suematsu e caL, 1977; Satoh, 1978; Santos e caL, 1980; Lee, 1980; Maseki e col., 1981;

Nishigaki e cal., 1981; Yasaka e coL, 1981; Aznar e caL, 1983; Viinikka e col., 1984; BulI e

Mamett, 1985; Francesco e coL, 1985; Hunter e Mohamed, 1986; Ledwozyw e cal., 1986;
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Wong e col., 1987; Largilliere e Melancon, 1988; Lepage e col., 1991; Yeo e col., 1994;

Rauli e col., 1998). Grandes variações dos níveis de MDA também foram encontradas em

homogenatos de figado de rato: 0,7 - 0,8 nmollg de tecido (Yeo e col., 1994), 2 nmollg de

tecido (Lepage e col., 1991) e 11 flmol/g de tecido (Csallany e col., 1984). Em esperma

humano de não fumantes foi encontrado o nível de 0,4 - 3,9 pmol/mg de proteína, enquanto

que em fumantes o nível encontrado foi 10 pmotlmg de proteína (Yeo e col., 1994). De

acordo com o trabalho desenvolvido por Yeo e colaboradores (1994), os níveis mais

confiáveis de MDA encontrados em plasma humano e fígado de ratos normais estão em

tomo de 0,03 J..lM e 0,7 - 0,8 nmoVg de tecido, respectivamente. Para a detenninação desses

níveis foi utilizada uma metodologia em que foram eliminadas as incubações a altas

temperaturas, que podem favorecer a peroxidação lipídica, e a detecção e quantificação do

aldeído foram feitas por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas com

ionização química negativa e utilização de um padrão interno apropriado ([2H2]MDA) (Yeo

e col., 1994).

De um modo geral, as concentrações de HNE livre observadas in vivo, como

conseqüência da ocorrência natural ou estimulada da peroxidação lipídica, parecem ser

muito baixas para que se possa pensar em danos às biomolécu1as induzidas por esse e/ou

outros aldeídos e considerar que esses danos sejam responsáveis por parte dos processos

degenerativos associados ao estresse oxidativo. Entretanto, os aldeídos a;,.8insaturados e

principalmente os 4-hidroxialcenais são agentes alquilantes potentes que reagem com uma

variedade de sítios nucleofilicos em DNA e proteínas, gerando vários tipos de adutos. A

formação desses adutos contribui para que grande concentração dos aldeídos gerados

intracelularmente ou no plasma permaneça na forma não livre, estando portanto

subestimada a concentração gerada in vivo. Um estudo desenvolvido por Salomon e

colaboradores (2000) mostrou que os níveis de HNE livre in vivo são relativamente baixos

quando comparados com os níveis de adutos HNE-proteína detectados como epítopos de

HNE-pirrol (2-pentilpirrol derivado de HNE ligado à proteína) em sangue humano.

Enquanto o nível mais alto de HNE livre em plasma relatado para indivíduos saudáveis está

em tomo de 0,7 ).lM, o nível de HNE em epítopos de HNE-pirrol encontrado em plasma de

indivíduos saudáveis foi 8,0 ± 1,6 J.lM. Nesse mesmo estudo, pacientes com aterosclerose e

em estágio final de doença renal apresentaram níveis de 15,2 ± 6,2 J..lM e 24,3 ± 7,0 ).lM de



Discussão

HNE na fonna HNE-pírrol, respectivamente. A imunorreatividade com HNE-pirrol foi

também detectada em placas ateroscleróticas (Salomon e cal., 2000). Considerando ainda

que a reação de HNE com resíduos de lisina em proteínas, levando à formação de pirróis,

representa apenas uma pequena fração do total das modificações geradas em proteínas por

HNE, pode-se imaginar que seja gerada em nosso organismo concentração desse e outros

aldeídos suficiente para danificar uma série de biomoléculas. Vários outros estudos mostram

a presença de proteínas modificadas por HNE in vivo em diferentes amostras de tecido

humano, incluindo aorta com lesões ateroscleróticas (Uchida e col., 1995), neurônios em

doença de Parkinson (Yoritaka e col., 1996), carcinomas de célula renal (Okamoto e col.,

1994), depósitos de amilóide em amiloidose sistêmica (Ando e cal., 1997) e células

trofoblásticas de placentas pré-eclâmpticas (Morikawa e cal., 1997). Adutos de HNE e

outros aldeídos com bases de DNA também foram detectados in vivo, como exposto no

item 1.2.5 da Introdução.

5.2. Danos em DNA induzidos por trans,trans-2,4-decadienal

Nossas análises de fragmentação do DNA das células CVI-P incubadas com urna

concentração citotóxica de DDE (100 jlM; 21,6 ± 3,2% de células viáveis após 5 horas)

revelaram que, apesar de haver alteração no metabolismo celular durante esse período, o

DNA não é fragmentado. A fragmentação observada após 24 horas deve ser decorrente da

perda de viabilidade das células. Com a grande depleção do nível de glutationa observada

após 8 horas de incubação com DDE (65 /lM e provavelmente também com 100 J.lM), o

DNA deve ficar mais susceptível ao ataque por espécies oxidantes, ocorrendo quebras e

formação de sítios abásicos por depurinação espontânea ou reparo das bases modificadas.

Na presença de estresse oxidativo pode haver também a ativação de endonucleases pelo

aumento da concentração intracelular de cálcio. A associação entre fragmentação do DNA e

alterações na homeostase intracelular de cálcio foi demonstrada em vários modelos

experimentais (Nicotera e caL] 1992). A incubação das células com concentrações não

citotóxicas de DDE (6 !J.M, 12,5 J.lM, 25 11M e 50 !J.M) por 3 horas também não revelou a

ocorrência de quebras e/ou fonnação de sítios abásicos. Tais observações nos levaram a

pensar em duas hipóteses: i) alvos primários de ataque por DDE não se localizam no DNA,
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não se podendo dizer que esse aldeído tem uma ação genotóxica; ii) o DDE ataca as bases

do DNA levando à formação de adutos que são ou eficientemente reparados, ou não

reparados e acumulados no DNA de modo a que não se possa detectar a presença dessas

lesões através da formação de sítios abásicos (álcali-lábeis).

Nappez e colaboradores (1996) observaram fragmentação do DNA induzida por

DDE após 24 horas de incubação de células de erítroleucemia humana (linhagem HEL TIB

180) com uma concentração de aldeído muito inferior a que utilizamos (5 flM). Também

nesse caso a fragmentação observada deve ter sido decorrente da perda de viabilidade das

células, uma vez que após esse período não havia mais células viáveis (Nappez e col.,

1996).

Yang e Schaich (1996) verificaram indução de fragmentação do DNA após

incubação do plasmídío pBR 322 com DDE e outros aldeídos insaturados. O dano

observado na presença de DDE foi maior que na dos outros aldeídos testados (2-hexenal, 2

heptenal, 2-octenal, 2-nonenal, 2,4-heptadienal e 2,4-nonadienal). Foi sugerido que essa

fragmentação poderia ser decorrente do ataque dos radicais resultantes da oxidação de

aldeídos insaturados ao DNA (Yang e Schaich, 1996).

Quebras de fita simples foram observadas em DNA de hepatócitos de ratos

expostos a formaldeído ou 4-oxo-4-(3-pyridyl)-butanal por 4 horas, tendo sido observado

um efeito protetor exercido por GSH (Demkowicz-Dobrzanski e Castonguay, 1992).

Também foram detectadas essas quebras em DNA de hepatócitos de ratos e células

linfoblastóides humanas (Namalva) expostas a acroleína, crotonaldeído e 2-hexenal por I

hora, sendo que os danos em hepatócitos foram menores devido à maior capacidade de

detoxificação dessas células (Eisenbrand e cal., 1995). Em todos os casos, os aldeídos

induziram grande depleção do nível de GSH intracelular e no último estudo foi verificado

que para a detecção de quebras de fita simples era necessário haver uma redução do nível de

GSH para valores menores que 20% do nível presente em células não incubadas. Nesse

estudo não foi observada a indução de quebras de fita simples por 2,6-nonadjenal

(Eisenbrand e col., 1995).

Apesar de não observarmos fragmentação do DNA, detectamos a presença de

produtos fluorescentes (ll.exc. = 300 nm; Àem. = 420 nm), produtos não fluorescentes que

absorvem em 225 nm e produtos com ativídade eletroquímica (potencial = +600 mV) no

DNA das células incubadas com DDE, os quais estavam ausentes no DNA das células
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controles (figuras 4.9 - 4.13). As incubações foram feitas com concentrações de DDE e por

períodos de tempo que não levavam à perda de viabilidade celular. Desta forma, pudemos

constatar que esse aldeído, ou algum produto do seu metabolismo, reage com o DNA,

possuindo além de uma ação citotóxica, também uma ação genotóxica.

Os espectros de fluorescência que obtivemos a partir do DNA das células

incubadas com DDE apresentaram um pico de emissão em 420 nm quando a excitação foi

feita em 335 nm, estando de acordo com o que já havia sido observado para a reação de

DDE com DNA in vitro (Hasegawa e col., 1988 e 1989; Medeiros e col., 1992 e 1995). De

fato, cinco etenoadutos fluorescentes (À"exc. = 310 nm; Àem. = 420 nm) resultantes da reação

de epóxidos do DDE com 2'-desoxiadenosina in vitro, correspondendo a EdAdo sem e com

diferentes cadeias laterais substituintes, foram recentemente caracterizados em nosso

laboratório (Carvalho e col., 1998 e 2000). Considerando que enzimas microssomais e

oxidantes biológicos, tais como hidroperóxidos de ácidos graxos e H20 2, podem epoxidar

aldeídos a.,8-insaturados (PateI e col., 1980; Chen e Chung, 1996), é possível que a

formação desses etenoadutos no DNA das células incubadas com DDE contribua para a

fluorescência que observamos. Não existem estudos de reparo de etenoadutos com cadeias

laterais substituintes, mas sabemos que êA é substrato para a enzima de reparo alquilpurina

DNA-N-glicosilase de células de mamífero (Singer e Hang, 1999; Saparbaev e Lavai,

1999). Em experimentos feitos com oligonucleotídeos in vitro, a velocidade de remoção de

êA pela enzima 3-metiladenina-DNA-glicosilase humana girou em tomo de 200 fmoVmin.

Como outros mecanismos de reparo, por exemplo por excisão de nucleotídeos, também

devem atuar sobre essas lesões (Langouet e col., 1998), a redução na intensidade de

fluorescência do DNA que observamos com o passar do tempo após a remoção do meio de

cultura contendo o aldeído, pode ser decorrente do reparo desses etenoadutos.

Ao observarmos os espectros de absorbância de dois produtos isolados do DNA

das células incubadas com DDE (ausentes nas células controles), verificamos que o DDE

poderia estar reagindo também com 2' -desoxiguanosina (figura 4.13). De fato, nossos

dados de incubação in vitro de 2'-desoxiguanosina com DDE na presença de peróxidos nos

revelaram que esse aldeído, quando oxidado, reage com dGuo levando à formação de vários

produtos. Seis desses produtos foram isolados (AI, A2-1, A2-2, A3, A4 e AS), dentre os

quais três (AI, A2-) e A2-2) foram caracterizados com base em extensiva análise
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espectroscópica. Verificamos que o aduto AI corresponde a um tautômero do já conhecido

I ,lfl-eteno-2'-desoxiguanosina, 3-(2'-desoxi-j3- D-eritro-pentafuranosil)-5,9-dihidro-9H

imidazo[2, l-i]purina-9-hidroxi, descrito na literatura como sendo formado a partir da reação

in vitro de dGuo com epóxidos da acroleína, crotonaldeído e HNE (Goldschmidt e col.,

1968; Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988). Os adutos A2-1 e A2-2 são dois

novos etenoadutos diastereoisoméricos possuindo uma cadeia lateral com um grupo

carbonila e um grupo hidroxila, 1- {[3-(2'-desoxi-jJ-D-eritro-pentafuranosil)-5,9-dihidro-9H

imidazo[2, l-i]purina-9-hidroxi]-7-yl}-2-one-3-octanol.

Uma das possíveis vias para formação desses adutos é o mecanismo já descrito

para reações de compostos carbonílicos epoxidados com bases de ácidos nucleicos (Nair e

Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Carvalho e col., 2000). Para a formação do aduto

AI poderia haver a epoxidação inicial das duas duplas ligações do aldeído ou apenas da

dupla ligação em e2. Para a formação dos adutos A2-I e A2-2 seria necessária a epoxidação

inicial das duas duplas ligações com subseqüente hidrólise do grupo epóxido em C4. A

hídrólise seletiva desse grupo epóxido foi proposta com base no trabalho de caracterização

de um dos etenoadutos de 2'-desoxiadenosina com cadeia lateral feito pelo estudante

Valdemir Carvalho em nosso laboratório (Carvalho e col., 2000). Ele verificou que o aduto

que apresenta o grupo epóxido na cadeia lateral não pode ser convertido para o aduto que

apresenta o diol resultante da hidrólise desse epóxido. Portanto, o dioI só poderia ser

formado a partir da hidrólise do epóxido antes de haver a reação com a base. O ataque do

grupo amino exocíclico do nucleosídeo ao carbono da carbonila do epoxi-aldeído, seguido

por cíclização via ataque nuclofilico ao carbono interno do grupo epóxido em C2 pelo N-l e

eliminação de água, através do rearranjo de pinacol envolvendo os átomos ligados aos

carbonos 10 e 11, levaria à formação dos etenoadutos A2-1 e A2-2. A eliminação adicional

da cadeia lateral levaria à formação do aduto AI (esquema 5.2).



Discussão

hid roperóxi dos ..

frans, frans-2,4-decadienal 2A-di epoxi-d ecanal

2'-desoxiguanos ina

o o

HlC~HO + H,tÀ~)-- ~~N~~)
OH O~ _ N ~0_1 OH H _.- ~0_1

HO~ HO~
Ho" HO'·

intermediario

HO

RCHO

OH

adules A2-1 e A2-2
adulo A1

(1,N2-eten o-2'-d esoxiguanesina)

Esquema 5.2: Mecanismo 1 proposto para a formação de adutos I,N-eteno-2' -desoxiguanosina

porDDE.

Recentemente foi identificado um novo produto da peroxidação lipídica: 4-oxo

2-nonenal (Rindgen e colo, 1999). A reação desse produto diretamente com 2'

desoxiguanosina (Rindgen e col., 1999) e 2'-desoxiadenosina (Lee e col., 2000) levou à

fonnação de etenoadutos substituídos contendo um grupo carbonila na cadeia lateral na

posição correspondente a que encontramos nos adutos A2-1 e A2-2. Uma reação análoga

OCOITe entre 4-oxo-2-pentenal (produto da degradação atmosférica de tolueno, da solvólise
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de a-acetoxi-N-nitrosopiperidina e metabólito de 2-metilfurano) 'e 2'-desoxiguanosina,

levando à formação do etenoaduto correspondente (Hecht e co1., 1992; Liu e co1., 1996).

Em um trabalho anteriormente realizado, em que foi investigada a formação de adutos entre

proteínas e produtos da peroxidação lipídica, utilizando n-butilamina e 4-hidroxi-2-nonenal,

foi descrita a formação de um produto que parecia surgir a partir da oxidação de 4-hidroxi

2-nonenal para o seu análogo 4-oxo-2-nonenal. A formação do produto era acelerada

quando 4-hidroxi-2-nonenal e n-butilamina reagiam na presença de Cu2
+ e não detectada na

ausência de oxigênio. A reação foi reproduzida a partir da incubação de n-butilamina com

4-oxo-2-nonenal (Xu e Sayre, 1998). Rindgen e colaboradores (1999) consideraram que,

além da possível formação de 4-oxo-2-nonenal a partir da oxidação de 4-hidroxi-2-nonenal,

mediada por metais de transição ou hidroperóxidos presentes no solvente, esse produto

poderia também ser formado diretamente a partir de um intermediário da decomposição de

hidroperóxidos lipídicos. Essa via para a formação de 4-hidroxi-2-nonenal a partir de ácidos

graxos poliinsaturados 00-6 foi originalmente proposta por Pryor e POlier (1990).

Um outro aldeído identificado como produto da peroxidação de lipídios

microssomais de figado induzida por NADPH-Fe2+ é o 4,5-dihidroxi-2-decenal (Benedetti e

col., 1984b), podendo ser formado a partir da hidrólíse do 4,5-epoxi-2-decenal detectado em

diferentes sistemas (Grosch, 1993) e identificado como um dos produtos da decomposição

do ácido 12, 13(E)-epoxi-9-hidroperoxi-l0-octadecenóico, um intermediário da oxidação do

ácido linoleico (00-6) (Gardner e Selke, 1984). Analogamente, 4,5-epoxi-2-heptenal foi

identificado como produto da oxidação de ácidos graxos poliinsaturados 0)-3 (Frankel e col.,

1981). Existem trabalhos mostrando que os 4,5-epoxi-2-alcenais são capazes de modificar

aminoácidos rapidamente e que essas reações podem contribuir para a produção in vivo de

pigmentos macromoleculares marrons com características fluorescentes do tipo lipofucsina

(Hidalgo e Zamora, 1993; Zamora e Hidalgo, 1995; Hidalgo e Zamora, 2000).

Considerando os dados acima apresentados, nos parece também concebível uma

outra via para formação dos etenoadutos que caracterizamos. Segundo esse outro

mecanismo (esquema 5.3), teríamos inicialmente apenas a epoxidação, catalisada por

peróxidos, da dupla ligação em C4, obtendo-se o 4,5-epoxi-2-decenal. Dependendo das

condições utilizadas, a monoepoxidação pode OCOITer especificamente apenas na dupla

ligação envolvendo o carbono C4 (Zamora e Hidalgo, 1995). A subseqüente hidrólise desse
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epóxido levaria à formação do 4,5-dihidroxi-2-decenal. Como ocorre com o 4-hidroxi-2

nonenal (Xu e Sayre, 1998; Rindgen e cal., 1999), teríamos a oxidação do álcool em C4

para cetona, obtendo-se um novo produto de oxidação do DDE, que seria o 4-oxo-5

hidroxi-2-decenaL Este produto reagiria então com 2'-desoxiguanosina segundo o

mecanismo descrito para a reação de 4-oxo-2-nonenal com dGuo (Rindgen e cal., 1999). O

ataque do grupo amino exocíclico do nucleosídeo ao carbono da carbonila do 4-oxo-5

hidroxi-2-decenal, seguido por ciclização via ataque nucleofilico do N-l ao C2 e eliminação

de água levaria à formação dos etenoadutos A2-1 e A2-2. A eliminação adicional da cadeia

lateral levaria à formação do aduto AI (esquema 5.3). Investigações para a comprovação

desse mecanismo podem ser feitas incubando-se diretamente 2'-desoxiguanosina com 4,5

dihidroxi-2-decenal e analisando-se os produtos formados.
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Esquema 5.3: Mecanismo 2 proposto para a formação de adutos 1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina
porDDE.

Observamos as mesmas modificações em 2' -desoxiguanosina quando DNA de

timo de bezerro foi incubado com DDE na presença de peróxidos in vitro. Para as análises

de fonnação e quantificação dos adutos em DNA desenvolvemos um ensaio sensível e

seletivo consistindo em purificação prévia dos adutos por HPLC na presença de padrões

intemos isotópicos CcsNsJAl e [15NsJA2) seguida por detecção por espectrometria de
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massas com monitoramento de reação múltipla. Com a sensibilidade que obtivemos

conseguimos detectar 4 adutos AlII08 dGuo e 5 adutos A2/1 07 dGuo (relação sinal/ru[do =

3), os quais são bons limites para a detecção desses adutos em sistemas biológicos (Poirier e

col., 2000). Acreditamos que esse limite de sensibilidade possa ser ainda melhorado se

reduzirmos o diâmetro da coluna acoplada ao espectrômetro de massas, como tem sido

demonstrado em alguns trabalhos (Yen e col., 1996; Vanhoutte e col., 1997).

O aduto ljV2-eteno-2'-desoxiguanosina foi sugerido por Sodum e Chung (1988)

como um possível marcador de danos ao DNA induzidos por aldeídos a,~-insaturados

epoxidados. No entanto, apesar de algumas tentativas de detecção desse etenoaduto em

sistemas biológicos (Foiles e col., 1993), a mesma não foi possível, provavelmente devido

ao limite de sensibilidade não tão adequado do método utilizado (laduto/2,2 x 105 bases).

Em um trabalho realizado por Müller e colaboradores (1997) foi desenvolvida uma

metodologia de HPLC acoplado à espectrometria de massas para detecção de 1,JI/l

etenoguanina em DNA incubado com 2-clorooxirano in vitro. Entretanto, o limite de

detecção que eles obtiveram foi de 4 adutos/l06 bases (Müller e col., 1997), o qual também

não era adequado para a investigação da sua presença em sistemas biológicos.

Os dados que obtivemos a partir da análise do DNA das células CVI-P

incubadas com DDE nos mostram claramente que a formação dos adutos A2 é favorecida

em detrimento da formação do aduto AI (figuras 4.51 e 4.52; tabelas 4.15 e 4.16). Chen e

Chung (1996) verificaram que o rendimento do etenoaduto não substituído (edAdo)

formado a partir da reação de 2'-desoxiadenosina com o epóxido do 4-hidroxi-2-nonenal

aumenta com o aumento da basicidade do meio de reação. Quando as reações foram feitas

em pH 7,4, o principal etenoaduto formado foi o que apresentava a cadeia lateral

substituinte. Com base nessas observações, eles predisseram que os etenoadutos substituídos

seriam formados em DNA in vivo em um nível mais alto que os não substituídos (Chen e

Chung, 1996). De fato, foi o que observamos com as células. No caso da incubação de DNA

com DDE in vitro utilizamos pH 9,4, o que deve ter permitido a formação dos etenoadutos

não substituídos em concentração bem próxima da dos etenoadutos substituídos (tabela

4.14). É preciso no entanto considerar que, apesar de não termos verificado um aumento do

nível de 1,1'f--eteno-2'-desoxiguanosina no DNA das células incubadas com DDE em

relação ao controle, este é, do nosso conhecimento, o primeiro relato de ocorrência de um

nível basal desse etenoaduto. O fato de termos detectado um nível basal do aduto AI e não
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dos adutos A2 pode ser explicado pela possibilidade de fOlmaçào do aduto AI por

diferentes substâncias eletrofilicas geradas endogenamente, enquanto que os adutos A2 são

fonnados provavelmente apenas pela reação de epóxidos do DDE e/ou 4-oxo~5-hidroxi-2

decenal com dGuo.
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6. Conclusão e Perspectivas

Um número apreciável de agentes mutagênicos e carcinogênicos estruturalmente

diversos podem formar adutos exocíclicos com bases dos ácidos nucleicos, havendo um

acúmulo de evidências na literatura relacionando tais adutos com efeitos genotóxicos

(Poirier e cal., 2000).

O interesse crescente nos etenoadutos pró-mutagênicos como possíveis

biomarcadores de risco de câncer associado com uma série de fatores, como ingestão de

dieta rica em gordura) estresse oxidativo e processos inflamatórioslinfecciosos crônicos,

bem como em investigações do efeito protetor exercido por dietas ricas em antioxidantes,

tem incentivado a caracterização química de vários deles para que possam servir como

padrões para verificação de sua ocorrência in vivo (Bartsch, 2000; Poirier e colo, 2000). Os

mecanismos moleculares relacionados à mutagenicidade dos etenoadutos não substituídos,

no que se refere à indução de mutações por substituição de pares de bases, são relativamente

bem conhecidos. Dados de dosagem em roedores expostos a haletos de vinila e espectros de

mutação em tumores induzidos por cloreto de vinila em humanos e ratos, e por uretano em

camundongos, dão um forte suporte para a indicação de que os etenoadutos são potentes

iniciadores da carcinogênese (Barbin, 2000).

Como relatamos, o DDE é um importante aldeído presente nos alimentos, além

de ser gerado endogenamente como produto da peroxidação lipídica. Neste trabalho

descrevemos: (I) a detecção e isolamento de 6 adutos resultantes da reação de DDE com 2'

desoxíguanosina; (11) a caracterização química completa de 3 desses adutos, sendo que dois

deles são produtos diastereoisoméricos inteiramente novos descritos pela primeira vez na

literatura; (111) dois possíveis mecanismos para fonnação desses adutos foram propostos;

(IV) desenvolvemos um método baseado em LC/ESI/MS-MS para a detecção e

quantificação ultrasensível dos adutos « 20 fmol); (V) o método desenvolvido permitiu a

detecção e quantificação dos adutos fonnados em DNA incubado com DDE in vitro e em

DNA de células de mamífero expostas a esse aldeído; (VI) a exposição das células ao 2,4

decadienal, além de levar à formação de adutos) provoca alteração dos níveis de GSH

acompanhada por perda de viabilidade celular e fragmentação do DNA após 24 horas.
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Em resumo, os dados aqui apresentados contribuem para um melhor

entendimento dos efeitos genotóxicos associados com a exposição a aldeídos a,p

insaturados tanto por via exógena (por exemplo, em dieta rica em gordura) como por via

endógena (peroxidação lipídica). Ressaltamos que os etenoadutos têm sido apontados como

bons marcadores de exposição a esses compostos, muitos deles já comprovadamente com

ação mutagênica. Entretanto, a relação entre estrutura química e função é essencial para que

se possa estudar os seus efeitos biológicos.

Uma vez tendo caracterizadas diferentes lesões (etenoadutos) induzidas em DNA

por DDE e tendo estabelecida uma metodologia bastante seletiva e sensível para a sua

detecção (LC/ESI/MS-MS), a próxima etapa, fundamental para detenninannos a sua

importância biológica, é a detecção e quantificação das mesmas em sistemas in vivo não

expostos e expostos a situações que induzam oxidação (poluição, alimentação, infecções,

etc). A verificação da ocorrência dessas lesões em DNA in vivo é o primeiro passo para que

se possa considerá-las marcadores de exposição a produtos de peroxidação lipídica tanto de

origem endógena como exógena. Além disso, investigar as possíveis propriedades

mutagênicas das lesões com cadeia lateral substituinte é passo detenninante para a avaliação

do seu papel na etiologia de diversos tipos de câncer.

Precisamos ainda considerar que as substâncias e!etrofilicas podem reagir com

muitas moléculas em uma célula e podem induzir uma gama de respostas que não sejam

necessariamente dependentes de danos ao DNA (Berlett e Stadtman, 1997). É sabido que

radicais de oxigênio e 4-hidroxi-2-nonena! afetam vias de transdução de sinal e fatores de

transcrição (por exemplo, NF rd3) e alteram a cinética do ciclo celular (Karin, 1999; Page e

col., 1999). Alguns desses efeitos podem ser resultantes de sinalização induzida por danos

ao DNA, mas outros podem não ser. Assim, um grande desafio para o futuro da pesquisa

nesta área será a busca da integração do conhecimento existente sobre as moléculas

indutoras de danos, os mecanismos de defesa contra as mesmas e as conseqüências do seu

ataque ao genoma com as vias de transdução de sinal intra- e intercelular, de modo que

sejam definidos os passos importantes na etiologia dos diversos tipos de câncer.
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