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ioniza¢io por electrospray

Fapy Formamidopiridina

FapyGua 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopiridina
Fe-NTA Nitrilotriacetato de ferro

FGF Fator de crescimento de fibroblastos

Fpg Formamidopirimidina DNA N-glicosilase
GC Cromatografia gasosa

GMP Guanosina 5 -monofosfato

GSH Glutationa reduzida

GSSG Glutationa oxidada

H>0, Peréxido de hidrogénio

HDL Lipoproteina de alta densidade

HEL Linhagem celular de eritroleucemia humana
HO," Radical peridroxil

HHE 4-Hidroxi-2-hexenal

His Histidina

HMBC Correlagio heteronuclear bidimensional 'H-"C a longa distancia
HMQC Correlagdo heteronuclear bidimensional 'H-"C a curta distancia
HNE trans-4-Hidroxi-2-nonenal

HOCI Acido hipocloroso

HPLC Cromatografia liquida de alta performance
IGF-1 Fator de crescimento do tipo insulina 1

IL Interleucina

J Constante de acoplamento

L-BSO L-butionina (S R) sulfoximina

LC Cromatografia liquida

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LH Acido graxo poliinsaturado

L* Radical lipidico centrado no carbono

LOO" Radical peroxila

LOOH Hidroperdxido lipidico

MDA Malonaldeido

M,dA NG-(3-oxopropenil)desoxiadenosina

M,dC N*-(3-oxopropenil)desoxicitidina

M, dG Aduto ciclico pinmidopurinona

MNU Metilnitrosouréia
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ONOO™
ONOOCO,
PBS
PDGF
pH
PMA
RMN
RNA
RNase
RO’
RO,
ROS
pm

S

SFB

SH

SIR ou SIM
O™
RS*
SDS
SFB
SOD
TGE-
THF
TIC
TMS
TPA
Tris
UA

uv

Abreviagées

Monitoramento de reagio multipla
Espectrometria de massas

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazd o
Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)
Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
N-acetiltransferase

Fator de crescimento de nervos

Oxido nitrico

Sulfidrilas ndo-proteicas

Oxigénio molecular

Ozbnio

Anion radical superéxido

Peroxinitrito

Anion nitrosoperoxicarbonato

Tampdo fosfato salina

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Potencial hidrogenidnico

Acetato de forbol miristato

Ressonancia magnética nuclear

Acido ribonucleico

Ribonuclease

Radical alcoxil

Radical peroxil

Espécies reativas de oxigénio

Rotagdes por minuto

Anion tiolato

Soro fetal bovino

Tiol

Monitoramento de um ion selecionado
Semiquinona

Radical tiil

Dodecil sulfato de sédio

Soro fetal bovino

Superdxido dismutase

Fator de crescimento de transformacao 3
Tetraidrofurano

Corrente 16nica total

Tetrametilsilano
12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato

Tris (hidroximetil) aminometano

Unidades arbitrarias

Ultravioleta
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RESUMO

Varios adutos resultantes da rea¢do de aldeidos « /*insaturados, ou de seus
epbéxidos, com bases do DNA tém sido caracterizados nos ultimos anos. Esses adutos
podem Jevar a incorporagdo errada de bases durante a replicagdo ou a transcrigao,
resultando, se ndo reparados, em mutagdes que podem contribuir para a carcinogénese. O
trans,trans-2,4-decadienal (DDE) é um dos aldeidos mais citotéxicos gerados
endogenamente a partir da peroxidagdo lipidica. Verificamos que este aldeido afeta a
viabilidade e altera o nivel de glutationa de células CV1-P, além de induzir fragmentagdo do
DNA e formacgio de diferentes produtos com o mesmo. Além da sua formag¢io endogena,
DDE € também encontrado em alguns alimentos, contribuindo para o aroma dos mesmos.

Neste trabalho detectamos e isolamos 6 produtos formados a partir da reagio de
DDE com 2’-desoxiguanosina (dG), sendo que fizemos a caracterizagdo quimica completa
de 3 desses produtos. Através desses estudos mostramos que um deles é o aduto 1,M-eteno-
2’-desoxiguanosina (1,NM-edGuo), também formado a partir da reagdo de dG com
compostos carcinogénicos conhecidos, como o cloreto de vinila. Os outros dois produtos
sdo dols diastereoisOmeros correspondentes a l,Nz-sdGuo com uma cadeia lateral
substituinte. Sio produtos inéditos descritos pela primeira vez neste nosso trabalho. A
deteccio e caracterizacdo desses produtos, assim como 0s mecanismos de formacio
propostos, podem contribuir para um melhor entendimento da genotoxicidade associada a
peroxidag¢do lipidica.

Em paralelo desenvolvemos uma técnica muito sensivel baseada em LC/ESI/MS-
MS para detecgio desses adutos em sistemas bioldgicos. A detec¢do dos adutos
caracterizados em DNA incubado com DDE in viiro ¢ em DNA de células expostas ao
aldeido aponta para a importancia biologica desses compostos.

Existe um crescente mteresse no uso de adutos exociclicos de DNA como
marcadores de exposi¢do a diversos carcindégenos ambientals e também a processos
enddgenos epvolvendo a peroxidagdo lipidica. O mecanismo de formagfo e a estrutura
quimica desses adutos sdo importantes para revelar as caracteristicas estruturais que
influenciam a alquilagdo do DNA por aldeidos insaturados e para que se possa estimar o

papel desses aldeidos na carcinogénese. A formag¢do dos adutos por produtos da peroxidagio
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lipidica sugere a necessidade de estudos epidemiolégicos para avaliar riscos de exposicio
ambiental, via alimentagdo ou mesmo via fatores indutores de lipoperoxidacio. Os
resultados aqui obtidos podem contribuir para o estabelecimento de relagdes entre estrutura
quimica e fungdo € para a avaliagdo do possivel papel dessas lesdes na toxicidade associada

a exposicdo a essa classe de compostos.
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Abstract

ABSTRACT

A number of ring-extended DNA adducts resulting from the reaction of a
unsaturated aldehydes, or their epoxides, with DNA bases have been characterized in recent
years. These adducts may lead to miscoding during DNA replication or 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 formation, DDE is also present in
foods, contributing to their aroma.

Here we report that DDE affects CV1-P cells viability, changes the cellular
glutathione level, and induces DNA fragmentation. Moreover, DDE reacts with cellular
DNA yielding several products.

To evalunate its DNA damaging potential, we have investigated the reaction of
DDE with 2’-deoxyguanosine (dG) in the presence of peroxides. Six main adducts were
isolated by reverse-phase HPLC. After extensive spectroscopic analysis, three of them were
characterized. Adduct A1, 3-(2-deoxy-#D-erythro-pentafuranosyl)-3,9-dihydro-9H-
imidazo[2,1-iTpurin-9-hydroxy, is a tautomer of 1 N’-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-SD-erythro-pentafuranosyl)-5,9-dihydro-9H-imidazo[2,1-
{]purin-9-hydroxy]-7-yl}-2-one-3-octanol, were isolated and characterized on the basis of
their spectroscopic features as 1,M-etheno adducts possessing a carbon side chain with a
carbounyl and a hydroxyl group. One possible reaction mechanism for the formation of
adducts A2 involves DDE double epoxidation and hydrolysis of the C4 epoxy group prior to
nucleophilic addition of the exocyclic amino group of dG to C1 of the aldehyde, followed
by cyclization via nucleophilic attack on the C2 epoxy group by N-1 and elimination of
H,0.

This study also reports the detection and quantification of adducts A1 and A2 in
calf thymus DNA and in CVI]-P cells DNA after treatment with DDE using a liquid
chromatography/electrospray 1onization tandem mass spectrometry (LC/ESI/MS-MS)
technique. This method provided high specificity, reproducibility, and sensitivity.
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Abstract

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 of DDE as a compound present in foods and as a product of lipid 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.
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1. Introducdo

O aparecimento do oxigénio molecular (O,) em quantidades significativas na
atmosfera terrestre ha cerca de 2,5 bilhdes de anos, como resultado da evolu¢do dos
organismos fotossintetizantes, fol muito importante para o inicio da expansio da vida em
nosso planeta. A sobrevivéncia e evolugdo de organismos na superficie da dgua e no solo foi
possive) gracas a filtragdo da radiagdo ultravioleta do sol pelas moléculas de O, e pela
camada de 0z6nio (O3), que se desenvolveu na estratosfera apos o aumento da concentragdo
de O, na atmosfera (O + O, — Os). Entretanto, a0 mesmo tempo, esse aumento na
concentragio de O, deve ter exercido um grande estresse sobre oS organismos presentes
(Meneghini, 1987).

Como a atmosfera terrestre era Inicialmente pobre em O,, 0s primeiros
organismos vivos eram essencialmente anaerobicos. Microorganismos anaerobicos ainda
sobrevivem nos dias de hoje, mas seu crescimento € mibido e eles freglientemente morrem
quando s3o expostos a 21% de O;, o nivel atual de O, na atmosfera (pressio parcial de 159
mmHg ao nivel do mar). Assim, a medida em que a concentra¢do de O, 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 O,
ndo pudesse penetrar e, provavelmente, originaram oS organismos anaerobicos que
conhecemos hoje; ou desenvolveram sistemas antioxidantes para se protegerem contra os
efeitos danosos do O,. Os que seguiram esta ultima linha passaram a tolerar a presenga de
O, e a uséd-lo para transformagdes metabolicas (através de enzimas dos tipos oxidase,
oxigenase ¢ hidroxilase, por exemplo) e para produgdo eficiente de energia (através da
transferéncia de elétrons das moléculas organicas para o O,). Tal evolug@o possibilitou o
desenvolvimento de organismos multicelulares complexos, os quais passaram a contar com
sistemas que permitiam a distribuigdo controlada de O, para todas as células, evitando assim
que as mesmas ficassem expostas a altas concentragdes de O,: por exemplo, a tensio de O,
no sangue venoso humano varia em tono de 40 mmHg (53 pmol/dm’) e no interior das
células humanas varia de 1 a {0 mmHg (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Os efeitos tdxicos sofridos pelos organismos anaerdbicos apds exposi¢io ao O,

sdo o resultado das oxida¢des de componentes celulares essenciais, tais como tiois,
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cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos. A
oxidac3o de substratos provoca, simultaneamente, a redugdo do O, para espécies reativas de
oxigénio (radicais livres e espécies nao radjcalares), as quais contribuem para a
multiplicagio dos danos aos componentes celulares. A evolugdo dos organismos
anaerobicos para os aerdbicos 86 foi possivel gragas ao desenvolvimento de mecanismos
protetores contra esses efeitos téxicos do O, (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Atualmente sabe-se que o oxigénio é essencial para muitos processos metabolicos
indispenséaveis a todas as formas de vida aerdbica (procariontes, protistas, plantas, fungos e
animais) (Ahmad, 1995). Entretanto, mesmo com a existéncia de mecanismos protetores, uma
conseqiiéncia normal da vida aerdbica é a ocorréncia de danos estruturals em uma grande
variedade de compostos organicos (DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) como resultado de
reacdes oxidativas desencadeadas pelas espécies reativas de oxigénio (Sies, 1986; Halliwell,
1996; Halliwell, 1999). Além da formagio enddgena das espécies reativas de oxigénio, uma
grande quantidade de fatores ambientais, incluindo residuos industriais e de mineragdo,
pesticidas, fumaga de cigarro, solventes organicos, drogas terapéuticas, radia¢do eletromagnética
(raios x, raios ¥y, ultravioleta), radiagdo particulada (elétrons, prétons, néutrons, déuterons,
particulas o e ) e hidrocarbonetos aromaticos, contribuem para o aparecimento de espécies
prooxidantes que levam a um aumento do estresse oxidativo endégeno (Freeman e Crapo, 1982;
Sies, 1986; Ahmad, 1995). Quando os mecan;smos de defesa antioxidantes passam a ser
insuficientes para reduzir os danos oxidativos provocados pelas espécies prooxidantes, surge a
possibilidade de desenvolvimento de alguns processos bioldgicos, tais como 0 envelhecimento, a
cataratogénese, a aterosclerose, a doenga de Parkinson, doengas inflamatonas e a carcinogénese

(Halliwell, 1987; Spector, 1995; Becker, 1999; Chisolm e Steinberg, 2000; Halliwell, 2000).

1.1. Espécies Reativas de Oxigénio: presenca natural nos organismos aerobicos

1.1.1. Destinos do O; nos organismos aerobicos

Cerca de 85 a 90% do O, capturado pelos animais € utilizado para sintese de
ATP na cadeia de transporte de elétrons presente na membrana interna das mitocdndrias. A

etapa da cadeia em que ha utilizagdo de O, € a catalisada pela enzima citocromo oxidase.




Tal enzima atua removendo um elétron de cada uma de quatro moléculas de citocromo ¢
reduzidas (Fe**-heme), oxidando-as para a forma Fe"-heme. Os quatro elétrons s3o, entio,
transferidos em etapas para o O,, uma vez que é guimicamente impossivel fazer essa
transferéncia de uma s vez. A reagdo geral é O, + 40" + 4e” — 2H,0.

A enzima citocromo oxidase é um sistema bastante complexo. Uma vez que as
espécies resultantes da redugio parcial do O, (espécies reativas de oxigénio) induzem danos
em varias biomoléculas, € muito importante que a citocromo oxidase as mantenha ligadas de
forma segura aos seus sitios ativos até que elas sejam completamente reduzidas para dgua.
Para isso, esta enzima contém tanto ferro heme como fons cobre, os quais exercem papel
importante na redugio do O, e na ligag¢do segura das espécies reativas intermedidrias. Uma
outra caracteristica importante da citocromo oxidase de mamiferos € que ela possul alta
afinidade pelo O, funcionando bem mesmo quando a pressio parcial de O, € inferior a 1
mmHg. Assim, as células aerdbicas nao precisam ficac expostas 4 altas concentragdes de O,
para funcionarem corretamente, o que nio deixa de ser um mecanismo de defesa
antioxidante (Malmstrom, 1998).

Os outros 10 a 15% do O, capturado pelos organismos aerébicos sdo utilizados
por vérias enzimas dos tipos oxidase e oxigenase e também em reagdes de oxidagdo quimica
direta ou catalisada por metais de transigdo (por exemplo, ferro ou cobre) (Doss e col.,
2000; Pierre, 2000; Carr e col., 2000; Jones e col., 2000).

As oxidases sao enzimas que catalisam oxidagdes nas quals o oxigénio molecular
é o aceptor de clétrons, mas os atomos de oxigénio ndo aparecem no produto oxidado.
Alguns exemplos sdo a enzima D-aminodcido oxidase, que usa O, para oxidar D-
aminoacidos, a flavoproteina desidrogenase que cria uma ligagdo dupla no acila graxo-CoA
durante a oxidagdo de &4cidos graxos nos peroxissomos, € a Xantina oxidase, uma
flavoenzima que contém um atomo de molibdénio e quatro centros ferro-enxofre e transfere
elétrons para o O, durante a oxidagdo de hipoxantina e xantina para dcido urico.

As oxigenases catalisam reagdes oxidativas nas quais os atomos de oxigénio sdo
diretamente incorporados na molécula substrato, formando um novo grupo hidroxila ou
carboxila, por exemplo. As dioxigenases catalisam reagdes nas quais os dois dtomos de
oxigénio (O,) sao incorporados na molécula substrato. Monooxigenases, as quais sao mais
abundantes e mais complexas na sua agiio, catalisam reagdes nas quais apenas um dos dois

atomos de oxigénio ¢ incorporado no substrato orgénico. O outro € reduzido para H,O por
—eeeeeen. 3
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um co-substrato, que pode ser FMNH,, FADH,, NADH, NADPH ou tetra-hidrobiopterina,
entre outros. Como a maioria das monooxigenases catalisam reagdes nas quais o substrato
principal se torna hidroxilado, elas sdo também chamadas hidroxilases. Algumas vezes sdo
também chamadas oxidases de fun¢3o mista ou oxigenases de fun¢do mista. Alguns
exemplos sdo as enzimas prolina hidroxilase e lisina hidroxilase que usam O, para
adicionarem grupos hidroxila (—OH) aos aminoéacidos prolina e lisina durante a sintese de
coldgeno, e a enzima tirosina hidroxilase que utiliza O, para adicionar um grupo ~OH ao
aminoacido tirosina no inicio da sintese dos hormdnios epinefrina (adrenalina) e
norepinefrina (noradrenalina).

Usualmente, o reticulo endoplasmatico liso de muitos tecidos de animais e
vegetals contém citocromos conhecidos coletivamente como citocromos P450 (Goeptar e
col., 1995). Eles sdo proteinas heme que contém uma unica cadeia polipeptidica na qual
quatro ligantes para o ferro sdo fornecidos pelo grupo heme, o quinto ligante é o &nion
tiolato (S7) de um residuo de cisteina e, na proteina latente, o sexto ligante é a 4gua. Foram
descritos mais que 150 genes para codificagdo da superfamilia P450. O nome P450 deriva
do fato de as formas reduzidas desses citocromos ligarem moundxido de carbono produzipdo
um complexo que absorve luz fortemente a 450 nm. Eles catalisam reagdes de lnfzrovlelacgio
nas quais um substrato organico RH ¢ ﬁl?ir(ok;(\fluzzdo para R—OH as custas de um 4tomo da

molécula de oxigénio. O outro dtomo de oxigénio é reduzido para H,O por NADH ou

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

endoplasmatico de figado (esquema modificado de Halliwell ¢ Gutteridge, 1999).

Nas células hepaticas o reticulo endoplasmiético & especialmente rico em
citocromos P450 (CYP), os quais metabolizam uma série de substincias quimicas. Algumas
substdncias podem levar a um aumento da sintese de uma ou mais formas de citocromo
P450, como € o caso da indugdo de CYP2B1 e CYP2B2 pelo barbiturato fenobarbital, cuja
hidroxilagdo aumenta a sua solubilidade e facilita a sua excregio do organismo. Também o
etanol leva a um aumento da sintese de uma forma especifica de citocromo P450, CYP2E1
ou citocroma P450 induzivel por etanol, o que aumenta a capacidade de as fracGes
microssomais do figado oxidarem essa substincia. CYP2EI também oxida outros 4lcoois,
acetona e alguns outros solventes orgénicos, como benzeno, clotoférmio 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[ ]pireno e tolueno, drogag tais como
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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 aldeidos ¢ Finsaturados, tal
como frans-4-hidroxi-2-nonenal (Kuo e col, 1997). Algumas substdncias exercem seus
efeitos téxicos apds sofrerem metabolizagdo por citocromo P450, como ocorre com etanol
(limuro e col., 1996), benzo[ o]pireno (Abernath, 1971), paracetamol (Moore ¢ col., 1985),
cloroférmio (Pohl, 1979; Brent e Rumack, 1993), tetracloreto de carbono (Brent € Rumack,
1993; McGregor e Lang, 1996), cloreto de vinila e carbamato de etila (Guengerich, 1991),
por exemplo. A exposi¢do a esses xenobidticos na presenga de indutores de sintese de

citocromos P450 pode ser muito prejudicial.

1.1.2. Causas da toxicidade do O,: radicais livres e outras espécies reativas

No final do século XIX ja eram conhecidos os efeitos toxicos desencadeados por
altas concentragdes de O, ao tecido pulmonar, incluindo edema, depositos de fibnna,
congestdo, inflamagao e hemorragia (Lorrain-Smith, 1899). Estudos realizados durante a
primeira metade do século XX (revisados por Haugaard, 1968) sugeriram que esses efeitos
tdxicos poderiam ser conseqiiéncia da inibigdo de enzimas celulares por O,. Entretanto,
apesar das varias demonstracdes de inativagdo direta de enzimas por O, in vifro, havia
refutdncia em atribuir a causa da toxicidade do O, em animais a tais efeitos diretos no
metabolismo. Tal inativag@o ocorria muito lentamente e em extensZo muito limitada para ser
a causa do rapido inicio dos danos pulmonares observados (Haugaard, 1968).

A 1mportdncia dos radicais de oxigénio na indu¢do de danos aos tecidos
biolégicos for avaliada no campo da radiobiologia por muitos anos (Dainton, 1951,
Rajewsky, 1952; Gray, 1953; Gray e col., 1953), sendo bem caracterizado € quantificado o
efeito do O, na uradiacio de células (Alper e Howard-Flanders, 1956). Na presenca de O,, a
dose de raios X necesséaria para matar as células era cerca de um ter¢o da dose necessédria
para produzir o mesmo efeito sob condigdes andxicas (Alper ¢ Howard-Flanders, 1956;
Dewey, 1960). Em 1954, quando eram feitas especulagdes a respeito do papel dos radicais
de oxigénio nos danos radiobioldgicos, Rebecca Gershman e seus colaboradores
propuseram que o Oy e os raios X podiam estar danificando as células através de um

mecanismo comum: a producdo de radicais de oxigénio (Gerschiman e col., 1954).
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Em 1969, McCord e Fridovich mostraram a existéncia de uma enzima que
catalisa especificamente a remog¢do do radical superdxido (O,7): a superdxido dismutase
(SOD) (McCord e Fridovich, 1969). A partir dessa descoberta, os radicais de oxigénio, tais
como O, e hidroxila (HO®), e outras espécies reativas, tais como o peréxido de hidrogénio
(H,0O,) e perdxidos liptdicos, passaram a ser considerados agentes importantes que levam a
danos celulares em muitas condigdes patofisioldgicas, incluindo a injuria causada por
reperfusdo apds um periodo de isquemia, cancer, a agdo de algumas drogas anti-tumorais,
mflamac8o, a doenga de Parkinson, catarata, a aterosclerose ¢ o envelhecimento, além dos
danos provocados por radiagio e hiperdxia (Sies, 1986, Halliwell, [987; Jamieson, 1989;
Halliwell e Gutteridge, 1999). E importante meucionar, no entanto, que nio poderiamos
sobreviver sem a produ¢do endégena das espécies reativas de oxigénio. Um exemplo do seu
papel benéfico encontra-se nos pacientes que sofrem de granulomatose cronica. Nesses
individuos os fagécitos sdo incapazes de produzir espécies reativas de oxigénio, embora
sejam aptos a fazer fagocitose. Conseqilentemente, surgem processos inflamatdrios
agravados, de dificil controle, mostrando que essas espécies s3o importantes para o combate

aos microorganismos invasores (Kume e Dinauer, 2000).

1.1.3. Algumas consideracoes quimicas sobre as espécies reativas de oxigénio

Um radical livre € qualquer espécie capaz de existéncia independente que contém
um ou mais elétrons desemparelhados. Tal caracteristica faz com que algumas dessas
especies sejam altamente reativas. As espécies reativas de oxigénio incluem todos os
radicais do oxig€nio e as espécies nio radicalares, tais como perdxido de hidrogénio (H,0,),
oxigénio singlete (‘Ag0,), 0zémio (O3), acido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOQ™),
que so mais reativas que a molécula de oxigénio no estado fundamental (Augusto e col.,
1995).

A molécula de oxigénio no estado fundamental (°Y¥g0,) possui dois elétrons
desemparelhados (com spins paralelos) em dois orbitais antiligantes rt* diferentes, sendo

portanto um radical livre (figura 1.2). Por possuir dois elétrons desemparelhados com spins
paralelos, a molécula de oxigénio s poderia receber um par de elétrons, a partir da oxidagio

de um outro atomo ou molécula, se esses elétrons possuissem spins antiparalelos aos do O,,
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de modo a preencherem os orbitais n*. Entretanto, um par de elétrons em um orbital
atdmico ou molecular ndo atende a esse critério, uma vez que eles tém spins opostos, de
acordo com o principio de Pauli. Tal fato impde uma restrigdo a transferéncia de elétrons,
fazendo com que o oxigénio receba um elétron de cada vez e seja um fraco oxidante,
reagindo lentamente com espécies ndo-radicalares (Meneghini, 1987). A toxicidade do O, é
resultante, portanto, ndo da sua propria reatividade, a qual € baixa em condi¢des
fisiolégicas, mas da sua ativagao metabdlica in situ.

A ativagdo do oxigé€nio ocorre através de reagdes que podem ser divididas em
dois grupos: reagdes de transferéncia de energia e reagdes de transferéncia de elétrons

(Cadenas, 19995).

O

O
O
O

G*2p O

n2p @ @ @ @ @ @ @ @ @
o 2p @® O) ® @ ®
o*2s @ @ @ @ @
o 2s @ @ @ @ @
c*ls @ @ @ @ @
G ls @ @ @ @ @

%80, oxigénio singlete 0, 0, oxigénio singlete
("Ag0y (1280,

Figura 1.2: Distribui¢@o eletrdnica na molécula de oxigénio (Halliwe]l e Gutteridge, 1999).

Ativagao do oxigénio por transferéncia de energia

Formas reativas do oxigénio, conhecidas como oxigénio singlete, podem ser
geradas via absorgao de energia pelo oxigénio molecular. O oxigénio singlete existe em dois
estados: o estado 'Ag0,, no qual os dois elétrons passam a ocupar 0 mesmo orbital com
spins opostos (figura 1.2); e o estado '£g*0,, no qual os elétrons permanecem em orbitais

separados mas adquirem spins opostos (figura 1.2). O estado 'AgO, tem uma energia de
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22.4 kecal acima do estado fundamental e é o de ocorréncia mais provavel in vivo. Sua
existéncia é de aproximadamente 3,8 us em agua, 62 ps em D,0, 31 ps em hexano e 3900
us em hexafluorobenzeno. O estado 1ZgJ'Oz € mais energético, 37.5 kcal acima do estado

fandamental, mas decai espontancamente para formar 'AgQO,. Em ambas as formas, a

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

Keams, 1972).
Ativagdo do oxigénio por transferéncia de elétrons

A redugido monoeletrénica do oxigénio (O,) leva a formagdo de radicais livres e
outras espécies reativas intermedidrias. A adi¢do de um elétron a molécula de O, origina o
radical superdxido (0O,") (figuras 1.2 e 1.3), cuja forma protonada ¢ o radical peridroxil
(HO,"). Se mais um elétron for adicionado, é formado o ion peréxido (0,7 (figuras 1.2
1.3), sendo o peroxido de hidrogénio (H,0,) a sua forma protonada. Como os elétrons extras
em O, e O,> estdo preenchendo orbitais antiligantes, a forca da ligacdo O—0O diminui. No
estado fundamental ha duas ligagdes covalentes entre os atomos de oxigénio, mas em Q,"~
0corTe Como se 0s atomos estivessem unidos por uma ligagdo e meia e em O,> por apenas
uma ligacio. A adicio de outro par de elétrons ao O,” elimina inteiramente a ligagdo, uma
vez que eles ocupardo os orbitais 6*2p, sendo formados 20°” que, protonados, originam
2H,0. Usualmente, em sistemas bioldgicos, o produto da reducdo do oxigénio por dois

elétrons é o peréxido de hidrogénio (H,O,) € o produto da redugo por quatro elétrons € a

agua (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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transferéncia de energia
PLg0O, W 1Ag0,

1e~ -160 mV

+890 mV

+380 mV

/1e‘

H* Y

HO. —_—— O'—
H+

pK,=11.,8

+2320 mV

/19‘

H* H* ¥
H,O # HO # 02
H~* H*

pK,=15,7

Figura 1.3: Redugio monoeletronica do O, dissolvido em dgua. Os valores em milivolts (mV) s3o
os potenciais de éxido-redugio em pH 7 ¢ concentragdes molares, exceto H,O, que € dgua liquida

pura.
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O radical superéxido (O,7) € uma espécie que recebe bastante atengdo entre as
espécies reativas de oxigénio geradas em sistemas biolégicos. Em solugdes aquosas de pH
neutro, a reatividade quimica do O,"™ inclui principalmente trés tipos de reagfes (Sawyer €
Valentine, 1981; Cadenas, 1995; Halliwell e Gutteridge, 1999):

= 0, se comporta como uma base fraca e pode ser protonado, originando o
radical peridroxil (HO,"). O pK, desse grupo ¢ 4.8 (figura 1.3) e, portanto, em pH ~ 7 a
razdo O, " /HO," é aproximadamente 100. Entretanto, o pH na proximidade das membranas
biolégicas pode ser mais acido e podem ser criadas zonas intracelulares onde a razdo
0, /HO," é mais baixa. O radical HO," é mais reativo que O," . Ele é capaz de, por
exemplo, abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico de um 4cido graxo poliinsaturado,
iniciando assim a peroxidac¢io lipidica.

0,"™ é uma espécie que tem reatividade relativamente baixa com DNA, lipidios,
aminoacidos e a maioria dos outros metabolitos e tende a dismutar. Em sistemas bioldgicos,
a velocidade da reacdo de dismutagio ¢ aproximadamente 5x10° M's" e ocorre
preferencialmente via protonagio do O, seguida pela reagdo de HO," com O;"". A reagio
de dismutagio é também catalisada pelas superdxido dismutases, as quais contém ions
metélicos que apresentam potencial redox de um elétron com valores entre os potenciais
para oxidagio (-160 mV) e redugio (+ 890 mV) do O, (ex. Cu** na Cu-Zn superdxido

dismutase com potencial redox de + 420 mV). As reagdes de dismutagio sfo:

20, +2H" = H,0, + O, k<03M's?

HO," + 0, +H - H,0,+ 0O, £=9,7x10°M's!

2 HO," — H,0, + O EF=83x10°M's!
20, + 208 1,0, + 0, b = 1,6 x 10° M

= 0O, se comporta como agente redutor de aceptores adequados de elétrons,
tais como citocromo ¢ (F e’™), fon Cu* em proteinas que contém cobre (plastocianina em
cloroplastos e ceruloplasmina, por exemplo), fons Fe** complexados por EDTA (mas nio
por desferroxamina) € quinonas com potencials redox apropriados, tal como p-

benzoquinona.
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= 0," age também como oxidante de Fe’", de NADH ligado a enzimas e de
moléculas que possuem prétons 4cidos, tal como ascorbato. Fol também verificado que ele é
capaz de oxidar a forma hidroquinona da vitamina K, originando o radical semiquinona.

A quimica do O, difere de acordo com a ocorréncia das rea¢des em meio
hidrofilico ou hidrofobico. Ele € mais estavel e mais reativo em ambientes apolares, nos
quais se comporta como uma base (0, + H" — HO,"), um nucleéfilo e um agente redutor.
0O,"" gerado no interior das membranas bioldgicas pode ser, portanto, mais prejudicial.
Entretanto, o dano bioldgico causado por O, freqiientemente envolve a sua reagdo com
outros radicais, como por exemplo "NO ou ions ferro (Koppenol ¢ col., 1978; Winterbourn,

1982; Beckman e Koppenol, 1996):

"NO + 0, — ONOO~ kx~7x10° M’
Fe*" + HO," + H — Fe* + H,0, k=12x10M"s"
Fe** + 0, + H  — Fe** + HO,™ k=1x10"M's"
Fe** + 0, = Fe** + 0, E=15x10MT's"
Fe* + HO,” — Fe* + H" + O, k< 10°M's!

~ 3+ 2+ A ~ ;-
A redugdo de Fe™  para Fe® deve ocorrer através da formagio de espécies

intermediarias, tais como ferril e perferril (Halliwell e Gutteridge, 1992):
Fe** + 0,""== [Fe*"-0, &» Fe’*-0," 1= Fe** + 0,

Os valores das constantes de velocidade das reacdes do radical O>"” com ions
ferro sdo alterados pela ligagdo dos fons ferro a agentes quelantes, tais como EDTA,
transferrina, lactoferrina, desferroxamina, citrato, ADP e DETAPAC (Buettner, 1993;
Halliwell e Gutteridge,1999).

A reagio de O, com "NO ¢ bjologicamente importante por, pelo menos, duas
raz0es. Primeiro porque ambos os radicais antagonizam as agdes bioldgicas um do outro. E
sabido gue os efeitos mediados por "NO sio fregiientemente aumentados pela adigio de

SOD as preparagdes fisiologicas, pois ha redugdo da velocidade de perda de "NO (Moncada
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e Higgs, 1995). Se o dano induzido em um determinado sistema for dependente de O,
"NO pode proteger contra esse dano pela remogio de O, . "NO pode inibir a peroxidagdo
lipidica em alguns sistemas pela remogdo dos radicais peroxil (RO;") (Rubbo e col., 1993).
A segunda consideragio a ser feita diz respeito as conseqiiéncias da formagio de
peroxinitrito (ONOO™). A forma protonada do peroxinitrito (ONOOH) ¢ uma espécie
citotdxica altamente oxidante (Pryor e Squadrito, 1995). A adigdo de ONOO™ a células,
tecidos ou fluidos corpdreos leva a sua rdpida protonacdo, seguida por deplecdo de grupos
—SH e outros antioxidantes, oxidagdo de lipidios (Graham e col., 1993), quebras no DNA,
nitracio e desamina¢fo de bases do DNA (Yermilov e col., 1996) e nitragio de residuos
aromaticos de aminodcidos em proteinas (Beckman e Koppenol, 1996). Uma série de
mecanismos complexos levam & forma¢do de diferentes espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio, a partir do peroxinitrito, que devem ser responsaveis pelos danos observados
(Santos e col., 2000).

Qualquer sistema biolégico que gere O, produzira H,0, via reagio de
dismutagdo, a menos que O, seja interceptado. O perdxido de hidrogénio é a segunda
espécie reativa resultante da redugdo monoeletrénica do O, (figuras 1.2 e 1.3). H,0, nfo ¢
um radical, pois ndo possui elétrons desemparelhados e apresenta reatividade quimica
moderada (Chance e col., 1979; Cadenas, 1995).

Além da sua produgido como resultado da dismutacdo de O, ", H,O, é também
um produto natural de varias oxidases (principalmente oxidases peroxissomais) e algumas
enzimas mitocondriais. O figado de um rato adulto pode produzir aproximadamente 80
nmol H,0, /g € a sua concentracio intra-hepatica varia entre 107 e 10° M (Oshino e col.,
1973). H,O, € também gerado por granulécitos durante a fagocitose (Chance e col., 1979;
Cadenas, 1995).

A reatividade quimica de H,O, € substancialmente aumentada por duas
caracteristicas: primeiro, H,O, pode atravessar livremente as membranas biolégicas;
segundo, H,0, reage com ions Fe?* ou O, e gera um oxidante extremamente potente, o
radical hidroxila (HO®). Também pode reagir com hemeproteinas e originar os complexos
oxoferril (Fe”'=0) ¢ com Cl” na presenca de mieloperoxidases e gerar HOCL HOCI pode

reagir com O, ou Fe** e também formar o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge,1999).
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Uma mistura de perdéxido de hidrogénio com Fe’', o que deve ocorrer em
sistemas biolégicos em certas circunstincias, leva & forma¢io de radicais HO" através da

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

Fe?" + H,0, —> complexo(s) intermedidrio(s) = Fe’™ + HO® + HO™

Tragos de Fe’* também podem reagir com H,0O,, mas essa reagdo € muito lenta

em pH fisioldgico (Halliwell e Gutteridge,1999):

Fe*" + H,0, = complexo(s) intermediério(s) — Fe*" + 0," + 2H"

Outras reagdes possivels sao:

HO® + H,0, > H,O+H" + 0,
0, +Fe’* 5> Fe* + 0,

HO" + Fe*" = F&*" + HO™

HO," + Fe** — Fe*" + H + 0,

HO," + Fe* + H" — Fe** + H,0,

Sais de cobre (I) também reagem com H,0, formando radicais hidroxila

(Halliwell e Gutteridge, 1990):

Cu" + H,0, > Cu®™ + HO* + OH ~

O radical HO® reage com velocidade extremamente alta com quase todo tipo de
molécula encontrada nas células vivas: agiicares, aminoacidos, fosfolipidios, nucleotideos e
dcidos organicos, sendo uma das espécies quimicas mais reativas conhecida. Um importante
principio da quimica dos radicais é que a reagdo de um radical livre com uma espécie nao-

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 reagdo com HO® sdo normalmente menos
reativos, uma vez que o radical HO® ¢ altarnente reativo (Halliwell e Gutteridge,1999).

H4 vérjas possibilidades, além do processo normal do metabolismo, de o
individuo ficar exposto aos radicais livres. Radicais de oxigénio produzidos por fagécitos
ativados tém ac¢io microbicida, mas podem danificar os tecidos (Freeman e Crapo, 1982).
Muitos agentes antraciclicos antineoplasicos, tais como adriamicina (doxorrubicina),
daunorrubicina (daunomicina), ¢ outros antibidticos que contém grupos quindides, ou ligam
metais para sua atividade, sio capazes de gerar radicais de oxigénio através de ciclos redox.
Alguns dos efeitos citotéxicos dessas drogas sdo afribuidos a habilidade de as
correspondentes semiquinonas (SQ°7) reduzirem o oxigénio molecular para 0,", H,0, e
HO® (Freeman e Crapo, 1982; Luo e col,, 1997). A irradiagao de organismos com radiagao
eletromagnética (ralos-x e raios-y) e radiagio particulada (elétrons, protons, néutrouns,
déuterons e particulas o e f3) gera radicais primarios pela transferéncia de sua energia para
componentes celulares, tal como a dgua. Esses radicals primérios, incluindo e7,,, HO" e H',
podem desencadear reagdes secundarias com O, dissolvido ou com solutos celulares. Uma
grande quantidade de fatores ambientais incluindo poluentes, hiperéxia, pesticidas, fumaga
de cigarro, solventes organicos, anestésicos e hidrocarbonetos aromaticos também levam a
formag3o de radicais livres que danificamn as células, Esses xenobidticos sdo convertidos
para espécies radicalares pelo metabolismo intracelular e processo de detoxificagdo

(Freeman e Crapo, 1982).

1.1.4. Fontes intracelulares das espécies reativas de oxigénio

Muitos componentes celulares, tais como tigis (Baccanan, 1978), hidroquinonas
(McCord e Fridovich, 1970), catecolaminas (Misra e Fridovich, 1972), flavinas (Ballou ¢
col., 1969) ¢ tetrahidropterinas (Fisher e Kaufman, 1973; Davis e col., 1988) podem sofrer
reagdes de dxido-redugdo em pH neutro, sendo importantes contribuintes para a producio
intracelular de radicais livres. O radical primario formado é O,", resultante da redugio do
O, por essas moléculas (Freeman e Crapo, 1982). Além disso, tidis, ascorbato e outras
moléculas redutoras podem reduzir Fe’™ quelado para Fe*', o qual pode sofrer autoxidacio,
produzindo O,"", ou participar da reagdo de Fenton (McCord e Day, 1978). A dismutagdo do
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0O," leva a formagio de H,0,. Portanto, processos celulares que geram O, também irdo
gerar H,0, como produto da dismutagdo de O," .

Varias enzimas geram radicais livres durante seu ciclo catalitico. Uma das mais
estudadas é a xantina oxidase, que leva a formagdo de O, e H,0, durante a oxidagio de
hipoxantina e xantina para acido trico. A proporg¢do relativa de O, e H,0, liberados do
sitio ativo da enzima depende do pH, concentragdo de O, e concentragdo do substrato
(Fridovich, 1970). A xantina oxidase humana tem, in vivo, fun¢do de desidrogenase
dependente de NAD" e ndo produz radicais livres intermediarios, pois os elétrons sio
transferidos para o NAD" e nio para o O,. Durante sua purificagio ou em condigdes de
isquemia /n vivo ha modificacio proteolitica da enzima e/ou oxidagao de grupos ti6is (—SH),
o que faz com que ela seja convertida da forma desidrogenase para a forma oxidase
geradora de O, (Ray e¢ McCord, 1982). A aldeido oxidase (Rajagopalan, 1980) e as
peroxidases (como a mieloperoxidase de neutrdfilos) sdo outras enzimas que levam a
formagao de O,"” (De Groot e Littauer, 1989).

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial € outra fonte de O, e H,0,
(Freeman e Crapo, 1982; Turrens, 1997; Nishikawa e col., 2000). Como ja mencionado, a
reduc¢io de O, para H,0 pela citocromo ¢ oxidase mitocondrial envolve a transferéncia de 4
elétrons sem formag¢#o de radicais livres intermedidrios (Chance e col., 1979). A gerac¢do de
0,"” pela mitocondria ocorre quando os outros componentes da cadeia de transporte de
elétrons deixam vazar alguns elétrons diretamente para o O, ao transferirem a grande
majoria dos mesmos para 0 proximo componente da cadeia (Turrens, 1997). Se o oxigénio
estiver presente em concentragdes que limitam a sua redugfo para H,O pela citocromo
oxidase, a redugdo elevada da cadeia respiratéria ¢ o acumulo de cofatores reduzidos nas
células podem favorecer a produgdo de O, em células isquémicas apds a reperfusio
(Freeman e Crapo, 1982). Também a presenga de concentracdes elevadas de O, aumenta a
taxa de vazamento de elétrons, uma vez que a citocromo oxidase tem sua atividade saturada
sob baixas tensdes de O,. Na presenga de niveis normais de O,, cerca de 1 a 3% do O,
consumido pelas mitocondrias ¢ reduzido para O," (Turrens, 1997). Estudos realizados com
mitocdndrias 1soladas de diferentes tecidos mostraramn que o sitio de maior produgido de O,
¢ a regido ubliquinona-citocromo b da cadeia de transporte de elétrons (Dionisi e col., 1975;

Bovens e col., 1976; Boveris, 1977; Nohl e Hegner, 1978). Os dados sugeriram que a
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geragio de O,"” nessa regiio é devida 4 autoxidagdio da ubisemiquinona. NADH
desidrogenase ¢ dihidroorotato desidrogenase sio também carregadores de elétrons
responsaveis por parte da produgdo mitocondrial de O, (Forman e Kennedy, 1976). A
dismuta¢do de O, pela superdxido dismutase mitocondrial leva A formagdo de H,O, e
mantém a concentragdo de O, intramitocondrial em um nivel muito baixo (8x107* M)
(Freeman e Crapo, 1982). A ocorréncia de O,", HyO; e um metal de transi¢do (ex.: ferro)
leva 4 producio de radical hidroxila pela mitocdndria, através da reagdo de Haber-Weiss

catalisada por ferro (Prousek, 1995):

Fe*' + 0, = Fe’ + 0,

Fe2t + H,0; — Fe' + HO*+ HO ~

Nessa reagio o ferro reduzido pelo O," reduz H,0,, formando HO®. Outros
agentes redutores, tal como ascorbato, podem também reduzir Fe**, permitindo que uma
fonte de peréxidos na presenca de metais de transi¢do gere HO® na auséncia de O,
(Prousek, 1995). A mitocdndria intacta pode liberar H,0, para o citoplasma (Boveris e
Chance, 1973), mas libera muito pouco ou nenhum O," (Freeman e Crapo, 1982). Sendo
assim, além de essas espécies reativas de oxigénio danificarem as proteinas, lipidios e DNA
mitocondriais, também podem iniciar danos no citosol.

Cada mitocOndria contém até 10 moléculas circulares de DNA dupla-fita, com
apenas 16 549 pares de base por molécula. O DNA mitocondrnal codifica apenas treze das
proteinas mitocondriais (sete subunidades do complexo I, uma proteina do complexo I[II,
trés do complexo IV, duas do complexo V), vinte e dois RNAs transportadores e dois RNAs
ribossémicos. Ao contrario do DNA nuclear, ndo estd complexado com histonas, estando,
portanto, susceptivel a danos. Mutagdes no DNA mitocondrial sdo acumuladas com a idade
¢ tém sido associadas com algumas doenc¢as neurodegenerativas, incluindo a neuropatia
Optica hereditaria de Leber (degeneracio do nervo optico), provocada por mutagdes nos
genes que codificam constituintes da cadela de transporte de elétrons, e MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial, acidose lactica e episddios do tipo apoplexia), provocada
por mutagdes nos genes que codificam um RNA transportador para o aminoacido leucina

(Cadenas e Davies, 2000).
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As espécies reativas de oxigénio produzidas pelos sistemas de transporte de
elétrons do reticulo endoplasmatico e da membrana nuclear também podem desencadear
rea¢des intra-organela e citosélica. No caso das espécies reativas derivadas da membrana
nuclear, o DNA ¢ particularmente susceptivel aos danos (Freeman e Crapo, 1982). Essas
membranas contém os citocromos Psso € bs, 0s quais podem oxidar dcidos graxos
poliinsaturados (Capdevila e col., 1981) e xenobidticos (Chignell, 1979) e reduzir O, (Aust
e col., 1972), entre outros substratos. Essas oxidases convertem compostos ndo polares para
derivados hidroxilados através de reacdes de transferéncia de elétrons. Os produtos mais
polares sdo mais facilmente excretados pelos rins. Para essas reagdes sdo necessarios NADH
ou NADPH como cofatores. As espécies reativas sao geradas quando o O ¢é reduzido para
0, e H,0,, ao invés de ser adicionado ao substrato (figura 1.1). Os citocromos P450
induziveis por fenobarbital (CYP2B) e etanol (CYP2E1) exibem altas taxas de redugo de
O, para O,"” e H,0,. Alguns substratos também facilitam essas reagdes (por exemplo, 1,1,1-
tricloroetano e hexobarbital se ligam aos citocromos P450, mas nao sdo facilmente oxidados
e levam a libera¢io de espécies reativas de oxigénio) (Goeptar e col., 1995). Citocromo
redutases contendo flavoproteinas, que fornecem os elétrons para as reagdes mediadas por
citocromo Pys € bs, também sdo capazes de autoxidar e produzir O,"” e H,0, (Freeman ¢
Crapo, 1982).

Os peroxissomos, por conterem altas concentra¢des de oxidases (D-amino&cido
oxidase, urato oxidase, L-o-hidroxidcido oxidase, acila graxo-CoA oxidase), sio também
importantes fontes de H,O, (Masters ¢ Holmes, 1977). Outras fontes de radicais O, sdo as
oxidagdes da hemoglobina ¢ mioglobina para meta-hemoglobina e metamioglobina
respectivamente (heme-Fe?"-0, — 0O,” + heme-Fe’). Cerca de 3% da hemoglobina
presente nos eritrcitos humanos sofre esta oxidagdo todos os dias, estando essas células
expostas a um constante fluxo de O, (Winterbourn, 1985). Ha também produgio de
espécies reativas de oxigénio mediada pela NADPH oxidase da membrana plasmatica de
fagdcitos. Tais espécies podem danificar os préprios fagdcitos como também outras células
que estejam proximas, apesar de serem importantes para a agdo microbicida dos mesmos
(Freeman e Crapo, 1982).

Um sifio critico para a ocorréncia de reagdes envolvendo radicais livres é a

membrana plasmatica. [sso porque os radicals livres gerados extracelularmente precisam
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cruzar a membrana antes de reagir com outros componentes celulares, podendo assim
desencadear rea¢des na mesma. Além disso, os acidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas ¢ as proteinas transmembranares contendo aminoacidos oxidavels s3o
susceptivels ao ataque dos radicais livres. O aumento da permeabilidade da membrana,
provocado pela peroxidagio lipidica ou oxidagZo de proteinas estruturalmente importantes,
pode alterar os gradientes de {ons através da membrana, levar a perda de fun¢des secretdrias
e inibi¢do de processos metabdlicos celulares integrados (Freeman e Crapo, 1982; Grijalba e
col., 1999).

Como mencionado anteriormente, o peroxido de hidrogénio pode cruzar
Jivtemente as membranas, enquanto que O, cruza as membranas via canais anidnicos
(Kellogg e Fridovich, 1977). A superficie celular polianidnica atrai uma grande
concentragio de fons positivos, em sua maior parte ions H'. Isso faz com que seja criado um
microambiente com duas a trés unidades de pH abaixo do pH do fluido circundante e
favorece o surgimento da forma protonada do O,"", o radical peridroxil (HO,"). Este € um
oxidante mais forte que O, " e particiona melhor nos lipidios e no centro hidrofébico das
proteinas, exercendo efeitos mais téxicos. A membrana celular pode, portanto, servir como
alvo dos radicais livres reativos e também modificar as espécies radicalares para formas

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

1.2. Estresse Oxidativo e Carcinogénese

1.2.1. O ciclo celular

As células, para iniciarem o processo de divisdo, precisam receber sinais de
crescimento. Alguns exemplos de fatores de crescimento responsaveis por essa sinaliza¢io
sdo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento
epidérmico (EGF), o fator de crescimento do tipo insutina 1 (IGF-1), o fator de crescimento
de transformagdo £ (TGF-/), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), os fatores de
crescimenio de nervos (NGFs), eritropoietina e interleucinas (IL). Alguns desses fatores
atuam em uma grande variedade de células (PDGF, FGF, EGF, IGF-1, TGF-/), enquanto

outros sdo mais seletivos (IL-2 age em linfécitos T, NGFs em neurdnios, eritropoietina na
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medula 6ssea e em células precursoras de eritrocitos, IL-3 em células da medula dssea). A
aglo desses fatores se da através da sua ligagdo a receptores presentes nas células alvo, o
que ativa mecanismos de sinalizagdo intracelular, normalmente cascatas de proteinas
quinases, que alteram a expressdo de certos genes. Existem genes que respondem
rapidamente (c-fos e c-myc, por exemplo) e estdo envolvidos na ativagdo de outros genes de
resposta tardia. Células em meio de cultura suplementado com soro como fonte de fatores
de crescimento irfio crescer até que uma monocamada confluente seja obtida, pots, em geral,
a proliferagio ¢ inibida quando as células entram em contato umas com as outras. Tanto
moléculas de adesfio celular, como proteinas de jun¢des comunicantes (conexinas, por
exemplo) estdo envolvidas nessa “inibigdo por contato” (Touw e col., 2000; Gerwins e col.,
2000; Werner e Le Roith, 2000; Chisolm e Chai, 2000).

Durante o processo de divisdo celular, o DNA ¢ cuidadosamente replicado e os
cromossomos s3o igualmente separados em duas células filhas geneticamente idénticas. O
ciclo celular pode ser dividido em duas fases distintas: a intérfase, na qual ocorre a
replicacio do DNA, e a mitose, na qual ocoire a divisdo celular propriamente dita. A
intérfase é subdividida em trés fases: G;, S e G,, e a mitose se subdivide em proéfase,
metafase, andfase e teldfase. Apds a replicacio do DNA na fase S da intérfase e passagem
da célula pelo intervalo G;, ocorre, no inicio da mitose, a condensa¢do da cromatina em
cromossomos que se tornam visiveis. Em seguida hd formacgio do fuso mitético a partir de
mtcrotibulos celulares, o qual dirige a correta separagao dos cromossomos, € a membrana
nuclear se rompe. Apds o movimento dos cromossomos para os polos do fuso, os nicleos
sdo refeitos e a célula, entdo, se divide em duas. Na maioria das células a mitose tem
duragdo aproximada de 60 minutos e o tempo total do ciclo celular é de aproximadamente
24 horas. O intervalo entre o término da mitose € o inicio de um novo periodo de replicacio
do DNA recebe o nome de fase Gy. As fases G, ¢ G, constituem periodos nos quais as
células sintetizam outros componentes importantes para a sua fun¢io. As células em G,
podem ndo entrar na fase S de replicagdo do DNA e, neste caso, param 0 seu avango ao
longo do ciclo celular, sendo dito que elas se encontram no estado latente Gy. A remogio
dos fatores de crescimento de células que estejam se proliferando faz com que elas entrem

no estado Gy. Tais células ndo expressam os genes de resposta precoce ou tardia (Boilly e

col., 2000).
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Células normais de mamiferos contém genes (proto-oncogenes: c-fos, c-myc, c-
jun, K-ras, etc.) que estio usualmente relacionados com o crescimento celular. Eles
codificam fatores de transcri¢do, fatores de crescimento, receptores para esses fatores,
proteinas envolvidas na transferéncia do sinal de crescimento dos receptores da superficie
celular para o micleo, ou proteinas envolvidas no controle da morte celular. Muta¢Ses em
proto-oncogenes podem levar a um aumento da proliferagio celular € ao desenvolvimento
de tumores. Muitas proteinas estio envolvidas no controle do ciclo celular. Um grupo
importante é o das proteinas quinases dependentes de ciclina, cuja fungdo de fosforilar
determinados alvos celulares € regulada por uma outra classe de proteinas, as ciclinas. Estas,
por sua vez, tém os seus niveis regulados por um complexo de protease multicatalitica
denominado proteassomo, o qual degrada proteinas ligadas a moléculas de ubiquitina (Volin
e Koch, 2000).

Existem varios pontos de checagem ao longo do ciclo celular pelos quais as
células so passam se tiverem cumprido certas exigéncias, como, por exemplo, completado a
replicacio do DNA ou atingido um tamanho minimo. Esse tipo de controle é essencial para
atrasar a mitose até que a replicagdo do DNA tenha se completado na fase S ou tenha sido
efetuado o reparo de possiveis danos a essa molécula. Os genes envolvidos no bloqueio da
divisdo celular sio chamados genes supressores de tumor. Um gene importante pertencente
a essa classe é o p53. A proteina p53 é um fator de transcricio que age no sentido de
bloquear a divisdo celular. O gene p53 € ativado em resposta a danos ao DNA ou alteragdes
anormais em grupos de nucleotideos precursores. Seu produto aumenta a transcricio de
varios oufros genes, incluindo p2l (o qual codifica um inibidor da ciclina quinase) e
GADD45 (relacionado com a parada de crescimento na presenga de danos ao DNA). A
expressao do gene pS53 ¢ aumentada em células submetidas a estresse causador de danos ao
DNA (raios x, raios y e luz UV, por exemplo) e a replicagdo do DNA péra até que os danos
sejam reparados. O estimulo do gene p53 também pode desencadear apoptose. Se ambos o0s
alelos do gene p53 forem inativados, as c€lulas entram no processo de divisio com 0 DNA
danificado. Mutagdes nos genes pS3 sdo lesdes comuns em cinceres humanos, sendo

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

O processo de conversio de uma célula normal em uma célula maligna €
chamado carcinogénese e os agentes indutores desse processo sido denominados
carcindgenos. A carcinogénese é um processo longo que pode ser dividido em trés estagios:
a iniciac3o, a promocio e a progressdo. Freqilentemente, apds a alteragdo inicial, aparecem
novas populagdes celulares que representam a evolugao de células normais para células pré-
neopldsicas, pré-malignas e malignas (Sun, 1990; D1 Giovanni, 1992).

A 1niciag3o é causada por uma alteraco irreversivel do DNA, como por exemplo
a rea¢io desta molécula com carcinégenos. Assim, mecanismos de detoxificagio de
carcindgenos, reparo do DNA e eliminacdo das células que tenham DNA modificado (por
apoptose, por exemplo) sdo importantes para a prote¢io contra a iniciagao do cancer. Para
que a inicia¢do ocorra, € necessario que haja nio sé6 a modificagdo do DNA, mas também a
sua replicagdo e a proliferaggo celular para que a muta¢@o inicial possa se fixar. A maioria
dos cAnceres humanos sdo originarios de células epiteliais (carcinoma), pols as mesmas
estdo expostas aos carcindgenos (presentes no ar ou nos alimentos, por exemplo) e se
proliferam rapidamente (Brown e col., 1994).

A 1nicia¢do € seguida pela promogdo, a qual envolve a sele¢do e expansdo das
células iniciadas, podendo levar ao desenvolvimento de um tumor benigno. Durante a
promog¢do do tumor, o material genético alterado da célula iniciada altera a expressdo dos
genes que regulam a diferenciagfo e o crescimento celular. Quando administrados em altas
doses, muitos carcinégenos sdo tanto iniciadores como promotores. Entretanto, uma dose
baixa ndo indutora de tumor se torna efetiva se administrada juntamente com certas
substdncias ndo carcinogénicas conhecidas como promotoras de tumor. Exemplos de
promotores de tumor sio o acetato de forbol miristato (PMA), um composto normalmente
usado para induzir a explosio respiratoria em células fagociticas, e o 12-O-tetradecanoil-
forbol-13-acetato (TPA). Muitos promotores de tumor, incluindo o PMA, s3o potentes
indutores de inflamag@o, mas ainda ndo ha um principio que explique a agdo de todos os
agentes promotores. Eles podem levar a alteragdes reversiveis da proliferagdo celular ¢
expressdo fenotipica. A remog¢ao do promotor pode resultar em retorno do tecido para um
estado quase normal, ermnbora ainda esteja iniciado (Kensler e Taffe, 1986; Wei e col., 1993;

Nair e col., 2000).
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O estagio final da carcinogénese consiste na progressao de uma Jesdao benigna ou
pré-maligna para uma maligna, o que envolve altera¢des adicionais no DNA (por exemplo,
nos genes supressores de tumor). A conversio de tumores benignos para malignos €
acompanhada por perda no controle do crescimento, invasio de tecidos, metastase e
instabilidade genética aumentada. Alguns exemplos s3o a progressdo de pélipos benignos

do cdlon para adenocarcinoma e de nddulos hepéticos benignos para hepatoma (Sun, 1990).
1.2.3. Danos em DNA induzidos por carcinogenos ocupacionais e ambientais

E muito antiga a observacio de que a exposigio dos seres humanos a
determinadas substincias presentes no meio ambiente ou no seu local de trabalho pode levar
ao desenvolvimento de cancer. No final do século XVIII, o médico e cirurgido inglés
Percival Pott j& relatava que a ocorréncia de cincer de escroto em limpadores de chaminés
poderia estar relacionada com a deposi¢io de fuligem e alcatrdo nas suas pregas escrotais.

"Posteriormente foi mostrado que a aplicagido repetida de alcatrio de hulha na pele de
animais levava ao eventual desenvolvimento de tumores malignos no sitio da aplicagéo.
Hoje sabemos que o alcatrdo de hulha contém hidrocarbonetos aromadticos carcinogénicos,
tal como benzo[a]pireno. No século XIX, o médico alemdo Rehn percebeu uma associagido
entre a exposi¢do de pintores a aminas aromaticas, tal como benzidina, e 0 desenvolvimento
de cancer na bexiga. Somente apds 1930 foi demonstrada a associagio entre a exposigdo de
animais a diversas aminas aromaticas e o desenvolvimento desse tipo de céncer. Hoje sdo
conhecidas varias substancias quimicas carcinogénicas (Otteneder e Lutz, 1999).

Usualmente é necessaria a exposigdo repetida aos carcindogenos para que haja o
desenvolvimento de tumores malignos. Esse desenvolvimento ocorre muito lentamente
devido a natureza complexa da carcinogénese, a qual acontece em varias etapas. Muitos
carcinogenos, por exemplo o benzo[a]pireno, sao chamados carcindégenos completos, por
serem tanto iniciadores como promotores da cércinogénese. Outros s3o apenas iniciadores
(carcinégenos incompletos) € s6 levam a uma transformag¢2o maligna se, subseqiientemente,
houver a promocdo. Entretanto, o comportamento de um carcinégeno depende da sua dose,
da espécie na qual estad sendo testado e da forma com que estd sendo administrado. Por

exemplo, o carbamato de etila (uretano) age como um carcindgeno completo em pulmao de
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fetos de animais e como um carcindgeno incompleto em pele de camundongos (Nair € col.,
2000).

Em geral, os carcindgenos sdo substincias eletrofilicas ou sio metabolizados
para as mesmas durante o seu processo de detoxificagdo. Tais substancias sio atraidas por
moléculas com alta densidade eletronica, como € o caso das bases do DNA, as quais acabam
se ligando e levando a formagio de adutos (Bartsch, 1996). A base do DNA mais
comumente atacada é a guanina, mas ja foram relatados adutos formados com todas as bases
(Dipple, 1995). Sendo formados no DNA através de mecanismos quimicos especificos, tais
adutos podem levar a mutagdes, por exemplo em proto-oncogenes ou €m genes Supressores
de tumor, e iniciar o processo de carcinogénese (Lehman e Harris, 1994; Kinzler e
Vogelstein, 1996). Essa seqiéncia de eventos que leva a tumorigénese for esclarecida no
decorrer dos ultimos 20 anos (Balmain e Harris, 2000).

A elucidacio das estruturas quimicas de varios adutos formados com DNA foi de
fundamental importancia para os avangos feitos nesta area nas ultimas duas décadas. Adutos
formados tanto em reag¢des in vitro como em sistemas experimentais de modelos biologicos
foram caracterizados através de técnicas como espectrometria de massas, fluorescéncia e
ressondncia magnética nuclear (RMN) (Weston, 1993; Hemminki, 1993; Hemminki e col.,
1994; Dipple, 1995). Além da estrutura quimica, foram feitas também determinagdes de
estereoespecificidade e estrutura tridimensional (Geacintov e col., 1997; Patel e col., 1998).

Na busca de uma correlagdo entre os nivels de adutos formados em DNA e a
incidéncia de tumores, foi feito um estudo no qual foram compilados dados disponiveis a
respeito dos niveis desses adutos apds exposi¢do cronica de ratos ou camundongos aos
carcindgenos. Entre os diferentes carcinégenos mvestigados, for observada grande variagio
nos niveis de adutos que resultavam em 50% de incidéncia de tumor (53-5543 adutos/10°
nucleotideos), mostrando a existéncia de diferen¢a na capacidade de os varios adutos de
DNA levarem a mutagdes criticas (Otteneder e Lutz, 1999). Os niveis de adutos em DNA
sio um reflexo das velocidades de formagfo e remo¢do dos mesmos, 0 que depende da
ativacdo do carcindgeno, da eficiéncla de reparo das lesdes, da estabilidade do aduto e da
velocidade de renovag¢ido do tecido (Poirter e col., 2000). Outros estudos também mostraram
associagdes entre a formagdo de adutos em DNA e mutagénese e tumorigénese (Poirier e
Beland, 1992; Hemminki, 1993; Vema e col., 1996; Culp e col., 1998), enquanto redugdes

dos nivejs dos adutos foram associadas com quimiopreven¢ao (Kensler e col., 1996). Os
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resultados obtidos nesses estudos mostraram que: a formag¢do de adutos em DNA €
tipicamente linear nas doses mais baixas de carcindgenos; esses adutos estdo presentes na
auséncia de tumores, mas os tumores nio se desenvolvem na auséncia dos adutos; € outros
eventos tecido-especificos (por exemplo, proliferagao celular) s30 necessarios para que o0s
tumores aparegam (Poirier e Beland, 1992; Verna e col., 1996; Culp e col., 1998).

Além da formagio de adutos de carcindgenos ou produtos da metabolizagdo dos
mesmos com bases do DNA, é freqilentemente observado aumento dos niveis de 7,8-
dihidro-8-oxo0-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) nas lesdes pré-neoplésicas e neopldsicas de
tecidos tratados com carcindgenos (por exemplo, benzeno, benzo[«]pireno, bromato de
potassio, nitrilotriacetato de ferro, fumacga de cigarro ¢ aflatoxina). Essa observagido ¢
indicativa de que um estresse oxidativo desencadeado pelos carcindgenos esteja também
envolvido na carcinogénese. Como os citocromos P450 podem gerar espécies reativas de
oxigénio, a sua indugfo pelos carcinégenos pode contribuir para o estresse oxidativo.
Também uma redugio na velocidade de reparo de 8-oxodG pode explicar o seu aumento
(Novak e Woodcroft, 2000).

Muitos estudos tém sido feitos no sentido de identificar os espectros de mutagao
em uma variedade de genes alvos (ras, p53 ou transgenes como /ac/) como conseqiiéncia da
exposi¢do a carcindgenos particulares in vivo (Gorelick e col., 1995; Wang e col., 1998a;
Ross e Nesnow, 1999; Sills e col., 1999). Se o mecanismo de mutagénese de um
carcindgeno particular pode ser suficientemente bem definido de modo a ser usado como
uma assinatura para aquela classe de agente, entdo surge a possibilidade de usar essa
assinatura molecular para estabelecer uma correlagio entre eventos genéticos particulares
nos tumores € a exposi¢ao ao carcindégeno (Balmain e Harris, 2000). Por exemplo, tumores
mamarios induzidos por exposicdo a metilnitrosouréia (MNU) tém muta¢cdes G—A no
codon 12 do gene H-ras, compativel com 0 mecanismo de agdo proposto para carcindégenos
metilantes (Sukumar e col., 1983; Zarb! e col., 1985). A mesma mutac¢ido nio foi detectada
em tumores similares induzidos por exposi¢cdo a dimetilbenzantraceno (DMBA), sugerindo
que a mutagdo fo1 diretamente causada por exposi¢do ao carcinogeno (Zarbl e col., 1985).
Tumores de pele de camundongo niciados com DMBA mostraram predominantemente
muta¢des no residuo de adenosina do codon 61 (CAA) do gene H-ras, resultando em
conversio para timidina (CTA) (Quintanilla e col., 1986; Bizub e col., 1986). A mesma

inutagdo nao foi observada em tumores induzidos pelos agentes alquilantes MNU ou N-
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metil-N -nitro-N-nitroso-guanidina, os quais mostraram as mutagdes G—A esperadas no
mesmo gene alvo (Brown e col., 1990). O mecanismo de acio do DMBA foi entendido
gragas & observa¢io de que o diol epoxido resuitante da ativagdo metabdlica do DMBA
forma adutos primariamente com residuos de adenosina (Dipple e col., 1983; Cheng e col,,
1988). Esta observagdo pode explicar a alta freqiiéncia de mutagdes nos residuos de
adenosina do codon 61 (CAA) do gene H-ras em tumores induzidos por DMBA.

Estudos epidemioldgicos moleculares com o potencial de elucidar as relagdes
entre formagdo de adutos em DNA e risco de cancer em humanos provavelmente serao
muito aplicados no futuro e poderdo gerar hipdteses a respeito dos mecanismos bioldgicos
basicos fundamentais que levam ao desenvolvimento de tumores. Grandes varia¢des entre
os individuos no que se refere a formagdo de adutos carcindgeno—-DNA sugerem que
determinantes genéticos do metabolismo de carcindgenos, reparo do DNA e controle do
ciclo celular podem contribuir para as conseqiiéncias dos danos ao DNA (Poirier e col.,

2000).

1.2.4. Danos basais em DNA: L. Oxidacdo

Um grande avango na drea da carcinogénese ao longo dos ultimos 20 anos foi a
observagdo de que danos em DNA e muta¢des ocorrem mesmo na auséncia de exposi¢io a
carcinégenos genotdxicos através de um tratamento especifico ou um habito particular. Os
agentes que levam a esses danos incluem produtos normais do metabolismo celular e fontes
exdgenas 1inevitdveis, tais como radiacdo UV, radia¢io ionizante, radiois6topos de
ocorréncia natural e numerosas substincias quimicas genotéxicas presentes naturalmente ou
como contaminantes na dieta € no ar (Ames, 1989; Gupta e Lutz, 1999). O desenvolvimento
de métodos analiticos suficientemente sensiveis para a detec¢do dos danos basais a0 DNA
foi de fundamental importancia para que se pudesse avaliar a contribuigo desses danos para
a carcinogénese (Gupta e col., 1982; Randerath e col., 1986; Dizdaroglu e Gajewski, 1990;
Fedtke e col., 1990a,b; Chaudhary € col., 1994).

Existem varias fontes enddgenas de danos ao DNA: espécies reativas de

oxigénio, produtos da peroxidagdo lipidica, agentes alquilantes, estrogenos, espécies
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reativas de nitrogénio, agentes clorinantes € certos intermedidrios de algumas vias
metabdlicas (Burcham, 1999).

Muitos dos danos enddgenos observados no DNA correspondem a oxidagdes de
bases (figura 1.4). Entretanto, os niveis detectados de danos oxidativos no DNA de células
normais variam de acordo com a metodologia utilizada (HPLC/EC, GC/MS ou p
postlabeling) e também entre laboratdrios, o que tem sido motivo para grandes debates nesta
drea (Ravanat e col,, 1995). Niveis de 8-0x0G e 8-0x0dG relatados em tecidos humanos
variam de 1 aduto em 107 nucleotideos a 1 aduto em 10° nucleotideos (Cadet e col., 1997) e
o0s niveis basais nos mesmos tecidos relatados por diferentes laboratérios variamn em ordens
de magnitude (Beckman e Ames, 1999). Esforgos tém 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 uma comparagdo com os niveis de
adutos detectados em células expostas a carcindgenos conhecidos (por exemplo, o nivel de
adutos de benzo[ a]pireno em DNA de carcinoma pulmonar de fumantes varia de 65 a 533
por 10® nucleotideos), esses niveis de danos oxidativos sio altos e podem ser importantes
contribuintes para a etioJogia de muitos cénceres 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 responsaveis pela oxidagdo de bases do DNA ainda &
matéria de investigagdo. O radical HO® é extremamente reativo, podendo se adicionar a
bases do DNA ou abstrair dtomos de hidrogénio das mesmas e originar muitos dos produtos
observados no genoma (Ward, 1988). E provavel que o radical HO® desempenhe um papel
na oxidacdo endégena do DNA, mas a sua formagio deve ser imediatamente adjacente a
molécula de Acido nuclejco para que os danos sejam gerados. Neste caso, H,O, seria a
espécie que se difundiria até 0 DNA, onde reagiria com ions metalicos gerando o oxidante
(Pryor, 1986; Henle e Linn, 1997; Cadet e col., 1999; Meneghini e col., 1995; Meneghini,
1997).

Outro oxidante que pode gerar muitos dos produtos de oxidagdo observados no
DNA ¢ o peroxinitrito (ONOO™), o qual pode se difundir intracelularmente e ser capturado
por algumas células via canais anionicos (Beckman e col., 1990; Koppeno! e col., 1992;
Radi, 1998). A forma protonada do peroxinitrito (acido peroxinitroso, ONOOH,; pK, = 6.8)
¢ um oxidante extremamente reativo capaz de oxidar o DNA independentemente da sua
habilidade em gerar HO® (Kissner e col., 1997; Richeson e col., 1998). Peroxinitrito também
pode reagir com uma molécula de CO, e levar a formagdo de nitrosoperoxicarbonato
(ONOOCO;"). Radicais carbonato resultantes de ONOOCO,” podem contribuir para os
danos celulares observados na presenga de peroxinitrito (Uppu e col., 1996a; Lymar ¢ col.,
1996; Lymar e Hurst, 1998; Santos e col.,, 2000). O padrdo de produtos gerados pela
oxidagdo do DNA por peroxinitrito € complexo ¢ reflete a diversidade de bases oxidadas
detectadas nos tecidos (Burney e col., 1999). Uma observagdo importante € a de que o
peroxinitrito € bastante reativo com 8-oxodG (pelo menos 1000 vezes mais em relagio &
reatividade com 2’-desoxiguanosina) ¢, a medida em que o nivel dessa base oxidada
aumenta, ela pode competir com as bases ndo modificadas no DNA pela reacio com
peroxinitrito, levando & formagéo de outros produtos (Uppu e col., 1996b; Bumey e col,,
1999; Tretyakova e col., 2000). Tal fato faz com que 8-oxodG néo seja sempre um bom
marcador para danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo. ‘NO e O," sio produzidos
simultaneamente nos macréfagos e, portanto, niveis elevados de peroxinitrito serdo
produzidos em células inflamatdnas ativadas. Condigdes patofisioldgicas de infecgdes
cronicas e inflamacgdes s3o conhecidos fatores de risco para varios canceres humanos € uma

possivel ligagdo entre inflamagédo e a indugdo de mutagdes € a habilidade de o peroxinitrito
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oxidar o DNA (De Elora ¢ col., 1996), Recentemente foi demonstrada uma associag@o entre
a ocorréncia de transversdes G—T no gene p53 de cancer colorretal humano e o nivel de
expressio da forma induzivel da éxido nitrico sintase (Ambs e col., 1999).

O produto de oxidagio do DNA majs extensivamente estudado, devido a
facilidade com que pode ser detectado, é a 8-oxodG (Floyd e col., 1986). Suas propriedades
biolégicas foram amplamente investigadas, tendo sido verificado que € uma lesdo
mutagénica em bactérias e células de mamifero, Jevando principalmente a transversdes
G—>T (Shibutani e col., 1991; Cheng e col.,, 1992, Moriya, 1993; Le Page e col,, 1995).
Transversdes G—T s3o muito encontradas em genes supressores de tumor e protooncogenes
mutados (Hussain e Harris, 1998). Outros estudos de mutagénese sitio-especifica mostraram
que 8-oxo-adenina, timina glicol, 5-hidroxiuracila, uracila glicol e 5-hidroxi-desoxicitidina
também sio lesdes mutagénicas (Wang e col., 1998b; Kreutzer e Essigmann, 1998).

Fortes evidéncias apontam no sentido de que a ocorréneia de bases oxidadas no
DNA leva ao surgimento de muta¢des espontineas ao longo da vida de um individuo,
podendo contribuir para o desenvolvimento de tumores. Nivels aumentados de virios
produtos resultantes de danos oxidativos ao DNA foram encontrados em tecidos de cancer
de mama em relacdo aos respectivos niveis presentes no DNA de 4reas adjacentes.
Aumentos semelhantes foram observados em canceres de pulmaio, célon, estémago, ovario e
cérebro (Malins e col., 1996). Fot também observado que na hiperplasia prostatica benigna,
a qual fregiientemente se relaciona com o posterior desenvolvimento de cancer de préstata,
ha nivels elevados de bases oxidadas no DNA (Olinski e col., 1995).

Uma descoberta crucial que sustenta a hipdtese de que danos oxidativos no DNA
sdo importantes contribuintes para a ocorréncia de mutagdes espontineas fol a de que existe
um sistema elaborado de reparo em Escherichia coli para reduzit a mutagénese devida a 8-
oxodG. Este sistema inclut 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 hdrolase (8-oxodGTPase/produto do gene
mutT) para eliminar 8-oxodGTP da reserva de nucleotideos (Tchou e col., 1991; Michaels e
col., 1992; Mo e col.,, 1992). Linhagens de E.coli com mutagdes em qualquer um desses
genes apresentam no s6 aumento dos niveis basais de 8-oxodG, como também aumento da

freqiiéncia de mutacdes espontaneas, principalmente tranversdes G—T (Michaels e Miller,
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1992; Tajiri e col., 1995; Glassner e col., 1998). Existem também glicosilases para remogao
de outras bases oxidadas do DNA (Singer e Hang, 1997), sendo que as endonucleases III e
VIII de E.coli participam da remogdo de diversas pirimidinas oxidadas, tal como timina
glico!, 6-hidroxi-5,6-dihidrocitosina e uracila glicol (Katcher e Wallace, 1983; Breimer ¢
Lindahl, 1984; Singer e Hang, 1997; Purmal e col., 1998). Homélogos dessas enzimas de
reparo estdo presentes em organismos eucariontes (Demple e Harrison, 1994; Girard e
Boiteux, 1997, Mitra e col., 1997).

As medidas dos niveis basais de danos oxidativos no DNA, a evidéncia
molecular a respeito das propriedades mutagénicas dessas lesdes e a verificacdo de que
dietas ricas em antioxidantes sdo anticarcinogénicas sugerem fortemente que danos
genéticos induzidos por oxidantes enddgenos contribuem para a carcinogénese (Potter e

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

1.2.5. Peroxidacdo lipidica e danos em DNA

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem danificar ndo sé 0 DNA,
mas também outros componentes celulares. Devido a sua abundincia nas células e
susceptibilidade a oxidag@o pela presenga de grupos metilénicos enfre duplas ligagdes
(figura 1.5), os acidos graxos poliinsaturados sdo, para os oxidantes, alvos mais provaveis
do que o DNA (Cerutti, 1985; Porter, 1986; Dix ¢ Atkens, 1993; Wagner ¢ col., 1994). E
estimado que aproximadamente 60 moléculas de 4cido linoleico (18:2 A*'?) e 200 de 4cido
araquidénico (20:4 A>*'""%) (os 4cidos graxos poliinsaturados mais abundantes em nossas
células) sdo consumidas por oxidante que reage com a bicamada lipidica (Howard, 1973).
Como essa oxidacdo desencadela uma cascata autocatalitica que gera numerosas substincias

genotoxicas, tals danos aos lipidios tém grandes implicagdes para a integridade do DNA.
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Figura 1.5: Estruturas de alguns Aacidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas

biologicas.

A peroxidagdo lipidica se inicia pelo ataque a bicamada lipidica de qualquer
espécie suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico de um
acido graxo poliinsaturado. Fol verificado que espécies tais como HO®, HO5*, "NO,, RO®,
RO," podem realizar essa oxidagio (Barber e Thomas, 1978; Pryor e Lightsey, 1981; Aikens
e Dix, 1991). Apds iniciado, o processo se toma autocatalitico, levando a formagdo de
hidroper6xidos e produtos secundarios. As figuras 1.6 ¢ 1.7 resumem as trés fases do
processo. E importante mencionar que a oxidagio enzimatica do acido araquidénico, que
ocorre durante a sintese de eicosanoides, ¢ uma importante fonte de espécies reativas de
oxigénio. Além dos eicosandides envolvidos na sinalizagio intra- e intercelular, radicais de
oxigénio e hidroperéxidos lipidicos sio gerados durante as reagdes catalisadas por

ciclooxigenases ou lipoxigenases (Mamett, 1994).



Litrodugao

Iniciagao Propagagao Terminagio
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Figura 1.6: Representagio geral das fases da peroxidagao lipidica. (esquema modificado de Vaca e

col., 1988).

Apos a abstracdo do atomo de hidrogénio do acido graxo poliinsaturado (LH)
levando a formagio de um radical lipidico centrado no carbono (L), este € estabilizado por
um rearranjo molecular, adquirindo a estrutura de dieno conjugado. A adi¢do extremamente
rapida de uma molécula de oxigénio ao radical lipidico leva a formagio do radical peroxil
(LOQO®). Este é capaz de reagir com outro acido graxo poliinsaturado, iniciando uma nova
cadeia de oxidagido a partir da formagido de outro radical lipidico (L") (fase de propagacio).
O radical LOO® se combina com o atomo de hidrogénio abstraido e forma um hidroperdxido
lipidico (LOOH) (Vaca e col.,, 1988). Alternativamente, os radicais LOO® podem formar
peroxidos ciclicos (figura 1.7) pelo ataque a2 uma dupla ligacio na mesma cadeia. Esses
peroxidos ciclicos também podem propagar a peroxidagdo lipidica e, no caso da oxidagdo

4,7,10,13,16,19

dos acidos araquidbnico, docosahexaendico (22:6 A ) e eicosapentaendico (20:5

APEILATY hadem levar 4 formagdo de isoprostanos (Gardner, 1989). Os 1soprostanos sio
uma classe de produtos tdxicos isdmeros dos leucotrienos e prostaglandinas e sdo utilizados
como biomarcadores de peroxidagdo lipidica. Estio presentes em plasma e urina de seres
humanos sadios, o que indica que a peroxidagdo lipidica é um processo que ocorre
continuamente (Awad e col., 1993; Morrow e Roberts, 1996; Roberts ¢ Morrow, 1997;

Basu, 1998; Lawson e col., 1999).
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Os hidroperéxidos lipidicos sdo instiveis na presenga de metais de transig@o, tais
como ferro ou cobre, e formam radicais alcoxil (LO®) e peroxil (LOO®) (Halliwell e

Gutteridge, 1999):

LOOH + Fe?* (ou Cu*) — LO" + OH™ + Fe** (ou Cu*")
LOOH + Fe** (ou Cu**) = LOO® + H* + Fe** (ou Cu’")

A reacio de fons Fe?" com hidroperéxidos lipidicos é freqlientemente mais rapida
que a rea¢do com H,0, (k, para Fe?* + H,0, é aproximadamente 76 M"s"; ky para LOOH +
Fe*™ é aproximadamente 1.5 x 10° M's™). A reacio dos hidroperéxidos com Fe** & mais
rapida que a sua reagdo com Fe**. Portanto, a velocidade de propagagio da peroxidagio
lipidica na presenca de Fe’" in vitro pode ser aumentada pela adigdo de agentes redutores
em baixas concentra¢des, tal como ascorbato, de modo a ser atingida uma razio Stima
Fe’/Fe’™ que favoreca a propagacio (Minotti e Aust, 1992). Os fons cobre sdo poderosos
promotores da decomposi¢do de peréxidos (Gutteridge e Stocks, 1981).

Os radicais alcoxil podem abstrair &tomos de hidrogénio de outros acidos graxos
poliinsaturados e hidroperdxidos lipidicos, formando outros radicais lipidicos (L°) e radicais
LOQ’, respectivamente. Assum, contribuem também para a propaga¢do da peroxidagio
lipidica. _

Além de contribuirem para a propaga¢do da peroxidagdo lipidica, sdo também de
interesse as reacdes dos radicais LOO® com outras macromoléculas (Viner e col., 1997;
Garmner e col., 1998). Seu tempo de vida ¢ de aproximadamente 5 a 10 segundos €, uma vez
formados nas membranas nucleares, 0 DNA passa a ser um alvo importante (Greenley e
Davies, 1994). Foi verificado, a partir da replicagdo em células humanas de vetores
previamente modificados por LOO®, que esses radicais induzem predominantemente
substituigdes nos pares de base G:C, sendo que transversdes G—T foram as principais
substituicdes observadas (Burcham e Harkin, 1999). Nao sdo conhecidas as lesdes pro-
mutagénicas que levam a essas substitui¢des (Harkin e Burcham, 1997; Valentine e col.,
1998; Burcham, 1999) e o esclarecimento dos eventos quimicos que estio por trds dos

efeitos mutagénicos dos radicais LOO" é de fundamental importincia para a avaliagdo da
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contribuicdo dessas lesGes para o conjunto de danos basais presentes no DNA (Burcham,
1999).

Pode-se observar, portanto, que um unico evento de iniciacdo leva a formagdo de
varias moléculas de peréxidos como resultado da reagdo em cadeia. Um outro fator que
aumenta a complexidade da peroxidagio lipidica € que a abstra¢io inicial de um atomo de
hidrogénio pode ocorrer em diferentes pontos da cadeia de um 4cido graxo poliinsaturado.
Assim, a peroxidagdao do 4cido linoleico da origem a principalmente quatro diferentes
hidroperdxidos (dienos frans,cis ou trans,trans substituidos em C-9 ou C-13), a do acido
linolénico (18:3 A”'*"°) também origina quatro (dienos frans,cis substituidos em C-9, C-12,
C-13 ou C-16), a do 4cido araquiddnico seis (dienos trans,cis substituidos em C-5, C-8, C-9,
C-11, C-12 ou C-15) e assim por diante (Porter, 1984; Gardner, 1989). Além disso, como
mencionado anteriormente, os radicats peroxil podem reagir de modo a formar perdéxidos
ciclicos e endoperoxidos (Porter, 1984). Outras varagdes surgem do fato de que os acidos
graxos poliinsaturados podem estar contidos em fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, glicolipidios ou esterificados ao colesterol ¢ suas oxidagdes podem ter
diferentes propriedades bioldgicas e patoldgicas (Esterbauer e col., 1990). A oxidagdo do
colesterol para 5,6-epoxido e Soa-hidroperdxido é também de especial interesse biol6gico,
uma vez que o colesterol epoxidado ocorre em altas concentragdes em fluido de mama
humana e fo1 identificado como mutagénico (Petrakis e col,, 1981; Sevanian ¢ Peterson,
1984).

A decomposi¢io dos hidroperéxidos lipidicos € importante porque, além de gerar
radicals que propagam a peroxidagio lipidica, gera produtos nao radicalares. Esses produtos
secundarios (aldeidos, cetonas, epdxidos, entre outros) sdo mais estaveis do que os radicais
livres que iniciaram o processo e os radicais lipidicos formados durante a fase de
propagagdo. Conseqlientemente, podem atingir pontos distantes do local em que se
formaram (Vaca e col., 1988).

Os mecanismos pelos quais esses produtos secundarios sdo gerados envolvem:
cisdo-# por clivagem homolitica entre o carbono do radical alcoxil e uma ligagio C-C
adjacente, originando um aldeido e um radical de hidrocarboneto que é estabilizado pela
abstracdo de hidrogénio de uma outra molécula (esse mecanismo origina 0s gases etano e

pentano, cujas medidas s3o utilizadas para a avaliagdo da peroxidacdo lipidica in vivo);
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estabilizagdo do radical alcoxil para o respectivo 4cido oxodiendico; ou ataque do radical
alcoxil a uma dupla liga¢do adjacente, podendo formar epdxidos (figura 1.8). Como os
sistemas biolégicos contém uma mistura de diferentes dcidos graxos poliinsaturados com
varios graus de insaturagio, a peroxidagdo lipidica ird gerar uma mistura de hidroperoxidos
lipidicos cujas quebras podem produzir uma variedade de produtos secundarios diferentes,
dentre os quais os aldeidos sio os mais estudados (Porter, 1984; Mlakar ¢ Spiteller, 1994,
Loidl-Stahlhofen e col., 1994; Mlakar e Spiteller, 1996).

aldeidos
o o]
w—d =
H H R2
+

\/_\_ *Ry —» alcano
RrR2
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o, ooH JHO_ X o
T Y e Y e am Vo
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RI O NN P
\/\/\\ / - \ R1 © A\ R2 Rl O m\. R2
\0' ) OOH(_L -

‘ciséo B

o
R1 o]
+ R
H
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Figura 1.8: Mecanismos propostos para forma¢io de alguns produtos secundarios da peroxidacio

lipidica.  — 6: R1 = CH3(CHj)s; o — 3: R1 = CH;CH, .

A tabela 1.1 apresenta uma lista de aldeidos que foram identificados como

produtos da peroxidag¢do lipidica induzida em microssomos de figado de ratos pejo sistema
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ADP-Fe?’/NADPH (Benedetti e col, 1980; Esterbauer & col., 1982; Benedetti e col, 1984a,
b; Poli e col., 1985; Esterbauer ¢ col., 1985).

Tabela 1.1: Aldeidos que foram identificados como produtos da peroxidagdo lipidica induzida em

microssomos de figado de ratos pelo sistema ADP-Fe*'/NADPH.

4-hidroxialcenais 2-alcenais n-alcanais outros
4-hidroxi-2-nonenal acroleina propanal malonaldeido
4-hidroxi-2-hexenal 2-pentenal butanal 2,4-heptadienal
4-hidroxi-2,5-nonadienal 2-hexenal pentanal 2,4-decadienal
4,5-dihidroxi-2-decenal 2-heptenal hexanal 5-hidroxioctanal
2-octenal nonanal butanona
2-nonenal 2-pentanona

3-pentanona

2-octanona

A concentrac@o gerada desses aldeidos depende das condi¢des de oxidag¢ao e da
composigdo de acidos graxos poliinsaturados nas membranas. Por exemplo, trans-4-hidroxi-
2-nonenal (HNE) ¢ formado a partir da oxidag¢Zo de acidos graxos poliinsaturados m-6, tais
como 4cido araquiddnico e linoleico, tendo sido detectado em vérios tecidos de humanos,
cachorros e roedores em niveis que variam de 0,3 a 8 nmol/g de tecido € 0,1 2 45 uM em
plasma, dependendo do tecido e das condigdes patoldgicas (Esterbauer e col, 1990;
Esterbauer e col., 1991). A concentrag@o 1ntracelular de HNE medida em hepatdcitos
incubados com CCl, (um indutor de peroxidagao lipidica apés ser metabolizado para CCly”
via citocromos P450) foi de aproximadamente 7 uM (Poli e col., 1985) e, considerando que
os aldeidos derivados de liptdios ndo se distribuem uniformemente entre as fases aquosa e
lipidica, foi estimado que a concentragdo total local de aldeidos no interior das membranas
de microssomos peroxidados pode atingir o nivel de 100 M (Esterbauer e col., 1982;
Benedett: e col., 1984b; Poli e col., 1985), sendo que essa concentracio estimada de HNE
fica em torno de 4,5 mM (Esterbauer, 1985).

Malonaldeido (MDA) ¢ formado enzimaticamente durante o metabolismo de

prostaglandinas (Hecker e Ulrich, 1989; Marnett, 1994) e espermina (Quash e col., 1987) e
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a partit da oxidag#o de 4cidos graxos com mais de duas duplas ligacdes, tais como os acidos
linolénico, araquiddnico, docosahexaendico e eicosapentaendico, sendo que os acidos
graxos -3 (Jinolénico, docosahexaendico e eicosapentaendico) também originam 4-
hidroxi-2-hexenal (HHE) (Esterbauer e col.,, 1990; Van Kuijk e col., 1990). Os niveis de
MDA determinados em plasma de individuos sadios através de diferentes metodologias
variam de 0,0 a 47,2 uM, sendo que os valores mais baixos foram encontrados através da
utilizacio de metodologias mais especificas, baseadas em HPLC ou cromatografia gasosa
(Esterbauer e col, 1991). O nivel de MDA enconfrado em urina humana normal,
determinado como derivado de pentafluorofenil-hidrazina por cromatografia gasosa com
lonizagdo por captura de elétrons, situa-se na faixa de 0,2 a2 0,8 uM (Tomita e col., 1990).
MDA, HNE, HHE, juntamente com acroleina (2-propenal) e crotonaldeido (2-butenal), sdo
os aldeidos mais largamente estudados com relagdo as suas propriedades quimicas e
bioldgicas (Esterbauer e col., 1991; Chung e col., 1996).

A peroxidagio lipidica tem sido associada ao desenvolvimento de uma variedade
de condigdes patoldgicas induzidas por exposi¢cdo a agentes oxidantes. Alguns exemplos sdo
a injuria devida a isquemia - reperfusdo (Grune e col., 1993; Grune ¢ col., 1994; Siems e
col., 1995), a hepatotoxicidade devida ao tetracloreto de carbono (Morrow e col.,, 1992;
Brent e Rumack, 1993; Mc Gregor ¢ Lang, 1996), a carcinogénese (Cheeseman, 1993; Nair
e col., 2000), a aterogénese (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 ¢
col., 2000), a formagdo de pigmentos de lipofucsina associados ao envelhecimento (Yin,
1996; Hidalgo e Zamora, 2000) e diabetes (Sato e col., 1979; Suzuki e col., 1992; Reagan ¢
col., 2000). Considerando que os aldeidos & finsaturados (aqueles que apresentam uma
dupla ligacio C=C conjugada com o grupo carbonila), variantes estruturais dos mesmos
(tais como 4-hidroxialquenais e epoxialdeidos) e malonaldeido s3o agentes alquilantes com
capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em DNA,
peptideos e proteinas, provocando alteragdes nas fungdes dessas moléculas, ruitos
trabalhos tém sugerido a implicacdo desses aldeidos em varios processos degenerativos
associados ao estresse oxidativo (Brambilla e col., 1985; Witz, 1989, Eder e col., 1993;
Szweda e col., 1993; Requena e col.,, 1997; Salomon e col., 2000; Hidalgo ¢ Zamora, 2000;
Nair e col., 2000).
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Recentemente foi descrita uma outra fonte endégena de aldeidos ¢, fFinsaturados
(figura 1.9). A mieloperoxidase, na presenga de H,O, e Cl7, gera 4dcido hipocloroso (HOCI),
0 qual oxida aminoacidos para cloraminas. Estes dltimos derivados perdem ClI™ e CO,,
formando iminas que sfo hidrolisadas para aldeidos. No caso da treonina, o hidroxialdeido
resultante sofre desidratagio e origina acroleina. Esta pode ser uma importante via de

formacdo de alguns aldeidos em sitios de inflamagao (Hazen e col., 1998).
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Figura 1.9: Mecanismo proposto para formagio de aldeidos &, Finsaturados a partir da oxidacio de

aminoacidos.

1.2.5.1. Danos basais em DNA: II. Reacdo com malonaldeido

Malonaldeido (MDA) pode existir em diferentes formas em solugdo aquosa, de
acordo com o pH (figura 1.10). O valor de pK do grupo OH endlico é 4,5 e, portanto, em
pH fisiolégico a forma predominante é o Anion enolato, que tem baixa reatividade com a
maioria dos grupos amino. A reatividade aumenta a medida em que o pH diminui e a forma
enol ndo dissociada, Shidroxiacroleina, se torna a espécie predominante, em equilibrio com
a forma cero. Essa espécie € um eletréfilo que pode reagir com nucleéfilos através de adigio
de Michael, de modo semelhante a rea¢do de outros aldeidos ¢, Finsaturados (Esterbauer e
col., 1991).

Diversos estudos mostraram que MDA é mutagénico em bactérias e células de
mamifero (Schamberg ¢ col., 1979; Mamett ¢ Tuttle, 1980; Yonei ¢ Furui, 1981; Basu e
39




Introducdo

Marnett,1983; Mamett ¢ col., 1985; Benamira e col., 1995) e carcinogénico em ratos
(Spalding, 1988). Tais caracteristicas podem ser explicadas pela capacidade de reagio deste

aldeido com proteinas ¢ DNA (Esterbauer e col., 1991; Marnett, 1999).
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Figura 1.10: Reagdo do MDA com bases do DNA.

Reiss e colaboradores descreveram a formag¢io de produtos fluorescentes com
emissdo maxima a 460 nm quando excitados a 390 nm ap6s a reagdo de DNA cora MDA
(Reiss e col.,1972). Foi sugerido que essa fluorescéncia era devida a formagdo de uma
estrutura amino-imnopropeno conjugada, R—-N=C-C=C-N-R', entre os grupos amino das
bases do DNA ¢ malonaldeido (Reiss e col., 1972). Alguns anos mais tarde foram
caracterizados adutos resultantes da reagdo de dG, dA e dC com MDA (figura 1.10) (Seto e
col., 1983; Nair e col., 1984; Marnett e col., 1986; Stone e col,, 1990a,b). Apenas o aduto
ciclico pirimidopurinona formado com dG (M,dG) ¢ fluorescente, sendo também o de maior

rendimento na reagdo de MDA com DNA (presente em concentragdo cinco vezes maior que
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N°-(3-oxopropenil)desoxiadenosina (M,dA)). N’-(3-oxopropenil)desoxicitidina (M;dC) ¢é
formado em quantidades muito pequenas (Marnett, 1999).

Uma via alternativa para formagio de M,dG e, provavelmente, M;dA e M{dC € a
reacdo das respectivas bases com base-propenais (Dedon e col., 1998). A oxidagao direta do
DNA por agentes que abstraem o atomo de bidrogénio 4° da desoxirribose inicia uma série
de reagbes que levam & formacgio de base-propenais. Um desses ageptes oxidantes é o
antibiético antitumoral Fe(IT) bleomicina que induz quebras no DNA (Burger e col,, 1980;
Giloni e col., 1981; Grollman e col., 1985). Base-propenais s3o derivados oxopropenil das
bases do DNA, estruturalmente andlogos a acroleinas substituidas na posigdo £ (figura
1.11). Esses compostos transferem o seu grupo oxopropenil para dG, formando MdG. O
tratamento de DNA com bleomicina na auséncia completa de lipidios leva a formagéo de
M,dG. Esse aduto também €& formado pela reagdo direta de adenina-propenal com DNA

(Dedon e col., 1998).
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Figura 1.11: Exemplo de base-propenal e sua reagdo com bases do DNA.

Para obten¢do de informagzo a respeito da presenca do aduto M,;dG em DNA in
vivo, foram desenvolvidas metodologias altamente sensiveis e muito especificas para a
detecg¢do de danos basais. A metodologia utilizada deve permitir a verificag3o inequivoca do
aduto, o que n3o ¢ uma tarefa facil para qualquer aduto de DNA (Mamett, 1999).

Primeiramente foi utilizada pés-marcacio com *’P (”P-post[abeling) para
detecgdo e quantificagdo do aduto M,dG em DNA. Foj detectado um njvel de 6 adutos/10°
nucleotideos em DNA de figado de camundongos tratados com MDA (20 umol/kg peso
corpdreo) (Vaca e col.,, 1992). Em estudos subseqtientes, o tratamento de camundongos com
MDA na concentragdao de 200 pmol/kg peso corporeo estimulou a formacgdo de adutos
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MDA-hemoglobina em sangue ¢ M;dG em figado. Os niveis de M,dG diminuiram
lentamente apds o tratamento com MDA, apresentando uma meia-vida de 12,5 dias
(Kautiainen e col., 1993). Em outro estudo foi demonstrado um aumento de duas a trés
vezes no nivel de M;dG em rins de hamsters Syrian tratados com doses de dietilestilbestrol
ou oestradiol indutoras de cancer nesse 6rgdo (Wang e Liehr, 1995). Um nivel de 2,6 = 1,2
adutos por 107 nucleotideos foi detectado em leucécitos humanos de 26 voluntarios ¢ uma
analise paralela de sete voluntarias indicou um nivel de 3,0 + 1,3 M,dG por 107 nucleotideos
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 cancer de mama € duas a trés vezes
maior que no fecido de mama de mulheres sem cancer. Além disso, o nivel 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
M,dG em leucocitos de mulheres (mas nio de homens) alimentadas com uma dieta rica em
4cidos graxos poliinsaturados (1,2 a 28 adutos/10” nucleotideos) em relacdo a um grupo que
recebeu uma dieta rica em 4cidos graxos monoinsaturados (0,2 a 2,5 adutos/10’
nucleotideos) (Fang e col., 1996).

O uso da cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas (GC-MS)
com jonizagdo quimica negativa permitiu a detecgdo e quantificagdo de M;dG em figado,
células brancas do sangue e pancreas humanos em niveis que variam desde abaixo do nivel
de detecgio (1 aduto/10° nucleotideos) até 1,2 adutos por 10° nucleotideos
(aproximadamente 6500 adutos por célula) (Chaudhary e col., 1994; Rouzer ¢ col., 1997;
Kadlubar ¢ col., 1998). A especificidade do método é dada pela combinagio de
cromatografia por imunoafinidade para separar o aduto dos outros nucleosideos presentes no
DNA, derivatizagdo quimica, coeluigdo cromatografica com um padrio interno adicionado a
amostra de DNA antes da hidrdlise e monitoramento de um inico ion no espectrémetro de
massas (Marmett, 1999). A identidade de M,dG nas amostras de DNA de figado humano ¢
células brancas do sangue foi independentemente verificada por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem (Chaudhary e col., 1995; Rouzer e col.,
1997). E importante notar que os niveis de M,dG encontrados in vivo se assemelham aos
niveis de 8-0x0dG (sec¢do 1.2.4).

O potencial mutagénico dos adutos MDA-DNA foi avaliado por diferentes

abordagens. A reagdo de MDA, em pH neutro, com um genoma simples-fita de
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bacteriéfago, seguida por transformagdo de linhagens de E.coli induzidas para resposta
SOS, provocou mutagdes por substituigio de pares de bases (76%) e deslocamento da
seqiiéncia de bases (por exemplo devido a adigBes) no gene /acZe contido no vetor.
Aumento na concentra¢io de MDA levou a aumento no numero de mutagdes, coincidente
com o aumento no nivel de M;dG. As principais substitui¢des observadas foram
transversdes G—T (35%) e transicdes C—T (32%) e A—>G (25%), provavelmente
decorrentes dos adutos correspondentes formados com MDA (Benamira e col., 1995).
Experimentos de mutagénese sitio-especifica utilizando vetores dupla-fita confirmaram que
o aduto M,dG ¢é mutagénico em E.coli, induzindo transversdes para T e transi¢des para A
(Reddy e Marnett, 1995; Fink e col, 1997). A freqiiéncia total de mutagdes foi de
aproximadamente 18% (Fink e col., 1997).

Transformacdes de linhagens de £.coli deficientes em enzimas de reparo com
vetores contendo M,;dG sugeriram que o reparo deste aduto se da por meio de excisdo de
nucleotideos. Linhagens deficientes em formamidopirimidina (FAPY) glicosilase ou 3-
metiladenina glicosilase, enzimas conhecidas por participarem do reparo de 8-oxodG e
adutos exociclicos, ndo tiveram as freqiiéncias de mutagdes afetadas, enquanto que um
grande aumento na freqiiéncia de mutagdes fo1 observado em células deficientes em reparo
por excisdo de nucleotideos (uvr4 ou uvrB") (Fink e col., 1997; Johnson e col., 1997).

Recentemente foi verificado, através de analises de espectros de ressonancia
magnética nuclear, que M,dG sofre rapida e quantitativa abertura do anel exociclico para
N-oxopropenil-dG quando estd presente em DNA dupla-fita, mas nio quando em DNA
simples-fita (figura 1.12). A desnaturagio térmica do DNA Jeva a rapida ciclizagio de M-
oxopropenil-dG para M,dG e o inverso ocorre quando 0 DNA € renaturado. A presenga do
grupo amino exociclico da dC oposta ao aduto M,dG parece ser importante para a abertura
do anel, uma vez que tal abertura nfio ocorre quando M;dG esta oposta a timina (Mao e col.,
1999). Essa interconversdo resulta em diferengas significativas no potencial mutagénico e
susceptibilidade para o reparo, além de fornecer grupos funcionais reativos no interior da
molécula de DNA que podem levar a formacgio de ligagdes cruzadas entre as cadejas do
DNA ¢ entre proteinas e DNA (Niedemhofer e col., 1997; Mao ¢ col., 1999). Foi
demonstrado que MDA 1nduz tais ligagdes cruzadas, mas oS eventos moleculares

responsavels pelas mesmas ainda ndo sdo bem compreendidos (Summerfield e Tappel,
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1983; Summerfield e Tappel, 1984a; Summerfield e Tappel, 1984b; Voitkun e Zhitkovich,
1999).

C ; M,dG C ; N2-oxopropenil-dG

Figura 1.12: Abertura do anel de MdG em DNA dupla-fita.

Apesar de os estudos de mutagenicidade indicarem um envolvimento direto do
aduto M,dG na indu¢io de mutagdes, mals investigagdes sdo necessdrias para que seja
esclarecida a importincia desse aduto na carcinogénese humana e outras doengas cronicas.
Para isso, torna-se importante avaliar a distribui¢io de M;dG em diferentes tecidos ou tipos
celulares e se os seus niveis podem ser modulados pela dieta ou outros fatores ambientais
(Leuratti e col., 1998).

Uma outra possivel fonte da fluorescéncia observada por Reis e colaboradores
em DNA incubado com MDA (Reiss e col., 1972) pode ser o aduto 1,4-dihidropiridina
altamente fluorescente resultante da reagdo do grupo amino exociclico de 2'-
desoxiadenosina com um produto da condensagdo de duas moléculas de malonaldeido com
uma de acetaldeido (figura 1.13) (Le Curieux e col., 1998). Acetaldeido pode ser formado a
partir de malonaldeido via oxidag@o deste para o semialdeido é4cido malénico e
descarboxilagdo (Esterbauer e col., 1991). Esse aduto pode ser biologicamente importante,
uma vez que o acetaldeido € um composto formado endogenamente a partir da oxidagZo
enzimatica do etanol no figado, além de também estar presente na fumaga de cigarro e
emissbes de automédvels. Em figado de ratos que ingeriram etanol foi encontrado o aduto
dihidropiridina correspondente em proteinas, indicando que o produto da condensagdo de
MDA com acetaldeido € formado in vivo (Tuma e col., 1996; Xu e col., 1997). Trabalhos

anteriores haviam mostrado que derivados dihidropiridinicos s3o formados em rea¢des de
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aminas primarias com MDA em misturas contendo aldeidos saturados (Kikugawa e Ido,
1984; Nair e col.,, 1988). Foi sugerido que a condensagdo de aldeidos alifaticos com
malonaldeido € uma reagdo geral, o que significa que outros aldeidos, além de acetaldeido,
presentes em fluidos fisiologicos podem formar com malonaldeido produtos de condensagio

reativos (Gomez-Sanchez e col., 1993).
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Figura 1.13: Estrutura do aduto formado pela reagfio entre 2’-desoxiadenosina ¢ o produto de

condensag¢io de malonaldeido com acetaldeido (Le Curieux e col., 1998).

1.2.5.2. Danos basais em DNA: I1l. Propanoadutos

Aléem de malonaldeido, outros aldeidos gerados endogenamente podem
contubulr para o conjunto de danos basais presentes no DNA. Dentre eles, os mais
estudados sdo os trans-4-hidroxi-2-alcenais e trans-2-alcenais, os quais, em pH fisioldgico,
sdo mais eletrofilicos que o MDA (Burcham, 1988; Toyokuni e col., 1997).

O frans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE), principal hidroxialcenal resultante do

processo de peroxidagdo lipidica, exibe, de acordo com a sua concentra¢io, uma série de
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atividades bioldgicas. Estas incluem inibicao de enzimas, inibigdo da sintese de proteinas,
DNA e RNA, indugo de proteinas de choque térmico, bloqueio da proliferagdo de varas
linhagens celulares, redugdo de comunicacdo intercelular via jungdes comunicantes,
estimulo da migragdo de neutrofilos e modulagio de varios genes (Esterbauer, 1985;
Esterbauer e col., 1991; Fazio e col., 1992; Parola e col., 1993; Spycher ¢ col., 1996;
Barrera e col.,, 1996; Leonarduzzi e col.,, 1997). Tem sido verificado que proteinas
modificadas por HNE ocorrem em lesdes aterosclerdticas 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 genotéxicos ¢ mutagénicos em
células (Brambilla e col., 1986; Esterbauer ¢ col., 1991).

Outro 4-hidroxialcenal, frans-4-hidroxi-2-hexenal (HHE), recebeu ateng@o apds
ter sido verificado que, além de ser um produto de peroxidagio lipidica (Van Kuijk e col.,
1990; Esterbauer e col., 1991), € o produto final formado em figado durante o metabolismo
de alcaldides pirrolizidinicos, tal como senecionina, podendo desempenhar um papel na
toxicidade devida a esses alcaldides (Segall e col., 1985). Tais alcaldides sdo produzidos por
uma variedade de plantas e sdo responsdveis por muitas mortes de animais e
envenenamentos humanos (Bull e col., 1968). Muitos sdo hepatotdxicos (McLean, 1970),
genotoxicos (Williams e col., 1980; Green e col., 1981) e carcinogémicos (Schoental, 1968).

A reatividade dos 4-hidroxialcenais é devida a presenca de trés grupos funcionais
principais em suas estruturas: o grupo aldeido, a dupla ligac@o e o grupo hidroxila (figura
1.14) (Esterbauer e col., 1991). A sua habilidade em reagir rapidamente com nucle6filos em
pH fisiolégico contribui significativamente para sua toxicidade. Assim, reagem com grupos
t161s (—SH) presentes em GSH e proteinas e grupos amino presentes em bases de DNA,
proteinas (por exemplo, residuos de lisina em lipoproteinas) e nos fosfolipidios
fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (Esterbauer e col., 1991).

O padrido de danos induzidos em DNA por esses aldeidos € bem diversificado,
uma vez que os adutos podem ser formados tanto através da reagdo direta dos aldeidos com
as bases do DNA, como via seus derivados epoxidados (Chung e col., 1996). No caso da
reagdo direta dos aldeidos com bases do DNA (adigdo de Michael do grupo amino
exociclico da base ao C-3 do aldeido, seguida por cicliza¢io), os principais produtos sdo os
adutos ciclicos formados com dG, os quais s3o analogos saturados, 8-hidroxi propano C-6

substituidos, do aduto dcrivado da reagdo de dG com malonaldeido (figura 1.14). Recebem
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a denominagdo geral de propanoadutos. A cadeia lateral no C-6 do novo anel revela qual
enal gerou o aduto. Uma vez que os adutos contém dois novos centros quirais, os produtos

compreendem uma mistura de diastereoisémeros (Winter e col.,, 1986; Yi e col., 1997).
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Figura 1.14: Mecanismo proposto para a formacao de 1,N2-propano-2'Adesoxi guanosina.

Dentre os frans-2-alcenais, os mais estudados sio acroleina [H,C=CH-HC=0] e
crotonaldeido [H;C-CH=CH-HC=0]. Eles s&o formados endogenamente como resuitado
da oxidagido de lipidios (Esterbauer e col., 199]), aminoacidos (Hazen e col., 1998) e
poliaminas (Alarcon, 1970) e ocorrem no ambiente como componentes da fumacga de
cigarro (acroleina: 10140 pg/cigarro) e exaustdo de automdveis, sendo também produzidos
quando alimentos contendo gordura sio cozidos (Wynder e col., 1965; Esterbauer € col.,
1991; Wilson e col.,, 1991); ocorrem também como produtos do metabolismo de drogas
(Rees e Tarlow, 1967; Alarcon, 1970; Patel e col, 1980; Nelson e Boor, 1982),
carcindgenos (ex.: N-nitrosopirrolidina origina crotonaldeido) e agentes quimioterapéuticos
(ex.: ciclofosfamida e 1fosfamida originam acroleina) (Izard e Libermann, 1978; Hales,
1982; Nath e Chung, 1994). Outro trans-2-alcenal, hexenal, ¢ 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 autoxidacio
(Gotz-Schmidt e Schreier, 1986, Feron e col., 1991; van Ruth e col., 1995; Gélzer e col.,
1996). Diversos estudos mostram que esses aldeidos s3c mutagénicos em bactérias e células
de mamifero (Marnett e col., 1985; Curren e col., 1988; Smith ¢ col., 1990; Canonero e col.,

1990; Eder e col., 1992), tendo sido verificado que crotonaldeido leva a formacio de
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tumores em figado de ratos apds administragdo oral cronica (42 mg/L de dgua) (Chung e
col., 1986) e acroleina inicia a carcinogénese em bexiga urinaria de ratos (Cohen e col,,
1992).

Acroleina, crotonaldeido e hexenal também reagem, via adi¢do de Michael, com
bases do DNA, levando & formagdo dos respectivos propanoadutos (Chung e Hecht, 1983;
Chung e col., 1984; Golzer e col., 1996). Como no caso dos trans-4-hidroxi-2-alcenais, 0s
principais adutos observados sio os resultantes da reagdo com dG, embora adutos ciclicos
também sejam formados a partir da reagdo de acroleina com desoxiadenosina e
desoxicitidina (Sodum e Shapiro, 1988; Smith e col., 1989; Smith e col., 1990).

Adutos 1,M-propano-2'-desoxiguanosina derivados da reacio de dG com
acroleina ou crotonaldeido foram detectados em tecidos de figado, pele, gldndulas
mamarias, rins, cérebro, pulmao, préstata, leucocitos e bexiga urinaria de roedores niao
submetidos a qualquer tratamento (nivel total: 1,1 a 16,9 adutos por 107 dG) e em figado,
leucdcitos, gengiva e mama humanos (nivel total: 0,1 a 75,3 adutos por 107 dG) (Nath e
Chung, 1994; Nath e col,, 1996, Nath e col., 1998). O aduto derivado da reagio de dG com
HNE foi recentemente detectado em DNA de figado e colon de ratos nido tratados e
humanos (Chung e col., 2000). Diversos estudos realizados in vitro e in vivo maostraram que
a oxidagdo dos 4cidos graxos poliinsaturados é uma importante fonte desses niveis basais de
propanoadutos (Chung e col., 1999).

A presenga de nivels basals de adutos 1,NQ—propanoQ’-desoxiguanosina em
tecidos de roedores e humanos levanta questdes a respetto da participagio dessas lesdes nos
processos de mutagénese e carcinogénese. Entretanto, as propriedades mutagénicas desses
adutos ainda nio foram avaliadas por experimentos de mutagénese sitio-especifica (Marnett
e col,, 1985; Cajelli e col.,, 1987) devido ao fato de a instabilidade dos mesmos impedir a
sua lncorporagao em oligonucleotideos e vetores ponte (Khullar e col,, 1999). Uma nova
estratégia para formagio do aduto 1,M-propano-2'-desoxiguanosina derivado de acroleina
ap6s a sintese do oligonucleotideo foi recentemente descrita e deverd tornar possivel a
construgio dos vetores necessarios para esses estudos (Khullar e col., 1999). Um modelo do
aduto |, N*-propano-2'-desoxiguanosina sem 0 grupo hidroxila no anel propano, o qual nio
ocorre naturalmente, fol usado como substituto nos estudos de mutagénese sitio-especifica

realizados. Esses estudos mostraram que esse aduto modelo induz substituicdes G-—>A e

G-T com alta cficiéncia em E.coll, além de alteracio na seqiiéncia de bases (Benamira e
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col., 1992; Moriya e col., 1994; Burcham e Mamett, 1994). Com a utilizagdo de vetores
ponte replicados em células de mamifero foi determinado o espectro de mutagdes induzidas
por crotonaldeido, consistindo em 86% das substitui¢es envolvendo pares de base G:C
(Kawanishi e col., 1998). As alteragdes mais comuns foram transversdes G—T seguidas por
transicdes G—>A (Kawanishi e col., 1998).

Pouco também é conhecido a respeito do reparo desses adutos. O aduto modelo
nio hidroxilado é substrato para o complexo de reparo por excisio de nucleotideos de £.col:
e células de mamifero, sendo também reconhecido e reparado pelo sistema de reparo de
pareamento errado (reparo de mismatchy (Johnson e col., 1997; Johnson ¢ col., 1999).

Os dados existentes até o momento sugerem que os propanoadutos sdo lesées
continuamente geradas em nosso DNA e, provavelmente, os adutos resultantes das rea¢des
de dG com crotonaldeido, acroleina ou HNE representam apenas uma pequena parcela
dessas lesdes. O entendimento do papel desses adutos ciclicos no desenvolvimento do
cancer é uma importante e desafiante drea para investiga¢ao futura, bem como a observagio
da forma com que os niveis basais e padrdes dessas lesbes pro-mutagénicas em tecidos
humanos variam de acordo com a dieta e fatores genéticos ¢ ambientais (Chung e col,,

1999).

1.2.5.3. Danos basais em DNA: IV. Etenoadutos

Dentre os adutos exociclicos de DNA, os etenoadutos (figura 1.15) tém sido
bastante estudados ao longo dos ultimos 25 anos (Bartsch, 1999). Um grande interesse no
estudo dessas lesdes teve inicio com a verificagdo de que elas sdo induzidas em DNA por
conhecidos carcindgenos ocupacionais e ambientais, tais como cloreto de vinila e carbamato
de etila (uretano), apds metabolizagdo para os respectivos oxiranos (figura 1.16) (Barbin ¢
col., 1975; Foiles e col., 1993; Bartsch e col., 1994). Os derivados exociclicos 1,M-eteno-
2"-desoxiadenosina (edAdo), 3,M*-eteno-2’-desoxicitidina (edCyd) e N 3-eteno-2'-
desoxiguanosina (N*,3-6dG) foram detectados em diferentes tecidos de ratos eXpostos ao
cloreto de vinila (600 ppm, 4 h/dia, 5 dias) em niveis que variam de 2,9 a 9,8 edCyd/107dC,
0,4 a 2,1 edAdo/107dA e 2,1 a 18,1 N2,3-8dG/107dG (Eberle e col., 1989, Ciroussel e col.,

1990; Fedtke e col., 1990a,b; Swenberg € col., 1992) e levam a incorporacio errada de bases
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apds a replicagdo ou a transcrigio (Singer e col., 1987; Cheng e col., 1991; Mroczkowska e
Kusmierek, 1991; Singer e col., 1991; Basu ¢ col,, 1993). Os estudos de fidelidade de
replicagdo ou transcrigdo foram feitos inicialmente in vitro com a utilizagdo de
oligonucleotideos modificados era um sitio especifico e as especificidades mutagénicas
encontradas foram subseqiientemente confirmadas por estudos de mutagénese sitio-
especifica através da replicacdo de vetores simples-fita em £. coli e células de mamifero.
Nesses estudos foi verificado que edAdo induz transi¢des A—G e transversdes A—T e
A—C (Basu e col.,, 1993; Pandya e Moriya, 1996), ¢dCyd induz transversdes C—A e
transi¢des C—T (Palejwala e col., 1993; Moriya ¢ col., 1994), e N?,3-edG induz transi¢des
G—A (Cheng e col.,, 1991), sendo que as eficiéncias mutagénicas de edAdo e edCyd foram
maiores em células de mamifero (70% para edAdo e 81% para edCyd) que em E. coli
(edAdo: 0,53% em células pré-irradiadas com UV e menos que 0,18% em células nio
radiadas; edCyd: 32% em cé€lulas pré-irradiadas com UV e 2% em células n3o irradiadas)
{Moriya e col., 1994; Pandya e Moriya, 1996; Shibutani ¢ col., 1996). Os resultados desses
estudos foram consistentes com os resultados de dois estudos separados referentes as
mutacdes em tumores de ratos e humanos expostos ao cloreto de vinila. Em um desses
estudos, cinco de sels anglosarcomas de figado humano associados com exposicdo ao
cloreto de vinila mostraram transigdes G:C—A:T no codon 13 do gene c-Ki-ras-2, o que
estd de acordo com as propriedades mutagénicas de edCyd e N*,3-edG (Marion e col.,
1991). No outro estudo, tumores de ratos expostos ao cloreto de vinila mostraram transi¢des
G—A, transversdes A—C e transigdes C—T em genes N-ras, também consistentes com as

propriedades pro-mutagénicas dos etenoadutos (Froment e col., 1994).
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Figura 1.15: Estruturas dos etenoadutos detectados in vivo.
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Figura 1.16: Mecanismo para formagio de etenoadutos a partir de haletos de vinila.

Com os avangos tecnoldgicos que permitiram o desenvolvimento de métodos
analiticos ultra-sensiveis para detecgdo de adutos em DNA, tais como GC-MS, LC-ESI/MS,
HPLC/radioimunoensaio, imunoafinidade/**P-postlabeling, niveis basais de varios adutos
exociclicos, incluindo os etenoadutos edAdo, edCyd e N2,3—sdG, passaram a ser observados
em DNA de roedores e humanos ndo expostos a carcindégenos (Bartsch e col., 1994; Chung
e col., 1996; Nair e col., 1999). Os niveis basais de sdAdo/ 10’dA 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 edCyd/ 10’dC variam de <0,005 a 1,1 e 0,003 a 2,4 respectivamente
(Nair e col., 1999). Tais observagdes estimularam a busca por substdncias geradas
endogenamente que poderiam Jevar a formagdo dessas lesdes. Hé, atualmente, muitas
evidéncias de que niveis basais dos adutos exociclicos sio derivados da rea¢do de produtos
da peroxidag¢@o lipidica com 0 DNA.

Um numero crescente de trabalhos tém mostrado que os aldeidos interagem
diretamente com o DNA ou sdo metabolizados a epéxidos, compostos conhecidos por serem
agentes alquilantes do DNA com alta atividade mutagénica (Ehrenberg e col, 1977,
Segerback, 1983). Acroleina, crotonaldeido, trans-2-hexenal e trans-4-hidroxi-2-nonenal
(HNE) reagem com bases do DNA originando adutos ciclicos do tipo propano que puderam
ser detectados in vivo (Chung e col, 1999). Alternativamente esses aldeidos podem ser
convertidos para os correspondentes derivados epoxidados tanto enzimaticamente como via
reagdo com hidroperoxidos de acidos graxos enddgenos ou H,O, (Chen e Chung, 1996). A
reacio dos epoxi-aldeidos com bases do DNA leva a formagao dos etenoadutos.

Muito esforco tem sido feito no sentido de elucidar as fontes, o significado
toxicoldgico e as conseqiiéncias genéticas dessas lesdes basais de DNA; os tipos de fatores
exdgenos ou condigdes patofisioldgicas que levam ao seu aumento; e se esses adutos,
quando gerados através de rea¢des mediadas por estresse oxidativo, desempenham um pape)
na carcinogénese humana ou em outras doengas neurodegenerativas (Bartsch, 1999).

Estudos in vitro mostraram que |,N®-etenoadenina (€A) e 3,N*-etenocitosina (£C)
sdo formados quando microssomos de figado de ratos sdo submetidos a peroxidagio lipidica
mediada por ferro na presen¢a de nucleosideos ou nucleotideos (el Ghissassi e col., 1995) ¢
que aldeidos ¢, Ainsaturados, tais como HNE, acroleina e crotonaldeido, reagem com bases
de DNA, via seus epdxidos, originando os etenoadutos edAdo, edCyd e um outro
etenoaduto de dG, 1,Nz-eteno-Z'-desoxiguanosina (1,N*-edG) (Goldschmidt e col., 1968;
Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Chung e col., 1996).

Apesar de ter sido sugerida a possibilidade de 1,N-edG ser um bom marcador
para danos em DNA induzidos por produtos da peroxidagdo lipidica (Sodum e Chung,
1988), a sua formagdo em sistemas bioldgicos ainda ndo foi demonstrada (Maoller e Wallin,
1998; Burcham, 1999). Apenas recentemente foram publicados os primeiros dados

referentes a mutagdes induzidas por esse aduto em E.coli (Langouét € col., 1998) e células

53




Introdugdo

de mamifero (Akasaka e Guengerich, 1999) com a utilizag@o de vetores dupla-fita. No caso
do estudo feito em bactérias, houve incorporagdo errada de bases em cerca de 3% da
progénie viral, consistindo principalmente em transigdes G—>A, seguidas por transversdes

G—-T e G—>C (Langouét e col.,, 1998). No estudo feito em células de mamifero, fot
utilizado um sistema de mutagénese sitio-especifica intracromossomico, tendo sido
observada uma freqiiéncia aparente de mutagdes de 4,6%. A analise da sequéncia de 21
clones derivados da fragdo mutante revelou cinco que correspondiam a mutagdes
diretamente no sitio de incorporacio de 1,N*-edG (principalmente transigdes G—A). Os
outros mutantes diferiam dos gerados a partir do oligonucleotideo nio modificado e
incluiam dele¢des, rearranjos, duplos-mutantes e substitui¢des de pares de base em sitios
proximos ao sitio do aduto (Akasaka e Guengerich, 1999).

Em estudos in vivo, o tratamento de ratos com indutores de peroxidagdo hipidica,
tais como CCl, {Chaudhary ¢ col., 1994), ferro + CCl, ou ferro + etanol (Nair ¢ col., 1999)
resulta em aumento dos niveis de etenoadutos nos figados desses animais. Condigdes que
induzem estresse oxidativo ou peroxida¢do lipidica em animais ou humanos, como
produgo excessiva de 6xido nitrico ("NO) (Nair e col., 1998a) e certas doengas genéticas de
estoque de metais, tais como doenga de Wilson e hemocromatose primaria (Nair e col,,
[998b), aumentam os niveis de etenoadutos nos tecidos afetados. A produgdo excessiva de
*NO ocorre sob condigdes patofisioldgicas de infecgdes cronicas e inflamagdes, conhecidos
fatores de risco para varios cdnceres humanos. Recentemente foi demonstrado em um
modelo de rato que a formacdo de etenoadutos em DNA. ocorre como conseqiiéncia da
superprodugdo de ‘NO in vivo (Nair e col., 1998a; Nair e col., 1999). Esta observacio
sugere que os etenoadutos podem contribuir para o desenvolvimento de cinceres humanos
associados com processos inflamatdrios crénicos causados por infec¢des virais, bacterianas
e parasitinas persistentes (Ohshima e Bartsch, 1994). De forma interessante, nio foi
detectado aumento concomitante de 8-0xodG nas mesmas amostras de DNA analisadas para
verificagdo da presenga de etenoadutos. O aumento no nivel de 8-oxodG seria esperado,
uma vez que o peroxinitrito (ONOO™) é um forte agente oxidante. Entretanto, a velocidade
de degrada¢ao de 8-oxodG por peroxinitrito parece ser mais rapida que a sua velocidade de
formagdo, o que faz com que essa base oxidada ndo seja sempre um bom marcador para

danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo. Neste caso, produtos de oxidagio
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secundarios mais estdveis, como os adutos exociclicos, parecem ser marcadores mais uteis
(Bartsch, 1999). Outra evidéncia de que a peroxidacdo lipidica estd envolvida na formagéio
de etenoadutos em DNA vem da observagio da presencga de niveis elevados desses adutos
exociclicos em DNA de leucdcitos de mulheres com dieta rica em acidos graxos
poliinsaturados w-6 (Nair e col., 1997).

Em um estudo recente foi observada correlagdo entre o acumulo de metabdlitos
do dcido araquidénico (4cidos  8-hidroxieicosatetraendico (8-HETE) e 12-
hidroxieicosatetraendico (12-HETE)) e a formagao dos adutos edAdo e edCyd no modelo de
carcinogénese induzida por 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e promovida por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em pele de camundongos (Nair e col., 2000). Em
papilomas reversiveis obtidos ap6s 20 semanas de fratamento com TPA foram observados
aumentos de 15 e 68 vezes nos niveis de 8-HETE ¢ 12-HETE, respectivamente, em relacdo
a0 controle. Paralelamente, os niveis de edAdo e edCyd aumentaram, respectivamente, em
12 e 9 vezes (Nair e col., 2000). Alguns estudos mostraram que tumores de pele induzidos
experimentalmente acumulam altos niveis de prostaglandinas (Muller-Decker e col., 1995) e
acidos 8-HETE e 12-HETE (precursores dos leucotrienos) (Lehmann e col., 1992; Krieg e
col., 1995; Bliirger ¢ col., 1999) e tém expressio aumentada das ciclooxigenases e
lipoxigenases envolvidas na sintese dessas substidncias. A inibigdo dessas enzimas inibe
significativamente o desenvolvimento de tumor em pele de camundongos (Miiller-Decker ¢
col., 1998). Foi também demonstrado um aumento significativo dos niveis de etenoadutos
em DNA de polipos de pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP) nos quais havia
superexpressao da ciclooxigenase-2, em compara¢do com o epitého de cdélon normal
(Schmid e col., 2000). Esses dados sugerem uma correlagio entre a formacido de
etenoadutos em DNA e a sintese de eicosanoides, além de mostrarem o envolvimento dos
etenoadutos no processo de carcinogénese (Nair e col., 2000).

A verificagdo de que os etenoadutos sdo reconhecidos por enzimas de reparo
mostra a existéncia de mecanismos de defesa celular contra essas lesdes genotdxicas
(Bartsch, 1999). O aduto €A € substrato para a enzima de reparo alquilpurina-DNA-N-
glicosilase de células de mamifero, mesma enzima que efetua o reparo de 3-metiladenina. O
aduto €C ¢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

55




Introducao

A

I,N%-eG e N 3-eG sio liberados por extratos de células HeLa a uma velocidade menor que
eA ou £C, mas nfo sdo conhecidas as enzimas que efetuam esse reparo (Singer ¢ Hang,
1999). A inibi¢do dessas enzimas de reparo ou a falta de expressdo das mesmas em certos
tipos de células podem levar a um acimulo ou persisténcia dos etenoadutos em seu DNA
(Swenberg e col., 1992; Guichard e col,, 1996) e a todas as conseqlientes mutagdes. Apesar
de serem bons substratos para o reparo por glicosilases, ndo pode ser descartada a
possibilidade de que outras vias também estejam envolvidas no reparo de etenoadutos. Por
exemplo, a mutagenicidade de 1,M>-edG aumenta quando presente em vetores que sdo
transfectados para linhagens de E.coli deficientes em reparo por excisd@o de nucleotideos
(Langouét e col., 1998).

Todos esses estudos nos levam a acreditar que ao utilizarem-se métodos
especificos e sensiveis para analisar amostras biolégicas facilmente disponiveis, como
leucécitos e urina, varios fatores que influenciam a peroxida¢do lipidica, tais como dietas
ricas em lipidios, baixos niveis de antioxidantes e processos inflamatérios, podem ser
avaliados com a utilizagdo dos etenoadutos como marcadores de exposi¢do as espécies

reativas formadas a partir do processo de lipoperoxidag¢io (Nair, 1999).

1.2.5.4. Estudos realizados com trans,trans-2,4-decadienal

Sabemos que muitos aldeidos sio formados na fase de terminacio da
peroxida¢do lipidica. Em sistemas de peroxida¢io ndo enzimaticos, aproximadamente 30 a
40 moles de compostos carbonilicos sdo formados por mol de MDA (Vaca e col., 1988).

Em uma série de estudos foi caracterizada a formagdo de produtos fluorescentes a
partir da interagdo de lipidios oxidados com o DNA. Esses produtos fluorescentes
apresentavam um espectro com excitagdo maxima a 315 nm e emissio maxima a 420 nm
(Reiss e Tappel, 1973; Fujimoto e col., 1984), sendo, portanto, diferente do obtido a partir
da reagdo de MDA com DNA (Reiss e col.,1972). Bsses resultados foram indicativos de que
outros compostos carbonilicos formados durante a peroxidagdo lipidica poderiam reagir
com o DNA e originar produtos caracterizados por diferentes espectros de fluorescéncia

(Fujimoto e col., 1984).
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Foram testados hidroperdxidos resultantes da oxidagdo do metil linolato e
linolenato. Os testes foram feitos na presenga de metais e agentes redutores (cisteina e acido
ascorbico), pois, nessa condigao, os hidroperdxidos sio facilmente decompostos, resultando
na formag¢io de uma grande variedade de compostos carbonilicos € espécies reativas de
oxigénio que podem reagir com o DNA (Fujimoto e col., 1984).

Foi verificado que epidiéxidos de linolenato autoxidado sdo precursores de 2,4-
alcadienais (Frankel e col., 1983). Os hidroperoxi epididxidos do linolenato estdo entre os
mals ativos dos produtos secundérios da oxidagdo do linolenato, reagindo com DNA na
presenca de metais e agentes redutores ¢ levando a formagio de produtos fluorescentes com
emissdo maxima a 420 nm (A= 315 nm) (Fujimoto e col., 1984). Diversos aldeidos
poliinsaturados foram testados, sendo que os 2,4-alcadienais ¢ o 2,4,7-decatrienal foram os
mais eficientes na formac¢do dos adutos fluorescentes com 0 DNA (Frankel e col., 1987).

Hasegawa e colaboradores investigaram as estruturas quimicas dos produtos
formados a partir da reagdo de adenina com hidroperdxidos do metil linolato ou com
aldeidos resultantes da decomposicio desses hidroperdxidos na presenca de Fe*' e 4cido
ascorbico. O 2,4-decadienal (DDE) e o 2-octenal reagiram diretamente com adenina,
levando a formagdo de produtos fluorescentes (Hasegawa e col., 1988).

Experimentos preliminares realizados por Frankel e colaboradores e em nosso
laboratério (Medeiros e col., 1992; Medeiros ¢ col., 1995) mostraram que o DDE reage com
DNA de timo de bezerro, formando adutos fluorescentes com emissdo méaxima a 420 nm
quando excitados a 335 nm. Além disso, foi possivel confirmar que o aduto formado entre
adenina e DDE ¢ a principal espécie responséavel pela fluorescéncia observada (Medeiros e
col.,, 1992). Recentemente foram caracterizados em nosso laboratério cinco etenoadutos
fluorescentes resultantes da rea¢do de metabdlitos do DDE com 2'-desoxiadenosina in vitro
(Carvalho e col., 1998; Carvalho ¢ col., 2000).

Foi ainda demonstrado que os produtos secundarios da peroxidagdo lipidica,
principalmente os aldeidos o,B-insaturados, sdo altamente tdxicos para fibroblastos (Kaneko
e col., 1987) e células endoteliais humanas (Kaneko e col., 1988). Dentre eles, os mais
citotoxicos foram o 2,4-decadienal e o 4-hidroxi-2-nonenal. A concentragio de 2.4-

decadienat que levou a 50% de indugdo de morte (DL 50) foi 9 M (Kaneko e col., 1988).
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Um estudo mostrou que radicais lipidicos induzem quebras no DNA (Yang e
Schaich, 1996). Esses radicais lipidicos podem ser tanto radicais alcoxil e/ou peroxil
resultantes da fase de propagagdo da peroxidagio lipidica, como aqueles resultantes da
oxidagdo de aldeidos insaturados (Yang e Schaich, 1996). A mcubagdo de DDE com
pBR322 levou a ocorréncia de quebras no DNA, sendo a porcentagem do dano maior que a
induzida por outros aldeidos insaturados testados (hexenal, heptenal, octenal, nonenal, 2,4-
heptadienal e 2,4-nonadienal) (Yang e Schaich, 1996). Outro estudo mostrou que esse
aldeido inibe o crescimento celular, altera o nivel de glutationa celular e induz fragmentagio
do DNA (Nappez ¢ col., 1996).

2.4-Decadienal é um aldeido bastante difundido no meio ambiente, sendo
encontrado na agua (Bao e col,, 1997), em alimentos como peixe (Milo e Grosch, 1996;
Yoshiwa e col., 1997; Cha e Cadwallader, 1998), carne (Brewer e Vega, 1995; Konopka e
col., 1995), frango (Farkas e col., 1997; Kerler e Grosch, 1997) e p&o (Schieberle € Grosch,
1991), estando presente como aromatizante natural em plantas (Moshonas e Shaw, 1979;
Boosfeld e Vitzthum, 1995), sendo parte de secre¢des de defesa de alguns insetos (Boeve e
col,, 1997) e também gerado a partir de acidos graxos poliinsaturados pela agZo de
lipoxigenases de plantas (Almosnino e Belin, 1991; Andrianarison e col.,, 1991). Além
disso, € gerado endogenamente como produto da peroxidag¢do lipidica (Esterbauer, 1985).

Dada a sua presenga no meio ambiente € em nosso organismo € com base nas
evidéncias preliminares de que esse aldeido induz danos celulares, sendo que esses danos
ainda nfo haviam sido satisfatoriamente caracterizados, nosso laboratério comegou a
vestigar a intera¢do do DDE com bases do DNA.

O interesse em iniciarmos o trabalho com as células de mamifero veio de uma
colaborag@o entre grupos de pesquisa do nosso departamento. No inicio deste trabalho o
nosso grupo estava investigando reagdes entre aldeidos e nucleosideos que levavam ao
aparecimento de produtos fluorescentes. Nesse periodo iniciamos uma colaboragdo 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
fluorescéncia no DINA de células CV1-P incubadas com nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA),
um conhecido indutor de peroxidacdo lipidica. Tentamos verificar se os produtos por ela
observados coincidiam com os que estiavamos observando in vifro. Entretanto, o sistema

com as c€lulas/Fe-NTA mostrou-sc bastante complexo, havendo variacdo no rendimento
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dos produtos com pequenas variagdes nas condi¢des de trabalho. As dificuldades
encontradas na interpretagdo dos resultados nos indicaram que deveriamos primeiro
entender o sistema de reag3o in vitro e em células expostas ao aldeido para entfio partirmos
para a compreensdo do que estava ocorrendo com as células na presenca do indutor de
peroxidagio lipidica, que pode gerar diferentes aldeidos com rendimentos diferentes

dependendo das condi¢des das células.
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2. Objetivos

Com o intuito de podermos compreender melhor os efeitos citotoxicos e
genotoxicos associados com a exposi¢do a produtos da peroxidagdo lipidica, nos

concentramos nos seguintes objetivos:

1. Observagio de alteragdes em DNA de células de mamifero (linhagem CV1-P)

ap0s incubagdo com DDE;

2. Identificacio, isolamento e caracterizagdo quimica de adutos formados a

partir da reagio de 2'-desoxiguanosina com DDE in vitro;

3. Detecgido da formagio desses adutos em DNA incubado com DDE in vitro e

em DNA de células de mamifero (linhagem CV1-P).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram da mais alta pureza comercialmente
disponiveis. trans, trans-2,4-Decadienal (DDE), HF-piridina (70%) e 3-(tnmetilsilil)-1-
propanosulfonato de sédio (DSS) foram adquiridos da Aldrich (Milwaukee, WI). Soro fetal
bovino (SFB) foi proveniente da Cultilab - materiais para cultura de células (Campinas, SP,
Brasil). Cloroférmio e etanol (P.A.) foram formecidos pela Cinética Quimica (S3o Paulo,
Brasil). 2'-Desoxiguanosina, acido formico, tetrahidrofurano (THF), metanol, hidréxido de
sodio, fosfato de potissio monobasico, sulfato de magnésio, 4acido fosférico,
dimetilformamida, acido perclorico e 2-cloroacetaldeido foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). ["°*N;]-2'-desoxiguanosina foi fornecida por Cambridge Isotope
Laboratories (Andover, MA). Fosfatase alcalina, nuclease P1 e brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) foram provenientes da Pharmacia Biotech
(Uppsala, Suécia). Acetonitrila e metanol grau cromatografia foram adquiridos da EM
Science (Gibbstown, NIJ). Carbonato de sdédio anidro foi formecido pela Mallinckrodt
Chemical (Paris, Franga), azul de tripan pela Nuclear (S3o Paulo, Brasil), alaranjado de
xilenol pela Labsynth Produtos para laboratérios Ltda (Diadema, SP, Brasil), liquido de
cintilagio pela fundagio SARDI (Sao Paulo, Brasil), [*H] 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
um) pela Millipore (Bedford, MA). Todos os outros reagentes foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO).

A 4gua fo1 detonizada em um sistema Milli-Q (Millipore).

3.2. Equipamentos

Os espectros de absorbéncia foram adquiridos em um espectrofotdmetro Hitachi
U3000 (Tokyo, JapZo). As medidas de fluorescéncia foram feitas em um

espectrofluorimetro Spex modelo 1681 (Spex Industries, Edison, NJ). Os espectros de 'H e
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C RMN em uma e duas dimensdes foram adquiridos a 27°C em espectrémetros DPX-300
¢ DRX-500 MHz (Bruker, MA). Os espectros de massas foram obtidos em um
espectrometro Quattro [I (Micromass, Manchester, U.K.). Para as centrifugagdes foram
utilizadas as centrifugas refrigeradas modelos Centrifuge 5403 da Eppendorf (Hamburg,
Alemanha) e Himac CR21E da Hitachi. As incubag¢des que necessitavam de agitagio foram
feitas em um Orbital Incubator Shaker, Gyromax TM 703 (Amerex Instruments, Lafayette,
CA). As observagdes microscdpicas foram feitas em um microscopio invertido Diaphot 300
da Nikon (Tokyo, Japdo). As solugdes foram autoclavadas em autoclave vertical modelo
415 da Fanem (S&o Paulo, Brasil). As medidas de pH foram feitas em um potencidmetro da
Corning modelo 320 (Sigma). As células foram incubadas em uma estifa de CO, Napco®,
modelo 5100 da Precision Scientific (Chicago, Illinois). As liofiliza¢tes foram feitas em um
sistema consistindo de uma bomba de vacuo de alta performance, modelo VLP120, da
Savant (Savant instruments, Holbrook, NY), um micromddulo E-C para secagem a baixas
temperaturas (E-C Apparatus, Holbrook, NY) e um concentrador modelo 5301 da
Eppendorf. Foram utilizados balanga analitica da A&D Company (Tokyo, Japan), banho
maria modelo 144 da Fanem e um mddulo para esteriliza¢io do ar, equipado com luz UV

(EACI/ENVIRCO Environmental Air Control, Albuquerque, NM).

3.3. Danos celulares induzidos por DDE

3.3.1. Cultivo das células

Meio de cultura: meijo Eagle modificado por Dulbecco (DME) suplementado com
NaHCO; (1,2 g/L), 100 pg/mL de penicilina, 94 ug/mL de sulfato de estreptomicina e 10%
de soro fetal bovino (SFB).

O meto de cultura sem suplementagio com SFB foi esterilizado por filtragio
através de membrana de 0,22 pm diretamente para o interior de frascos estéreis. Foram
utilizados filtros estéreis descartdveis da Coming. O SFB estéril foi adicionado a aliquotas

do meio estéril de acordo com a necessidade de uso.
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Solugdes
PBS: 137 mM Na(l, 1,68 mM KCl, 1,47 mM Na,HPO,, pH 7,0. Solugéo autoclavada.
Tripsina: 0,05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo 1mM de EDTA. Solug¢ao
esterilizada por filtragdo através de membrana de 0,22 um diretamente para o interior de

frascos estéreis.

Fibroblastos renais de macaco verde africano, linhagem CV1-P, doados pelo
Prof. Rogério Meneghini (LNLS - Campinas, SP), foram cultivados no meio de cultura
suplementado, em atmosfera com 5% de CO,, a 37°C, no escuro. As células cresceram
aderidas a superficie de garrafas plasticas de cultura ¢ foram repicadas em periodos de 5 a 6
dias.

Procedimento para o repique das células; apos a retirada do meio, a cultura foi
lavada 2 vezes com PBS. A seguir, foi incubada a 37°C com volume minimo (5 ml) de
solugdo de tripsina até que as células se desprendessem (£ 2 min). As células foram, entio,
ressuspensas no meio de cultura suplementado e a suspensio distribuida para novas garrafas

ou placas na diluigdo desejada.

3.3.2. Tratamento das celulas com DDE

Ap0s as células atingirem a confluéncia (aproximadamente 1x10° células/pogo de
1,6 cm de didmetro, 6x10°® células/placa de 10 cm de didmetro ou 3x107 células/placa de 15
cm de didmetro), o meio de cultura foi substituido por outro sem soro. As incubacdes com
DDE, partindo de uma solugdo estoque de 35 mM de DDE em etanol 98% preparada

imediatamente antes do uso, foram feitas na estufa de CO, a 37°C de diferentes formas.
3.3.2.1. Incubagées para extracido do DNA e medidas de fluorescéncia
As células cultivadas em placas de 15 cm de didmetro foram incubadas com

DDE nas concentragdes finais de 50 pM, 60 M ou 70 pM em 15 mL de meio de cultura

sem soro conforme descrito abaixo:
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a) adi¢do de solu¢ido de DDE para a concentragio final de 60 uM. A incubagio

fol feita por 50 minutos e o0 DNA foi extraido para medida de fluorescéncia;

b) adi¢io de solucdo de DDE para a concentragdo final de S0 uM. A incubagio
foi feita por 1 hora e 45 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo
DDE foi substituido por meio de cultura suplementado com SFB ¢ as células
foram incubadas por mais 2 horas, 6 horas ou 22 horas antes de ser extraido o

DNA para medida de fluorescéncia;

¢) adig@o de solugdo de DDE para a concentragdo final de 70 uM. A mcubagio
foi feita por 50 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo DDE foi
substituido por meio de cultura suplementado com SFB e as células foram
incubadas por mais 3 horas, 6 horas ou 8 horas antes de ser extraido o DNA

para medida de fluorescéncia.

Paralelamente foi extraido DNA de células nio submetidas ao tratamento com

DDE (controle).

3.3.2.2. Incubagoes para medidas de viabilidade celular

As incubagdes foram feitas de quatro diferentes formas:

a) as celulas cultivadas em pogos de 1,6 cm de diametro foram incubadas com
DDE na concentrag@o final de 65 pM em 1,5 mL de meio de cultura sem soro
por 1 hora, 3 horas, 7 horas e 9 horas. Apds o término de cada periodo de
incubagdo, a viabilidade celular foi determinada pelo método de coloracio

com azul de tripan;

b) as ceélulas cultivadas em pogos de 1,6 cm de didmetro foram incubadas com
DDE na concentragdo final de 65 pM em 1,5 mL de meio de cultura sem soro
por 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas e 24 horas. Apds o término de cada

periodo de incubagdo, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do

MTT;
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¢) as células cultivadas em pogos de 1,6 cm de didmetro foram incubadas com
300 uM de BSO em 1 mL de meio de cultura sem soro por 3 horas e, em
segutda, 65 pM de DDE em 1,5 mL de meio de cultura sem soro por 2 horas,
4 horas, 8 horas e 24 horas. Apos o término de cada periodo de incuba¢io, a

viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT;

d) as células cultivadas em pogos de 1,6 cm de didmetro foram incubadas com
DDE nas concentragdes finais de 1 pM, 6 pM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM e 100
uM em 1,5 mL de meio de cultura sem soro por 5 horas. Apds esse periodo de

incubaco, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT.

Paralelamente, foram feitas medidas de viabilidade de células ndo submetidas a
qualquer tratamento (controle) e incubadas com L-butionina-[S, R]-sulfoximina (BSQ) e/ou

etanol nas concentragdes correspondentes as presentes em cada incubagio com DDE.

3.3.2.3. Incubagoes para dosagem de sulfidrilas nao proteicas (NPSH)

As células cultivadas em placas de 10 cm de didmetro foram incubadas com
DDE nas concentragdes finais de 65 pM ou 100 pM em 10 mL de meio de cultura sem soro

por diferentes intervalos de tempo como descrito abaixo:

a) adi¢do de solug¢do de DDE para a concentragdo final de 65 pM. As células
ficaram expostas ao aldeido por 2,5 horas, 3 horas e 4 horas. Apds o término

de cada periodo de incubacio, foi feita a lise para dosagem de NPSH;

b) adi¢do de solugdo de DDE para a concentragdo final de 65 uM. As células
ficaram expostas ao aldeido por 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 8 horas ¢
24 horas. Apds o término de cada periodo de incubagio, foi feita a lise para

dosagem de NPSH;

¢) adi¢do de solu¢do de DDE para a concentra¢do final de 100 uM. As células

ficaram expostas ao aldeido por 1,5 horas, 2,5 horas, 3,5 horas e 4,5 horas.
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Apds o término de cada periodo de incubagdo, foi feita a lise para dosagem de

NPSH.

Paralelamente, foram feitas dosagens de NPSH de células nio submetidas a
qualquer tratamento (controle) e incubadas com etanol nas concentragdes correspondentes

as presentes nas incubagdes com DDE.

3.3.2.4. Incubacées para medidas de fragmentacdo do DNA

As células cultivadas em pogos de 1,6 cm de didmetro foram incubadas com
diferentes concentragdes de DDE por diferentes intervalos de tempo como descrito abaixo:

a) adigo de solucZo de DDE para as concentragdes finais de 6 uM, 12,5 pM, 25

pM e 50 uM. As células ficaram expostas ao aldeido por 3 horas. Apds esse

periodo foi seguido o procedimento para a determina¢io da porcentagem de

DNA fragmentado;

b) adigdo de solugdo de DDE para a concentragio final de 100 uM em 1 mL de
meio de cultura sem soro. As células ficaram expostas ao aldeido por 3 horas,
5 horas, 8 horas ¢ 24 horas. Apds o fim de cada periodo de incubagio, fol
seguido o procedimento para a determinacdo da porcentagem de DNA

fragmentado.
Paralelamente foram feitas medidas da fragmentacio do DNA de células nio

submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com etanol nas concentracdes

correspondentes as presentes nas incubagdes com DDE.

3.3.2.5. Incubacgées para andlise da formagdo de adutos em DNA

As células cultivadas em placas de 15 cm de didmetro foram incubadas com
diferentes concentragdes de DDE em 15 mL de meio de cultura sem soro por diferentes

intervalos de tempo como descrito abaixo:
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a) adigdo de solugdo de DDE para a concentragio final de 50 uM. A incubagio

fol feita por 5 horas;

b) adigdo de solu¢do de DDE para a concentragdo final de 65 pM. A incubagzo
for feita por 50 minutos e, em seguida, o meio de cultura contendo DDE foi
substituido por meilo de cultura suplementado com SFB e as células foram

incubadas por mais 2 a 3 horas antes de ser extraido o DNA;

¢) adigdo de solugdo de DDE para a concentragdo final de 65 pM. A incubagio

foi feita por 5 horas,

d) adi¢do de solugdo de DDE para a concentragdo final de 100 pM. A incubagio

foi feita por 5 horas.

Ap6s o fim de cada periodo de incubagdo, foi iniciada a extragdo do DNA para a
verificagdo de formagdo de adutos. Paralelamente foram feitas as mesmas medidas em

células ndo submetidas ao tratamento com DDE (controle).

3.3.3. Viabilidade celular

3.3.3.1 Determinac¢do da viabilidade celular pelo método de colovacio com

azul de tripan

Solugdes
PBS: 137 mM Na(l, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na,HPO,, pH 7,0.
Azul de tripan: 0,4% de azul de tripan em agua (p/v).

Este método se baseia no principio de que células vidveis nio adquirem
coloragdo, enquanto as células nao-vidveis adquirem (Patterson, 1979).

Apds os tratamentos (item 3.3.2.2.a), as células (~ 1 x 10%) foram lavadas 2 vezes
com PBS e ressuspensas em 2 mL desse tamp#o. Em umn tubo foram misturados 500 pl de
solugdo de azul de tripan, 200 pL de PBS ¢ 300 uL da suspenséo de células. Apés 5 min foi
iniciada a contagem utilizando-se um hemocitémetro.
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Cada quadrado do hemocitdmetro, com a laminula no local certo, representa um
volume total de 0,1 mm?® ou 10 cm®. Desde que | cm® equivale a aproximadamente 1 mL, a
subseqiiente concentragio de células por mL e o numero total de células foram
determinados usando-se os seguintes célculos:

células/mL = média das células contadas em cada quadrado x fator de diluigdo x
10

total de células = células/mL x volume original da solugdo da qual a amostra de

células foi removida
viabilidade celular (%) = células viaveis totais (ndo coradas) + total de células

(coradas e n3o coradas) x 100

O grafico de sobrevivéncia relativa foi feito dividindo-se a viabilidade das

células tratadas pela viabilidade das células controles.

3.3.3.2 Determinagc%o da viabilidade celular pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)

Solugdes

Solucdo de lise: 10% SDS em 1:1 dimetilformamida:agua v/v, pH 4,8.

O método, originalmente descrito por Mosmann (1983), se basela na conversdo
do sal tetrazdlio (MTT) para o produto colorido formazan, cuja concentragdo pode ser
medida espectrofotometricamente. Essa conversdo ocorre, principalmente, em mitocondrias
intactas e, portanto, células vidveis (Hansen e col., 1989).

As células foram semeadas numa densidade de 5x10° células/pogo em placas de
24 pocos (1,6 cm &) e incubadas por 16 horas a 37°C em meio de cultura suplementado
com SFB. Para constru¢io da curva padrio, foram plaqueadas de 1x10* a 6x10°
células/pogo (1x10% 3x10%, 6x10%, 9x10%, 1x10° 3x10°, 6x10°) em duplicata e incubadas

pelo mesmo periodo de tempo (16 horas).
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Apbs esse periodo, as células foram incubadas como descrito nos itens
3.3.2.2.b,c,d. Paralelamente, células controle foram incubadas com concentragdo de etanol
(0,13% v/v) equivalente a presente nas solugdes de incuba¢do cora DDE. Ao final de cada
incubac@o, o meio de cultura foi substituido por outro sem soro ao qual foram adicionados
300 uL de solugdo de MTT. Apds duas horas de incubagdo a 37°C, o meio contendo MTT
foi removido com cuidado para que nio fosse aspirado o formazan precipitado no pogo. Fol,
entdo, adicionado 1 mL da solugdo de lise a cada pogo. Apds solubilizagdo dos precipitados,

foi feita a medida de absorbancia a 595 nm.

3.3.4. Dosagem de sulfidrilas ndo proteicas (NPSH)

Solucdes
PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KC], 1,47 mM Na,HPO,, pH 7,0.
Solucao A: 2M HCIO,, 4mM EDTA.
Solucio B: 2M NaOH.
Solug¢édo C: 300 mM tampio fosfato, pH 8.
DTNB: 3,5 mM DTNB em tampao fosfato 100 mM, pH 7.

Apds 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
suspensdes 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
auxilio de pipeta Pasteur. Foi feita nova centrifugagdo a 1500 g por 5 min a 10°C, o
sobrenadante removido e o precipitado ressuspenso em 250 uLL de PBS.

Em seguida, as células foram lisadas e desproteinizadas com adi¢do de 250 puL da
solugdo A. As suspensdes 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 proteinas.
Para a dosagem de NPSH, 200 pL de sobrenadante foram neutralizados pela
adi¢do de 62 pL da solugdo B € 800 uL da solugiio C. O volume de 1 mL dessa solugéo fo]

transferido para uma cubeta e foram adicionados 7 uL da solucio de DTNB. A absorbincia
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a 412 nm, devida a formacdo de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), foi verificada 1 minuto apds a
adicdo de DTNB: 2GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB.

A concentracio de NPSH foi determinada utilizando-se um coeficiente de
extingio molar de 13600 M'cm™ (Ellman, 1959). A concentra¢io proteica do precipitado
foi determinada pelo método de Bradford. A concentragio de NPSH foi expressa por pg de

proteina.

3.3.5. Dosagem de proteinas - método de Bradford

Solugdes
Reagente para dosagem: 100 mg de azul brilhante de coomassie G-250 dissolvidos em
50 mL de etanol 95%. A essa solu¢do foram adicionados 100 mL de acido fosférico
85% (p/v). A solugdo resultante foi diluida para o volume final de 1 litro.
Solucdo A: 0,15 M NaCl.
Soluc¢io B: 300 mM NaOH.

O método se baseia na observa¢io de que o azul brilhante de coomassie G-250 se
converte da forma vermelha para a azul apos ligagdo a proteina. O complexo ¢ formado
rapidamente (2 minutos), permanece disperso em solu¢do por um tempo relativamente
longo (1 hora) e tem um alto coeficiente de extingdo, o que permite grande sensibilidade na
dosagem das proteinas (Bradford, 1976).

A curva padrio para dosagem das proteinas foi construida utilizando-se albumina
de soro bovino (10 a 100 pg de albumina em 100 pL de solugdo). As solugdes de proteina
foram preparadas na solug@o A. Aos tubos contendo 100 uLL de solugdo de proteina foram
adicionados 5 mL da solugdo para dosagem. Apds agitacdo, a absorbéncia a 595 nm foi
medida em cubetas de 3 mL contra o branco contendo 100 pL da solugdo A ¢ 5 mL da
solugdo para dosagem. A massa de proteina foi, entdo, plotada contra a absorbincia
correspondente, resuttando na curva padrédo para determinagdo do conteudo de proteinas em
amostras desconhecidas.

Para a dosagem de proteinas nas amostras, os precipitados foram ressuspensos

em 400 puL da solugio B. As solugdes de proteinas foram preparadas juntando-se 20 ulL de
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cada amostra com 80 pL da solucio A. As solugdes resultantes foram adicionados 5 mL da

solugdo para dosagem e a leitura da absorbancia feita como descrito acima.

3.3.6. Medida de fragmentag¢do do DNA

Solugdes
PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCl, 1,47 mM Na,HPO,, pH 7,0.
Tripsina: 0,05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo 1mM de EDTA.
Meijo de lise: 2% SDS, 10 mM Tris, 10 mM EDTA, S0 mM NaOH.
Soluc¢ao A: 0,12 M KCI.
Soluc¢io B: 0,1 N HCI.
Solucio C: 5% TCA.

O método se baseia no principio de que o DNA intacto, de alto peso molecular,
precipita associado a nucleoproteinas, na presenca de SDS, enquanto o DNA fragmentado é
liberado no sobrenadante (Olive, 1988).

As células foram semeadas numa densidade de 3x10° células/pogo em placas de
24 pogos (1,6 cm ) e incubadas por 24 horas a 37°C. Apos esse periodo, foi feita marcagio
do DNA das células com [°H] timidina (0,5 pCi/mL) em meio de cultura suplementado com
SEB por 20 horas, seguida por um periodo de recuperagiio de 2 horas em meio frio. Esse
procedimento assegura a ndo existéncia de radioatividade incorporada em pequenos
fragmentos resultantes da replicagio do DNA. Em seguida, as c€lulas foram lavadas com
PBS e incubadas com DDE ou etanol como descrito no item 3.3.2.4.

Ao final de cada incubagio, as células foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e a
cada pogo foram adicionados 300 pL de solugdo de tripsina. As células foram transferidas
para tubos Eppendorf aos quais foram adicionados 300 nL. do meio de lise. Em seguida,
foram adicionados 300 pL da solugdo 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.

Apés a formagdo do complexo nucleoproteico, os tubos foram submetidos a uma
centrifugacdo a 1500 g, 4°C, por 10 minutos, para a separagio deste. Os sobrenadantes

obtidos foram neutralizados pela adi¢do de 70 uL da solugdo B e secos a vacuo até que
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restassem 100 pL de solugdo. Os precipitados foram ressuspensos em agua deionizada e
aquecidos a 65°C. Ambos foram transferidos para pequenos quadrados de papel absorvente
Whatmann n® 17. O material acido-insoltvel foi precipitado nos filtros com a solugdo C.
Posteriormente esses papéis foram lavados com etanol e acetona. Apds secos, foram
transferidos para frascos de contagem de cintilacio contendo 10 mL de liquido de cintilagdo
¢ a radioatividade presente em cada amosira fo: medida em contador de cintilagdo liquida.

O calculo da porcentagem de DNA fragmentado foi feito da seguinte forma:

%DNA fragmentado = [cpm sobrenadante + (cpm sobrenadante+cpm precipitado)] x 100.

3.3.7. Extra¢ao do DNA

Solucgdes
Solugio A: 0,2% de SDS em DES (5 mM CDTA, IM de LiCl, 50 mM Tris/HCI pH 8,0
e 1M uréia)
Solugio B: ] mM CDTA ¢ 10 mM de Tris/HCI, pH = 7,5.
RNAse livre de DNAse: 10 mg de RNAse em | mL de tampao acetato de sodio 10 mM,
pH 5,2. Aquecer a 100°C por 15 min.

O DNA gendmico foi extraido por adigdo de 2 mL da solu¢do A a cada placa
contendo cerca de 3x107 células. A solugio contendo as células foi transferida para um tubo
e, a esta mustura, foram adicionados 100 ug/mL de proteinase K. Apds incubagZo (over-
night) a 37°C, o DNA fot precipitado com 0,5 volume de isopropanol e transferido com um
fino bastdo de vidro para um tubo contendo volume da solug@o B suficiente para dissolveé-
lo. A solu¢fo fol entdo incubada com 50 pg/mL de RNAse livre de DNAse por 2 horas a
37°C. Em seguida, foram realizadas duas extra¢des (1500g, 5 min, 25°C) com igual volume
de fenol/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1) e a fase aquosa foi transferida para outro
tubo onde o DNA fo1 precipitado com 1gual volume de etanol (16000 g, 30 min, 4°C). O
DNA obtido foi lavado 2x com etanol 70%, seco ao ar e redissolvido em 4gua. Sua
concentragio fol determinada espectrofotometricamente por leitura da absorbancia a 260 nm
€ sua pureza verificada pela relagdo A,g/Asgy > 1,8. Em média foi possivel conseguir 150

ug de DNA a partir de cada placa de células.
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3.3.8. Hidrolise do DNA

O DNA extraido das células foi hidrolisado enzimaticamente para subseqliente
analise por HPLC. Para a hidrélise, foi utilizado o procedimento descrito abaixo.

Um total de 1 mg de DNA foi dissolvido em 1 mL de tampdo acetato de soédio 20
mM, pH 4,8. Em seguida, foi adicionada nuclease P1 (10 unidades para cada 100 ug de
DNA) e a amostra foi incubada a 37°C por 4 horas. Entdo, foram adicionados 150 uL de
tampao Tris-HCl 1M, pH 7,4 para cada 1 mL de solugdo e 15 unidades de fosfatase alcalina
para cada 1 mg de DNA. A amostra foi incubada a 37°C por 2 horas, filtrada e aliquotas do
DNA hidrolisado foram submetidas a analise por HPLC.

3.3.9. Andlise da presen¢a de diferentes produtos em DNA de células
incubadas com DDE por HPLC-UV/fluorescéncia e HPLC-EC

Para as analises foram utilizados dois sistemas de HPLC da Shimadzu

(Shimadzu, Kyoto, Japdo):

Sistema 3.3.9.A: duas bombas LC-10 AD, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um detector
de absorbancia, modelo SPD-10 AV, € um detector de fluorescéncia, modelo RF-535,

controlados por um modulo de comunicagio CBM-10A e o software Class LC-10AWS;

Sistema 3.3.9.B: duas bombas LC-10 AD/VP, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um
detector de absorbincia, modelo SPD-10 AV/VP, e um detector eletroquimico
amperométrico digital Antec Decade (Antec, Leyden, Holanda), controlados por um
modulo de comunicagdo SCL-10A/VP ¢ o software Class-VP.

Foram utilizadas as seguintes condi¢des de cromatografia de alta performance

em fase reversa:

Condicao 3.3.9.1: uma coluna analitica Shim-pack CLC-ODS (150 mm x 6 mm 1.d., 10
um) da Shimadzu foi eluida com um gradiente de formiato de amoénio (25 mM, pH 5,5)
e acetonitrila (de 0 a 30 min, 5 a 30% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 30 a 50% de
acetonitrila; de S0 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 absorbédncia foi monitorada a 260 nm para
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andlise dos nucleosideos nio modificados e quantificagdo de 2’-desoxiguanosina, € a

fluorescéncia emitida foi monitorada a 420 nm (A, = 300 nm).

Condic#o0 3.3.9.2: uma coluna analitica Shim-pack CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5
um) da Shimadzu foi eluida com um gradiente de formiato de aménio (25 mM, pH 35,5)
e acetonitrila (de 0 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 absorbdncia foi monitorada a 225 nm para
analise dos nucleosideos ndo modificados € quantificagdo de 2’'-desoxiguanosina, e a

fluorescéncia emitida foi monitorada a 420 nm (A, = 300 nm).

Condicio 3.3.9.3: uma coluna analitica Spherex 5 C18 (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 pm) da
Phenomenex (Torrance, CA) foi eluida com uma solugdo de fosfato de potassio (50 mM
KH,PO,, pH 5,5) contendo 10% de metanol e 1,2 mM de EDTA a um fluxo de 1
mL/min. A absorbancia foi monitorada a 285 nm para andlise dos nucleosideos ndo
modificados e quantificagdo de 2’-desoxiguanosina. Foi feita detecgio eletroguimica em

potencial de + 600 mV.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados e degaseificados. A
estimativa da quantidade de DNA em cada injeg&o fo1 obtida a partir da quantifica¢do de 2'-
desoxiguanosina em cada amostra. Foi utilizado o seguinte calculo: pmol dG x 324,5
(média da massa molecular dos nucleotideos) x 4 = ug de DNA. Para essas quantificagdes,
foram construidas curvas de calibragio de 2'-desoxiguanosina utilizando-se as mesmas

condi¢des de HPLC em que foram injetadas as amostras de DNA.

3.3.10. Tratamento estatistico dos dados

A analise estatistica dos dados fot feita através do teste t para comparagdo entre

duas populagdes. Foram consideradas significativas as diferencgas com p< 0,05.
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3.4. Andlise da formacdo de adutos entre 2 -desoxiguanosina e DDE in vitro

3.4.1. Condi¢oes para separacdo e purificacdo dos diferentes produtos por

HPLC

Para as andlises foi utilizado um sistema de HPLC da Shimadzu (Shimadzu,
Kyoto, Japdo) incluindo duas bombas LC-10 AD, um injetor Rheodyne (Cotati, CA), um
detector de absorbancia, modelo SPD-10 AV, e um detector de fluorescéncia, modelo RF-
535, controlados por um modulo de comunicagdo CBM-10A e o software Class LC-
10AWS.

Foram utilizadas as seguintes condigdes de cromatografia de alta performance

em fase reversa:

Condicdo 3.4.1.1: uma coluna analitica Shim-pack CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm i.d., 5
um) da Shimadzu foi eluida com um gradiente de formiato de amdnio (25 mM, pH 5,5)
e acetonitrila (de 0 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 absorbancia for monitorada a 254 nm e a

fluorescéncia emitida foi monitorada a 420 nm (A, = 300 nm).

Condig¢do 3.4.1.2: uma coluna semi preparativa Luna 10 C8(2) (250 mm x 10 mm 1.d., 10
pm) da Phenomenex foi eluida com um gradiente de formiato de aménio (25 mM, pH
5,5) e acetonitrila (de 0 a 30 min, 5 a 20% de acetonitrila; de 30 a 50 min, 20 a 40% de
acetonitrila; de 50 a S5 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 absorbéncia fo1 monitorada a 254 nm e a

fluorescéncia emitida foi monitorada a 420 nm (A, = 300 nm).

Condigdo 3.4.1.3: uma coluna semi preparativa Luna 10 CI18(2) (250 mm x 10 mm 1.d.,
10 pm) da Phenomenex foi eluida com um gradiente de formiato de aménio (25 mM, pH
5,5) e acetonitriia (de 0 a 5 min, 5% de acetonitrila; de 5 a 30 nmin, 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; ¢ de 55 a 65 min, 100 a 5% de acetonitrila) a um fluxo de 4,7 mL/min. A

absorbancia foi monitorada a 225 nm.
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Condicido 3.4.1.4: uma coluna analitica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 um) da
Phenomenex fol eluida com um gradiente de dgua e acetonitrila (de 0 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 a2 65 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbéncia fol monitorada a 225 nm.

Condicao 3.4.1.5: uma coluna analitica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 um) da
Phenomenex foi eluida com um gradiente de dgua e acetonitrila (de 0 a 5 min, 5 a 25%
de acetonitrila; de 5 a 10 min, 25 a 30% de acetonitrila; de 10 a 25 min, 30 a 40% de
acetonitrila; de 25 a 35 min, 40 a 100% de acetonitrila; € de 35 2 45 min, 100 a 5% de

acetonitrila) a um fluxo de 1 mL/min. A absorbancia fo1 monitorada a 280 nm.

Condicdo 3.4.1.6: uma coluna analitica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 pm) da
Phenomenex fot eluida com um gradiente de dgua e acetonitrila (de 0 a S 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

absorbancia for monitorada a 280 nm.

Condicdo 3.4.1.7: uma coluna analitica Luna C18(2) (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 pm) da
Phenomenex foi eluida com um gradiente de dgua e acetonitrila (de 0 a 5 min, 5 a 15%
de acetonitrila; de 5 a 10 min, 15 a 20% de acetonitrila; de 10 a 35 min, 20 a2 30% de
acetonifrila; 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 absorbéncia foi monitorada a 280 nm.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados e degaseificados.
3.4.2. Sintese do padrio 1,N*-eteno-2 -desoxiguanosina

O padrdo 1,N*-edGuo foi obtido a partir da reacio de dGuo com cloroacetaldeido
como descrito por Sattsangi e col. (1977), com algumas modificagdes. Em resumo, 300 ulL

de uma solugZo aquosa 2M de cloroacetaldeido (0,6 mmol) foram adicionados a uma

solugdo de dGuo (0,04 mmol em 10 mE de tampido fosfato S0 mM, pH 6,4). O controle
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consistiu na incubagio de dGuo em tampdo fosfato (50 mM, pH 6,4) sem adigdo de
cloroacetaldeido.

As incuba¢des foram feitas por 4 dias sob agitagdio a 37°C. Posteriormente o
aduto foi purificado por HPLC (condigdes 3.4.1.2, 3.4.1.3 ¢ 3.4.1.4) e suas caracteristicas
espectroscopicas foram avaliadas por espectros de UV, ESUMS e '"H RMN.

3.4.3. Determinacdo da concentragdo de peroxidos no THF

Os experimentos na presenga de peroxidos foram feitos utilizando-se
tetraidrofurano que havia estado previamente exposto a luz, a qual induz 2 formagdo dos
peroxidos. A concentragdo de perdxidos no THF utilizado foi determinada pelo ensaio do
Fe?*/alaranjado de xilenol (Jiang € col., 1991). Este método se baseia na rapida oxidagéo de
Fe?*, mediada por hidroperéxidos, sob condigdes acidas (Fe** + ROOH — Fe¥™ + RO* +
OH"). Fe** forma um croméforo com o alaranjado de xilenol que absorve fortemente a 560
nm.

Para as medidas, foi preparada uma solugdo aquosa contendo 250 uM de Fe?*, 25
mM de H,SO,4, 100 pM de alaranjado de xilenol e 4 mM de BHT (a solu¢io original de Fe**
fo1 preparada em H,SO, para evitar a sua autoxida¢io e a solugio mie de BHT foi
preparada em 90% de metanol). A um volume de 900 pL dessa solucio foram adicionados
100 pL de diferentes solugdes contendo diferentes concentragdes de THF em agua. A
concentracdo de peroxidos no THF foi determinada pela medida da absorbancia a 560 nm (e

= 4,3 x 10* M"'em™) multiplicada pela diluigio.

3.4.4. Reacgio de 2’-desoxiguanosina com DDE na presenga de perdxidos:

sintese e purificacdo dos adutos

Diferentes condigdes de incubagao foram testadas até chegarmos na condigo

3.4.4.3 que proporcionou melhor rendimento (= 0,5%) de cada um dos adutos:
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Condicio 3.4.4.1: DDE (0,34 mmol, 52 mg) dissolvido em 1 mL de THF contendo
aproximadamente 800 pumoles de perdxidos foi adicionado a solugdo de dGuo (0,034
mmol, 9 mg) preparada em 1 mL de tampio fosfato (50 mM, pH 7,4). A incubagio fo1

feita sob agitac@o a 37°C por 24 horas.

Condicdo 3.4.4.2: DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em | ml de THF contendo
aproximadamente 800, 1600, 3200, 4800, 5600, 6400, 8000 ou 11200 umoles de
peréxidos foi adicionado a solugdo de dGuo (0,068 mmol, 18 mg) preparada em 1 mL
de tampdo carbonato-bicarbonato (50 mM, pH 9,4). A incubagio fo1 feita sob agitacio a

37°C por 24 horas.

Condicfo 3.4.4.3: DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em 1 mL de THF contendo
aproximadamente 32 pmoles de perdxidos foi adicionado a solugdo de dGuo (0,068
mmol, 18 mg) preparada em 1 mL de tampdo carbonato-bicarbonato (200 mM, pH 9,4).

A 1ncubagio foi feita sob agitagdo a S0°C por 48 horas.

Os controles consistiram na incuba¢io de 2’-desoxiguanosina nas mesmas
condi¢des sem adi¢do de DDE.

Apds o fim de cada incubagio, o excesso de aldeido foi removido por 2 extragdes
com 1gual volume de cloroférmio. Foi, entfio, feita a cromatografia liquida da fase aquosa
resultante, utilizando-se, primeiramente, a condi¢do de HPLC 3.4.1.2 e, posteriormente, a
condi¢do 3.4.1.3 para a separagdo e primeira purificagdo dos adutos. As fragdes
correspondentes aos adutos Al e A2 foram liofilizadas e repurificadas através das condi¢des
de HPLC 3.4.1.4 e 3.4.1.7, respectivamente, apos terem sido testadas as condi¢des 3.4.1.5 ¢
3.4.1.6. Os outros adutos que apresentaram tempo de retengio intermediario também foram

coletados e concentrados para posterior caracterizagdo quimica (figura 4.19).

3.4.5. Pré-purificacdo de amostras através de tubos de fase sélida Supelclean

LC-18

Em alguns casos, para a separagdo dos adutos mais hidrofébicos resultantes da

rea¢gao de dGuo com DDE na presenga de perdxidos, em relagdo aos nucleosideos nio

7 7
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modificados, foram feitas pré-purificagdes utilizando-se tubos de fase sélida Supelciean L.C-
18. Esse procedimento teve a finalidade de facilitar a purificagdo desses produtos.

A coluna fol equilibrada com 2 mL de acetonitrila e, em seguida, com 4 mL de
uma soluciio 10% de acetonitrila em tampao formiato de aménio (25 mM, pH 35,5). Um
volume de 2 mL de amostra foi colocado em contato com a coluna e a eluigdo dos produtos
mais polares fol feita com 3 mL da solugio 10% de acetonitrila em tampdo formiato de
ambdnio (25 mM, pH 5,5). Em seguida, a coluna foi lavada com 4 ml de acetonitrila para

eluir os produtos menos polares, 0s quais foram, posteriormente, analisados por HPLC.

3.4.6. Caracterizacdo quimica dos adutos

Os adutos, apds serem purificados em massa suficiente (= 5 mg), foram

caracterizados pela analise de espectros de UV, 'H RMN, *C RMN e ESI/MS.

3.4.6.1. Espectros de absorbdncia (UV)

Solugdes
Solugio A: HCIVKCI 50 mM, pH 1
Solucdo B: tampao fosfato SO mM, pH 7

Solugio C: tampio carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 11

Os espectros de absorbancia em UV (210 a 350 nm) foram obtidos em pH 1, pH
7 e pH 11. Para isso, aliquotas de mesmo volume da solu¢gdo de cada aduto foram
adicionadas a volumes iguais de trés solugdes diferentes (A, B e C), totalizando volumes

finais de 1 mL.

3.4.6.2. Espectros de ressondincia magnética nuclear (RMN)

Apds completamente secos, os adutos foram solubilizados em aproximadamente
700 pL. de DMSO-d,. Apos obtengiio dos espectros em DMSO-dg, foram adicionados 100

uL de D,O a cada tubo e feitos novos espectros de 'H RMN para que se pudesse confirmar a
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presencga de protons que sofrem rapida troca quimica (prétons ligados a dtomos de oxigénio
ou nitrogénio) nas estruturas.

No caso do aduto A1 foi necesséria a obtencdo de apenas espectros de 'H RMN
para confirmag¢do da sua estrutura. A estrutura dos adutos A2-1 e A2-2 s6 foi confirmada
apds terem sido obtidos espectros de 'H RMN, 'H-'H COSY, "C RMN, DEPT, correlagdes
beteronucleares a curta distincia 'H~-"C (HMQC) e correla¢des heteronucleares a longa
distdncia 'H-"C (HMBC). Os espectros foram obtidos nos espectrometros DPX-300 e
DRX-500 MHz da central analitica do Instituto de Quimica da USP e foram registrados com

e sem supressdo do pico de agua. Os picos dos solventes foram usados como referéncias.

3.4.6.3. Espectros de massas (ESI/MS)

Os espectros de massas foram obtidos com ionizag¢do por electrospray no modo
positivo em um espectréometro com triplo quadrupolo Quattro IT da Micromass. Uma bomba
LC-10AD da Shimadzu conectada a um divisor de fluxo (splitter) foi utilizada para
bombear o eluente, uma mistura de agna e acetonitrila (50:50), diretamente para o
espectrometro a um fluxo de 7 pL/min. As amostras dissolvidas em solu¢des aquosas
contendo 0,2% de 4cido férmico (v/v) foram injetadas na fase movel através de um injetor
Rheodyne conectado a um loop de 10 ou 20 pL. Foi utilizado o intervalo de relagio
massa/carga (m/z) de 100 a 600 Da para obtengio dos espectros em MS, com diferentes
voltagens de cone. Os espectros em MS, foram obtidos no mesmo intervalo com a voltagem
do cone em 15 V, pressdo do gas de colisdo (argdnio) na célula de colisio em 6,7 x 107
mbar e energia de colisdo em 10 eV. Em ambos os casos, a temperatura da fonte foi mantida
emn 100°C e os fluxos dos gases de secagem e nebulizagdo (nitrogénio) foram ajustados para
350 e 10 L/h, respectivamente. O potencial do capilar foi ajustado para 3,10 kV e do
eletrodo HV para 0,3 kV. Os dados foram processados com o software MassLynx da

Micromass,
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3.4.7. Determinagdo dos coeficientes de extingdo molar (5 dos adutos

Os coeficientes de extingdo molar dos adutos Al, A2-1 e A2-2, para serem
utilizados nos experimentos de quantificagdo, foram determinados através de uma
metodologia que envolveu medidas de "H RMN e absorbancia em UV.

Priroeiramente foram determinadas as concentragdes dos adutos solubilizados em
D,0 por 'H RMN utilizando-se DSS como padrdo intermo. Trés tubos de RMN com

concentracoes diferentes de DSS e de cada aduto foram preparados como descrito abaixo:
Tubo 1: 0,1 mg DSS + 200 pL da solugdo do aduto Al (Vg,, = 650 pL)
Tubo 2: 0,2 mg DSS + 400 pL da solugdo do aduto A1 (Vi,,, = 650 pL)

Tubo 3: 0,5 mg DSS + 600 pL da solugio do aduto A1 (Vg =850 pL)

Tubo 4: 0,1 mg DSS + 150 ul. da solugdo do aduto A2-1 (Vg,, = 650 pl)
Tubo 5: 0,2 mg DSS + 400 uL da solugdo do aduto A2-1 (V. =650 pL)

Tubo 6: 0,5 mg DSS + 600 1L da solugao do aduto A2-1 (Vg,,, = 850 pL)

Tubo 7: 0,1 mg DSS + 150 uL da solugio do aduto A2-2 (Vg = 650 pL)
Tubo 8: 0,2 mg DSS + 400 pL da solugdo do aduto A2-2 (Vi,, =650 pl)

Tubo 9: 0,5 mg DSS + 600 pL da solugao do aduto A2-2 (Vi = 850 uL)

A partir da relagiio entre a média das dreas dos prétons do DSS e a média das
areas dos protons dos adutos em cada solugo, foi possivel determinar as concentragdes de
cada aduto nos diferentes tubos, uma vez que eram conhecidas as concentragdes de DSS.

Posteriormente, aliquotas de cada uma das amostras dos tubos de RMN foram
diluidas com volumes apropriados das solugdes para medidas de absorbancia em pH 1, pH 7
e pH 1l (item 3.4.6.1). Apdos as medidas de absorbancia das solu¢des em diferentes
comprimentos de onda, os valores de € foram determinados pelas razdes entre os valores de

absorbancia e concentra¢cdo em molaridade.
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3.4.8. Reac¢do de DNA de timo de bezerro com DDE na presenga de peroxidos

Uma solugdo de DDE (61 mg, 0,4 mmol) preparada em 0,5 mL de THF contendo
peroxidos na concentra¢io de 32 mM foi adicionada ao DNA de timo de bezerro (5 mg)
dissolvido em 1 mL de tamp3o carbonato-bicarbonato (200 mM, pH 9,4). A solugido
resultante for incubada sob agitagdo a 50°C por 24 horas. Ao final do periodo de incubag@o,
o excesso de aldeido fo1 removido através de duas extragdes com igual volume de
cloroférmio. A solugfo foi seca sob vacuo e o DNA foi ressuspenso em 500 ul. de dgua. A
precipitagio do DNA foi obtida pela adigdo de 50 pL de tamp&o acetato de sodio 3 M (pH
5) e 1 mL de etanol. A suspensao 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 dgua.
A concentragdo de DNA na solugio final foi determinada pela medida de absorbancia a 260
nm.

Uma aliquota dessa solugdo, contendo 1 mg de DNA, foi ressuspensa em 1 mL
de tamp@o acetato de sédio 20 mM (pH 4,8) e digerida com 50 unidades de nuclease P1 a
37°C durante uma noite. Em seguida, foram adicionados 120 gL de tampao Tris-HCl 1 M
(pH 7,4) e 5 unidades de fosfatase alcalina e a solugio incubada a 37°C por mais 2 horas.
Apos filtragio, os hidrolhisados foram analisados através da condi¢io de HPLC 3.4.1.4 e as
fragdes eluindo entre 13 ¢ 17 min (contendo o aduto A1) 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/ESI/MS-MS (item 3.5.2.4). O mesmo procedimento foi adotado
para 0 DNA incubado na auséncia de DDE (DNA controle).

3.4.9. Rea¢do de 2 "-desoxiguanosina com DDE sem adi¢do de peroxidos

DDE (0,68 mmol, 104 mg) dissolvido em 1 mL de acetonitrila foi adicionado &
solugdo de dGuo (0,068 mmol, 18 mg) preparada em 1 mL de tampio carbonato-
bicarbonato (200 mM, pH 9,4). Apds borbulhar N, na solugdo, a incubagdo foi feita sob
agitagdo a 50°C por 48 horas.

O controle consistiu na incubagdo de 2’-desoxiguanosina nas mesmas condicdes

sem adigao de DDE.
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Apos o fim da incubag¢io, o excesso de aldeido foi removido por 2 extra¢des com
igual volume de cloroférmio. Foi, entdo, feita a cromatografia liquida da fase aquosa

resultante, utilizando-se a condi¢do de HPLC 3.4.1.4.

3.5. Padronizacdo de metodologias para deteccdo dos adutos em sistemas

bioldgicos

Para que adutos de DNA sejam inequivocamente detectados em sistemas
biolégicos, torna-se necessaria a utilizagdo de metodologias altamente sensivels e
especificas de modo a garantirem a identidade do produto detectado. Com essa finalidade,
Investimos na padronizagio de dois métodos que sdo correnternente utilizados na detec¢io

de adutos: a detec¢do eletroquimica e a detecg¢io por LC/ESI/MS-MS.

3.5.1. Detecgdo eletroquimica

3.5.1.1. Hidrdélise dcida de 1,N*-eteno-2 -desoxiguanosina

Foram utilizados dois métodos de hidrélise acida, como descrito abaixo.

Hidrolise com HF-piridina (70%): uma solugdo aquosa de 1,N*-edGuo (11 pg) foi seca a
vacuo e o residuo resultante foi ressuspenso em 100 puL de uma solugio 70% de fluoreto
de hidrogénio em piridina. Apds 2 horas 4 temperatura ambiente, a mistura de rea¢io foi
dissolvida em 500 pL de dgua e neutralizada pela adigdo de NaOH 2M. A amostra foi
liofilizada e o residuo obtido foi dissolvido em 4gua. Apds filtracio através de

membrana de 0,2 um, aliquotas da solugdo foram analisadas por HPLC (item 3.5.1.2).

Hidrélise com HCI: uma solugdo aquosa de [,M-edGuo (11 pg) foi seca a vacuo e o
residuo resultante foi ressuspenso em 1000 pL de uma solugio de HCI 0,1 N. Apds 2
horas de incubagio a 90°C, a mistura de reagio foi neutralizada pela adicio de NaOH
2M. A amostra fo1 liofilizada e o residuo obtido foi dissolvido em dgua. Apés filtragio

através de membrana de 0,2 pm, aliquotas da solugdo foram analisadas por HPLC (item

3.5.1.2).
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3.5.1.2. Deteccdo de 1,N*-eteno-2 -desoxiguanosina e 1,N°-etenoguanina

Foi utilizado um sistema de HPLC da Shimadzu incluindo duas bombas LC-10
AD/VP, um injetor Rheodyne, um detector de absorbincia, modelo SPD-10 AV/VP, e um
detector eletroquimico amperométrico digital Antec Decade, controlados por um mdédulo de
comunica¢do SCL-10A/VP ¢ o software Class-VP.

A condigdo cromatogrifica utilizada consistin em uma coluna analitica
Supelcosii LC-18 (250 mm x 4,6 mm 1.d., 5 um) da Supelco eluida com uma solugdo de
fosfato de potassio (50 mM KH,PO,, pH 5,5) contendo 10% de metanol ¢ 1,2 mM de
EDTA a um fluxo de 1 mL/min. A absorbancia foi monitorada a 280 nm e o potencial de

detec¢do eletroquimico fo1 ajustado para + 800 mV.

3.5.1.3. Eletrovoltamograma de 1,N’-etenoguanina

Com o intuito de se determinar o melhor potencial para detec¢do do aduto 1,N*-
etenoguanina, foi feito o seu eletrovoltamograma. Para 1sso, massas constantes do aduto
foram injetadas na condigZo de HPLC do item 3.5.1.2. A raz3o entre as areas dos picos do
aduto na detecgdo eletroquimica ¢ na detecgZo por absorbincia em potenciais decrescentes
foi plotada em fung¢do do potencial aplicado na célula de detecgido eletroquimica (intervalo:

500 2 1000 mV).

3.5.1.4. Hidrolise acida do DNA

DNA de timo de bezerro (2500 pg) foi seco sob vacuo e dissolvido em 100 uL
da solugio 70% de fluoreto de hidrogénio em piridina. Ap6s 2 horas & temperatura
ambiente, a mistura de reagdo foi dissolvida em 500 puL de dgua e neutralizada pela adi¢io
de NaOH 2 M. A amostra foi liofilizada e o residuo obtido foi dissolvido em 4gua. Apds

filtragdo através de membrana de 0,2 pm, a amostra foi analisada por HPLC (item 3.5.1.2).
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3.5.2. Deteccdo por LC/ESI/MS-MS

3.5.2.1. Organizacdo do sistema

A cromatografia liquida com detecg@o por espectrometria de massas operando
com ionizagdo por electrospray no modo positivo foi feita utilizando-se uma bomba LC-
10AD da Shimadzu conectada a um divisor de fluxo (sp/itter) para bombear o eluente, uma
mistura de agua e acetonitrila (70:30 ou 50:50), através de uma coluna capilar Luna C18(2)
(150 mm x 1 mm i.d., 3 um, Phenomenex) a um fluxo de 7 uL/min para o interior do
espectrometro Quattro II da Micromass. No interior do espectrémetro, a amostra passa por
um primeiro analisador onde ¢ feita uma primeira selegdo das moléculas a serem detectadas,
dai para uma c@mara de colis@o onde ocorre a fragmentagdo das moléculas previamente
selecionadas e esses fragmentos passam através de um segundo analisador onde ocorre uma

segunda sele¢do das moléculas a serem detectadas no detector final.

3.5.2.2. Detec¢do no espectrometro de massas

Os adutos dissolvidos em solugdes aquosas contendo 0,2% de acido formico
(v/v) foram injetados na fase movel através de um injetor Rheodyne conectado a um loop de
10 ou 20 pL. Para a detecgdo foi utilizada a fungido de monitoramento de reagdo miltipla
(MRM) do espectrémetro de massas, a qual permite monitorar a fragmentagdo de ions pais
(no caso, m/z 292 e 297 ou nm/z 434 e 439) para os correspondentes ions filhos (m/z 176 e
181 ou m/z 318 e 323, respectivamente) com grande sensibilidade (a nivel de poucos
fmoles), sendo, finalmente, detectadas apenas as moléculas que apresentarem o padrdo
especifico de fragmentacio selecionado.

Todos os pardmetros do espectrémetro de massas foram ajustados para que se
obtivesse a melhor transigdo [M+H]/[M+H]" — 2-D-eritro-pentose. Os ions [M+H]" 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 pressdo do gas de colis@o (argdnio) na célula de colisfio em
6,7 x 107 mbar e a energia de colisio em 10 eV. A temperatura da fonte foi ajustada para

100°C e os fluxos dos gases de secagem e nebulizag@o (nitrogénio) para 350 ¢ 10 L/h,
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respectivamente. O potencial do capilar fot ajustado para 3,10 kV e do eletrodo HV para 0,3

kV. Os dados foram processados com o software MassLynx da Micromass.

3.5.2.3. Sintese dos padrées internos [°NJ-1,N°-eteno-2 -desoxiguanosina e

[N JA2

[*N;]-1,M-£dGuo e ["*Ns]JA2 foram obtidos a partir da rea¢do de [“N;]JdGuo
com cloroacetaldeido e DDE, respectivamente, seguida por purificagao por HPLC.

Para a sintese de [*N;]-1,M-£dGuo, foram adicionados 90 uL (0,18 mmol) de
uma solugio aquosa de cloroacetaldeido 2 M a uma solugao contendo 3 mg (0,011 mmol)
de [*N;]dGuo em 3 mL de tampao fosfato 50 mM, pH 6,4. Apds incubagZo por 4 dias sob
agitagio a 37°C, o aduto foi purificado através da condi¢do de HPLC 3.4.1.4.

Para a sintese de [*'N5]A2, uma solugio de DDE (0,27 mmol, 41,3 mg) em 1 mL
de THF contendo perdxidos na concentragdo de 32 mM foi adicionada a uma solugdo
contendo 7 mg (0,026 mmol) de ['*N;]dGuo em 1 mL de tampdo carbonato-bicarbonato 200
mM, pH 9,4. Apos incubag¢io por 48 horas sob agitagdo a 50°C, os adutos [*N;]A2 foram
purificados através da condi¢do de HPLC 3.4.1.4.

A identidade dos adutos "*N; foi confirmada pelas analises dos seus espectros de

massas.
3.5.2.4. Quantificacdo dos adutos Al e A2 em DNA

Apds bidrolise das amostras de DNA resultantes da reacdo com DDE in vitro
(item 3.4.8) ou de células incubadas com o aldeido (item 3.3.2.5), foi feita a andlise dos
adutos por LC/ESI/MS-MS como descrito acima (item 3.5.2.2). Para a quantificagdo dos
adutos por LC/ESI/MS-MS, foram construidas curvas de calibragio plotando-se as razdes
entre as areas dos picos dos adutos e respectivos padrdes internos (A1/["°N]-1,M-edGuo ou
A2/[PN]A2) em fun¢do da quantidade injetada (em fentomoles) dos adutos A1 ou A2, A
quantidade injetada dos padrdes internos foi mantida constante em 1000 fmol. A

concentragdo de dGuo nos hidrolisados foi determinada por HPLC com detec¢io por

86




Materiais e Mértodos

absorbancia (condi¢do 3.4.1.4) através da utilizagdo de curvas de calibragdo de dGuo
obtidas na mesma condi¢cdo em que as amostras foram injetadas.

Para as analises do aduto Al (m/z 292) em DNA incubado com DDE in vitro,
cada inje¢do no sistema LC/ESIUMS-MS consistiu de uma solugdo contendo a regido
cromatografica (13-17 min) coletada de 22 ng de DNA, 0,2% de &cido férmico e 1000 fmol
de [°N;]-1,M-edGuo (m/z 297). Para as anélises do aduto A2 (m/z 434), cada injegdo
consistiv de uma solu¢do contendo a regido cromatografica (39-43 min) coletada de 45 pg
de DNA, 0,2% de 4cido férmico e 1000 fmol de ['*N;]A2 (m/z 439).

Para as andlises dos aduto Al (m/z 292) e A2 (m/z 434) em DNA extraido de
células, cada inje¢do no sistema LC/ESI/MS-MS consistiu de uma solugio contendo a
regido cromatografica (13-17 min ou 39-43 min) coletada de aproximadamente 200 pg de
DNA, 0,2% de 4cido formico e 1000 fmol de ["N;]-1,M*-edGuo (m/z 297) ou [P°Ns]A2 (m/z
439).

Os padroes internos foram adicionados as solu¢des de DNA antes de serem feitas

as hidrdlises.
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4, Resultados

4.1. Danos celulares induzidos por DDE

4.1.1. Alteragdo do formato das células CVI-P apos incubagdo com DDE

No 1nicio dos nossos estudos observamos que as células CV1-P incubadas com
DDE em concentragdes entre 50 € 70 pM em meio de cultura sem soro (item 3.3.2)
apresentavam rapida alteragdo em sua aparéncia, como pode ser observado na figura 4.1,
perdendo o formato tipico de fibroblastos e adquirindo um formato esférico. Tal alterac3o ja
era visivel apds os primeiros 30 minutos de incuba¢3o com o aldeido, mas as células se
mantiveram aderidas &s placas de cultura durante todos os periodos de tratamento a que
foram submetidas. Tal observacdo nos levou a imaginar que muitas biomoléculas, como
proteinas, lipidios, RNA e DNA poderiam estar reagindo com o aldeido ou com produtos
resultantes do seu metabolismo intracelular, levando a essa altera¢io observavel no formato

das células.
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na concentragio de 65 uM por 5 horas (aumento = 50 x).

O tratamento das células foi feito como descrito no item 3.3.2.5.¢ de Materiais e Métodos.
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4.1.2. Medidas da viabilidade celular pelo método de coloracdo com azul de

tripan e pelo ensaio do MTT

Com o objetivo de avaliarmos quantitativamente a toxicidade do DDE em células
CV1-P e definirmos uma faixa de concentra¢gio de aldeido a ser utilizada nos estudos
subseqiientes, fizemos medidas da viabilidade celular através de dois métodos: o método de
exclusdo por coloragio com azul de tripan (1tem 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 sobrevivéncia relativa foi usada como
indice quantitativo de-citotoxicidade, sendo definida como a razdo entre o numero de células
viaveis nas culturas expostas ao aldeido ou ao etanol ¢ o nimero de células viaveis em uma
cultura controle.

No caso da viabilidade celular medida pela coloragdo com azul de tripan, as
células ficaram expostas a 65 uM de DDE por 1, 3, 7 ou 9 horas, podendo-se observar uma
redugao da sua sobrevivéncia relativa com o passar do tempo. Pode-se dizer que ha 50% de
células viaveis apds 8 horas de incubagdo com o aldeido (figura 4.2A). A partir de uma
comparagdo com a atividade da enzima lactato desidrogenase, foi demonstrado que essa
medida de sobrevivéncia relativa é confidvel para quantificagdo de citotoxicidade (Kaneko e
col., 1987). Em virtude de a contagem das células ao microscopio ser demorada, ficou
dificil determinar, com esse método, a viabilidade de células incubadas com etanol nos
mesmos periodos de tempo, assim como fazer as medidas de cada ponto da curva em
triplicata.

Para confirmar o dado de redugdo de viabilidade observado no experimento de
exclusdo por coloragdo com azul de tripan, fizemos medidas de viabilidade celular através
do ensaio do MTT (figuras 4.2B e 4.2C). Com esse método foi possivel fazer em triplicata
as medidas de viabilidade das células incubadas com etanol correspondentes as medidas de
viabilidade das células incubadas com DDE. Observamos, na figura 4.2B, uma redugio da
viabilidade celular com o aumento do tempo de incubagdo com 65 UM de DDE (50,7 +
11,4%, 44,3 + 3,0% e 22,5 = 1,8% de células vidveis apbs 2 horas, 4 horas e 8 horas de
incubagdo, respectivamente) e, na figura 4.2C, uma redugdo da viabilidade para 21,6 +
3,2% apos a incubagdo das células por 5 horas com 100 uM de DDE. Em uma outra

repeticdo desse experimento, foram encontrados os indices de 65,5 + 12,5% (p = 0,0127 em
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relagio ao controle) e 13,7 £7,7% (p = 0,00044 em relagdo ao controle) de células viaveis
apos 5 horas de incubagio com 50 uM e [00 pM de DDE, respectivamente.

Foi tomado o cuidado de fazer os experimentos com as células distribuidas em
uma monocamada confluente, como a apresentada na figura 4.1A. O grau de confluéncia
das células influencia os resultados obtidos, sendo os danos observados maiores quando elas

estdo mais separadas umas das outras.
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Figura 4.2: Medidas da sobrevivéncia relativa de células CV1-P incubadas com: A) DDE 65 uM
por diferentes periodos de tempo (método de exclusio por colora¢io com azul de tripan); B) DDE
65 pM e etanol 0,13% (v/v) por diferentes periodos de tempo (ensaio do MTT; N = 3); C)
diferentes concentragdes de DDE por 5 horas (ensaio do MTT; N = 3), teste t: *p < 0,05 em relagio

ao controle (meio + soro). Concentracgéo de etanol nas incubagdes: 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 Materiais e Métodos.

Os dados de viabilidade obtidos nos mostram que o DDE, em concentragdes
superiores a 50 uM, ¢ citotdxico para as células CV1-P, levando a altera¢des das fungdes
celulares nommais, como por exemplo a respiracdo celular. Através do ensaio do MTT,
pode-se observar que a capacidade redutora das mitocdndrias encontra-se diminuida em

concentragdes de DDE superiores a 50 pM.
4.1.3. Alteragao do nivel de sulfidrilas ndo proteicas (NPSH)

Sabendo-se que a conjugag¢do de glutationa (GSH) com aldeidos gerados durante

a peroxidacdo lipidica, catalisada por glutationa S-transferases, € uma importante via para
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detoxificacdo dessas moléculas (Fujita e col., 1994; Eisenbrand e col., 1995; Spitz e col,
1991), resolvemos verificar o padrio de variagdo do nivel de GSH nas células CV1-P
incubadas com DDE. Como GSH representa mais que 90% do total de sulfidrilas nio-
proteicas intracelulares (Baruchel e col., 1995), fizemos a dosagem de NPSH como descrito
no item 3.3.4 de Materiais e Métodos.

Os resultados obtidos, correspondentes a analises feitas em triplicata para cada

ponto, estdo apresentados nas tabelas 4.1, 4.2 € 4.3 ¢ figura 4.3.

Tabela 4.1: Determinacio da concentragio de sulfidrilas ndo-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ pg
proteina) em células CV1-P ndo submetidas a qualquer tratamento {controle), incubadas com 0,19%
de etanol (v/v) por 4 h ¢ incubadas com 65 uM de DDE por 2,5 h, 3 h e 4 h (N = 3). O tratamento
das células ¢ dosagem de NPSH foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3a ¢ 3.3.4 de Materiais e

Meétodos.

*NPSH (pmol/pg proteina) Desvio Padrio ()
Controle 5,78 0,59
Etanol (4 h) ' 7,48 0,71
DDE (2,5 h) ' 12,68 0,32
DDE (3 h) ' C 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 (p = 0,034), DDE 2,5 h (p = 0,00006), DDE 3 h (p = 0,00027) ¢ DDE 4 h (p = 0,00007);
etanol 4 h <DDE 2,5 h (p = 0,00032), DDE 3 h (p =0,00127) e DDE 4 h (p = 0,00023);
DDE 2,5h=DDE 3 h (p =0,2]2);
DDE 2,5h<DDE4h (p =0,019);
DDE 3 h<DDE 4 h (p =0,015).

*valor médio dos experimentos realizados em triplicata.
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Tabela 4.2: Determinagdo da concentragio de sulfidrilas ndo-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ pug
proteina) em células CV1-P ndo submetidas a qualquer tratamento (controle), incubadas com 0,19%
de etanol (v/v) por 8 h e 24 h e incubadas com 65 pM de DDEpor2h,3h,4h,5h,8§he24 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 Metodos.

*NPSH (pmol/ug proteina) Desvio Padrio (%)
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) ' 542 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 < 0,03, pode-se dizer que:
controle < DDE 2 h {(p = 0,02), DDE 3 h (p = 0,01), DDE 4 h (p = 0,02) e DDE 5 h (p = 0,003);
controle > DDE 8 b (p =0,01) e DDE 24 h (p = 0,02);
controle = etanol 8 h (p = 0,46) e etanol 24 h (p = 0,44);
etanol 8 h > DDE 8 h (p =0,027); etanol 24 h> DDE 24 h (p=0,01).

*valor médio dos expenmentos realizados em triplicata.

Tabela 4.3: Determinagao da concentragio de suifidrilas ndo-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ pg
proteina) em células CV1-P ndo submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com 100
uM de DDE por 1,5 h, 2,5 h, 3,5 he 4,5 h (N = 3). O tratamento das células e dosagem de NPSH

foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3¢ e 3.3.4 de Materiais e Métodos.

*NPSH (pmol/ug proteina) Desvio Padrao (1)
Controle 6,64 0,84
DDE (1,5 h) 9,77 1,64
| DDE (2,5 h) 13,99 327
'DDE (3,5 by 12,39 1,25
DDE (4,5 h) 15,63 1,97 |

Considerando significativamente diferentes os grupos em gue p < 0,05, pode-se dizer que:
controle <DDE 1,5 h (p=10,043), DDE 2,5 h (p = 0,02), DDE 3,5 h {p = 0,003) e DDE 4,5 h (p = 0,002);
DDE [,5h=DDE 2,5h(p=0,12)e DDE 3,5 h ( p =0,092); DDE ILSh<DDE 4,5h (p=0,017).

*valor medio dos experimentos realizados em triplicata.
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Figura 4.3: Determinagdo da concentra¢ao de sulfidrilas nio-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ g
proteina) era células CV1-P.

A) Apresentagio grafica dos dados da tabela 4.1. [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = 65 uM;

B) Apresentagdo grafica dos dados da tabela 4.2, [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = 65 uM,

C) Apresenta¢do grafica dos dados da tabela 4.3. [Etanol] = 0,19% (v/v); [DDE] = 100 pM.

O tratamento das células e dosagem de NPSH foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.3a,b,¢ e

3.3.4 de Materiais e Métodos.* p < 0,05 quando comparado com o controle.
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Os dados dos trés experimentos apresentados nos mostram que o DDE induz,
inicialmente (até 5 horas de incubag3o), um grande aumento do nivel intracelular de
sulfidrilas nio proteicas, seguido por grande deplegdo. O efeito observado foi 0 mesmo nas
duas concentra¢des de DDE testadas (65 pM e 100 uM), indicando uma resposta celular ao
estimulo toxico. Comparando-se os niveis de sulfidrilas ndo-proteicas com os dados de
viabilidade celular (item 4.1.2), observa-se que, quando as células sdo incubadas com 65 cu
100 pM de DDE, o aumento do nivel de NPSH durante as primeiras 5 horas de incubagéo
(figura 4.3) ndo impede que elas sofram os efeitos toxicos desencadeados pelo aldeido
durante esse periodo (figura 4.2).

Com o intuito de observarmos melhor o efeito do nivel intracelular de GSH na
viabilidade das células CV1-P incubadas com DDE, fizemos um experimento de viabilidade
(MTT) apés induzir a deplegdo de glutationa com L-butionina-(S,R)-sulfoximina (BSO).
BSO ¢ um inibidor especifico, irreversivel e muito efetivo da y-glutamilcisteina sintetase, a
enzima que catalisa a reagZo que determina a velocidade da sintese de glutationa. E usado
tanto in vitro como in vivo para depletar glutationa, tendo sido verificado que a sua
administragZo torna as células mais sensiveis a quimioterapia e radiac3o (Agostinelll e col.,
1996).

Inicialmente incubamos as células com diferentes concentra¢des de BSO durante
3 horas a fim de determinarmos a melhor concentragio a ser utilizada nos demais

experimentos. Os resultados obtidos estfo na tabela 4.4 e figura 4.4.
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Tabela 4.4: Determinagio da concentragio de sulfidrilas ndo-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ ng
proteina) em células CV1-P ndo submetidas a qualquer tratamento (controle) e incubadas com
diferentes concentragoes de BSO por 3 horas em meio de cultura sem soro (N = 3). A solugdo de
BSO foi preparada em agua. A dosagem de NPSH foi feita como descrito no item 3.3.4 de

Materiais e Métodos.

*NPSH (pmol/ug proteina) Desvio Padrio (3)
Controle . 7,80 0,72
BSO (100 uM) 2.06 0,08
BSO (200 uM) 1,61 ’ 0,14
BSO (300 1xM) 1,01 0,10
BSO (400 pM) 1,47 0,25

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:
controle > BSO 100 pM (p = 0,00016), 200 uM (p = 0,00013), 300 uM (p = 0,00009) e 400 uM (p = 0,000)4);
BSO 100 uM > BSO 200 uM (p = 0,0096), 300 uM (p = 0,00013) e 400 uM (p = 0,018);
BSO 200 pM > BSO 300 pM (p = 0,0042); BSO 200 pM = BSO 400 uM (p = 0,45);
BSO 400 pM > BSO 300 uM (p = 0,041).

*valor médio dos experimentos realizados em triplicata,
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Figura 4.4: Apresentacdo grafica dos dados da tabela 4.4. Determina¢do da concentracio de
sulfidrilas ndo-proteicas (NPSH) (pmoles NPSH/ pg proteina) em células CV1-P nio submetidas a
qualquer tratamento (controle) e incubadas com BSO em diferentes concentragdes 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 BSO 300 pM.
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Observamos que a incubac¢io das células com 300 uM de BSO durante 3 horas
depletou 87% das sulfidrilas ndo proteicas intracelulares, o que deve corresponder a fragéo
de GSH. Para verificarmos se essa deplegio aumenta a toxicidade do DDE, avaliamos a
viabilidade das células CV1-P incubadas com 65 uM de DDE apos prévia incubagdo com
300 uM de BSO (item 3.3.2.2¢ de Materiais e Mérodos). O resultado obtido estd
apresentado na figura 4.5 em comparagdo com as curvas de viabilidade das células

controles e incubadas com 65 pM de DDE na presenga de niveis normais de GSH.
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Figura 4.5: Efeito da deplecdo de GSH na sobrevivéncia relativa das células CV1-P incubadas com
65 uM de DDE. Concentragéo de etanol nas incubagdes: 0,13% (v/v). Os tratamentos das células e
as medidas de viabilidade foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.2b,¢ e 3.3.3.2 de Materiais e
Métodos. As determinagles de viabilidade das células controles em meio DME + SFB foram feitas
no inicio das incuba¢des (0 h) € no final (24 h). Apés 24 h foi também determinada a viabilidade
das células controles incubadas apenas em meio DME. Observar que existe uma diferenga de
aproximadamente 100 % de sobrevivéncia relativa entre as células incubadas apenas com DDE e as

incubadas com BSO + DDE por 4 horas.

98




Resultados

A andlise da figura 4.5 nos mostra um aumento da toxicidade do DDE quando o
nivel intracelular de glutationa estd inicialmente muito abaixo do normal (44,3 £ 3,0% e
245 * 4,6% de células vidveis apds 4 horas de incubacio com DDE e BSO + DDE,
respectivamente), confirmando que nas condi¢des de incubagio utilizadas, GSH exerce um
papel no processo de detoxificagdo. Na figura 4.6 estd apresentada a aparéncia das células
incubadas com 300 uM de BSO durante 3 horas ¢ das incubadas com 65 pM de DDE
durante 5 horas apds prévia deple¢do de GSH. Comparando-se com a figura 4.1, observa-se

que as c€lulas estdo muito mais danificadas apos a deplegio de glutationa,
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Figura 4.6: A) C¢lulas CV1-P incubadas com 300 pM de BSO durante 3 horas (aumento = 50 x);
B) Células CV1-P incubadas com 65 pM de DDE por 5 horas ap6s a incubagdo com
BSO (aumento = 50 x).



O conjunto de dados de viabilidade e niveis intracelulares de NPSH nos indicam
que o aumento inicial do nivel de sulfidrilas n3o proteicas em cé€lulas incubadas com DDE
(65 pM) contribui para que elas se mantenham viaveis durante um certo periodo de
incubagio com o aldeido (aproximadamente S horas). Entretanto, a possivel reagdo do DDE
com vérias biomoléculas, incluindo GSH, deve acabar comprometendo viérias fungdes
celulares, o que resulta em perda da viabilidade e deplegio do nivel de GSH em periodos de

incubacgio maiores.

4.1.4. Analise da fragmenta¢do do DNA

Com o objetivo de avaliarmos, de forma geral, a capacidade de o DDE danificar
0 DNA nuclear das células CV1-P, fizemos medidas da fragmenta¢3o dessa biomolécula. O
método que utilizamos mede, em conjunto, as quebras de fita simples € os sitios apurinicos
e apirimidinicos (sitios AP) gerados pela interagdo do aldeido, ou produtos do seu
metabolismo, com o DNA (Tamir e col., 1996).

Primeiramente investigamos o efeito causado por diferentes concentracdes de
DDE (entre 6 uM e 50 uM) apds 3 horas de incubagido (tabela 4.5 ¢ figura 4.7), Essa faixa
de concentragio e periodo de incubagio nio levam a perda de viabilidade das células
(figura 4.2) e, como pode ser observado na figura 4.7, também néo induzem fragmentagio
do DNA e/ou ocorréncia de sitios AP. Apesar de haver uma diferenca significativa do nivel
de fragmenta¢do na presenga de 25 pM e 50 pM de DDE em relagao ao controle, a mesma

diferenca n3o existe em rela¢io a incubagio com etanol.
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Tabela 4.5: Determina¢do da porcentagem de quebras de fita simples + sitios AP em DNA de
células CV1-P nio submetidas a qualquer tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol
(v/v) € com diferentes concentiragdes de DDE por 3 horas em meio de cultura sem soro. O
tratamento das células e as medidas de fragmenta¢io do DNA (N = 6) foram feitos como descrito

nos jtens 3.3.2.4a ¢ 3.3.6 de Materiais e Métodos.

*Fragmentacio do DNA (%) | Desvio Padrio (%)
Controle 898 | 2,83
I‘ Etanol ‘ 15,86 7,25
DDE (6 pM) 17,04 12,17
DDE (12,5 uM) 16,66 3,88
DDE (25 uM) 20,84 6,55
DDE (50 pM) 17,28 8,4

Considerando significativamente diferentes os grupos em que p < 0,05, pode-se dizer que:
controle < DDE 25 uM (p = 0,002) ¢ 50 uM (p = 0,045).

*valor médio dos experimentos realizados em sextuplicata.
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Figura 4.7: Apresentacdo grafica dos dados da tabela 4.5. Determina¢do da porcentagem de
quebras de fita simples + sitios AP em DNA de células CVI1-P nio submetidas a qualquer
tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol (v/v) e com diferentes concentracdes de DDE
durante 3 horas. O tratamento das células e as medidas de fragmenta¢do 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 concentrag¢io mais citotoxica de DDE (100
M) por diferentes periodos de tempo. Dados anteriores haviam nos mostrado que apos 5
horas de incubacio com essa concentragio de DDE ocorrern aumento do nivel de NPSH e
grande perda de viabilidade celular (figuras 4.2 e 4.3). Na figura 4.8 observamos que até 8
horas de incubacio com o aldeido nfo foi possivel detectar a presenga de quebras de fita
simples e sitios AP no DNA, o que nos indica que, se esses danos estiverem ocorrendo,
estdo sendo, ainda, eficientemente reparados. Ndo analisamos 0 que ocorre no periodo entre
8 e 24 horas, mas pudemos detectar uma fragmentacio significativa do DNA apés 24 horas
de incubagio com o aldeido (tabela 4.6 e figura 4.8). A ocorréncia de quebras de fita
simples e sitios AP no DNA das células CV1-P tanto tempo apds o inicio da incubagio com
o aldefdo nos levou a pensar que esse efeito fosse uma conseqiiéncia dos danos a virias
biomoléculas acumulados durante as horas anteriores de incubagfo. De fato, essa
fragmentagio s6 foi detectada algum tempo apds a observagdo da grande redugdo da

viabilidade das células.

Tabela 4.6: Determinacdo da porcentagem de quebras de fita simples + sitios AP em DNA de
células CV1-P ndo submetidas a qualquer tratamento ‘(controle), incubadas com 0,5% de etanol
(v/v) e com 100 pM de DDE por diferentes periodos de tempo. O tratamento das células e as
medidas de fragmentagdo do DNA (N = 6) foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.4b ¢ 3.3.6 de

Materiais e Métodos.

*Fragmentac¢io do DNA (%) Desvio Padrio (£)
Controle 25,23 6,03
Etanol (3 h) 14,37 3,70
Etanol (5 h) 24,84 420
Etanol (8 h) 26,05 12,33
Etanol (24 h) 17,61 4,91
DDE (3 h) ' 24 84 10,67
DDE (5 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:
conirole > etanol 3 h (p = 0,004) ¢ etanol 24 h (p = 0,037);
DDE 24 h > controle (p = 0,00006) ¢ etanol 24 h (p = 0,00001);
DDE 3 h > etanol 3 h (p = 0,037).

*valor médio dos experimentos realizados em sextuplicata.
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Figura 4.8: Apresentagdo grafica dos dados da tabela 4.6. Determinagdo da porcentagem de
quebras de fita simples + sitios AP em DNA de células CVI-P ndo submetidas a qualquer
tratamento (controle), incubadas com 0,5% de etanol (v/v) e com 100 M de DDE por diferentes
periodos de tempo. O tratamento das células e as medidas de fragmenta¢do 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 etano).
4.1.5. Anadlise da presenca de produtos fluorescentes no DNA das células

Alguns estudos realizados anteriormente ao inicio deste trabalho (Hasegawa e
col., 1988 e 1989; Medeiros e col., 1992) haviam mostrado que a reagdo de DDE com DNA
in vitro levava a formagio de adutos fluorescentes com emissdo maxima a 420 nm quando
excitados a 335 nm. Tais adutos, que hoje sabemos serem resultantes da reag3o de produtos
do metabolismo do DDE (epoxi-aldeidos) com 2’-desoxiadenosina, foram recentemente
completamente caracterizados em nosso laboratério (Carvalho e col., 1998 ¢ 2000).

Assim, com o conhecimento que tinhamos no inicio do nosso trabalho (1995),
resolvemos investigar a interagdo do DDE (ou produtos do seu metabolismo) com o DNA
das células através da analise da formagdo de adutos fluorescentes. Essas andlises foram

feitas em condigdes que ndo levavam 4 perda de viabilidade celular e fragmentagio
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detectidvel do DNA. Inicialmente, a formagao dos adutos fluorescentes foi momtorada pela
analise de espectros de emissio de fluorescéncia do DNA extraido das células fixando-se o
comprimento de excitacdo em 335 nm.

Em um primeiro experimento, as células foram incubadas com 60 pM de DDE
durante 50 minutos em meio de cultura sem soro (item 3.3.2.1 de Materiais e Métodos) e o
DNA foi extraido. Seu espectro de fluorescéncia (emissdo) ndo apresentou diferenga em
relacio ao do DNA de células controles (dado nfio apresentado). Resolvemos, portanto,
fazer as medidas apds tempos maiores de incubagdo com o aldeido. Com o objetivo de nio
prejudicar a viabilidade celular, em um dos experimentos as células ficaram expostas ao
DDE (70 uM) por 50 minutos em melio de cultura sem soro ¢, em seguida, o meio contendo
DDE foi substituido por outro com soro. Assim, apenas o aldeido que penetrou nas células
durante esse periodo de incubagdo poderia, subseqiientemente, reagir com as biomoléculas.
Foram, ent3o, feitas extragdes do DNA 3 horas, 6 horas ¢ 8 horas apos a troca do meio de
cultura. Observamos uma maior emissio de fluorescéncia em 420 nm (A, = 335 nm) do
DNA extraido das células 3 horas apos a troca do meio. Nos periodos de incubacio
subseqiientes houve redugdo da intensidade de fluorescéncia emitida, igualando-se ao
controle 8 horas apds a troca do meio (figura 4.9A). O mesmo efeito foi observado quando
as células foram incubadas com 50 pM de DDE durante 1h 45min, o meio de cultura foi
trocado e 0 DNA extraido 2 horas, 6 horas e 22 horas apds a troca do meio (figura 4.9B).

Esses resultados nos indicaram que o DDE, ao entrar nas células, ndo reage
imediatamente com o DNA. De fato, muitas barreiras protetoras precisam ser vencidas,
como por exemplo o nivel aumentado de sulfidnilas ndo proteicas nas células incubadas com
DDE. Entretanto, algumas moléculas acabam atingindo o nucleo e reagindo com o DNA.
Dado o tempo necessdrio para observarmos o aumento na intensidade de emissdo de
fluorescéncia, também consideramos muito provavel que ela fosse devida & rea¢io de
produtos do metabolismo do DDE gerados intracelularmente. Além disso, a redugdo da
intensidade de fluorescéncia 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 emissdo de fluorescéncia (A, = 335 nm) do DNA extraido das células CV1-P. A)
As células foram incubadas com 70 uM de DDE por 50 min, o meio de cultura foi trocado e as células
incubadag por mais 3 b, 6 h € § h antes de ser extraido 0 DNA; B) As células foram incubadas com 50 pM de
DDE por 1h 45min, o meio de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 2 h, 6 h e 22 h antes de ser
extraido o DNA. Concentragdo de etanol nas incubagdes: = 0,2% (v/v). A concentragio de DNA em todas as
amostras foi ajustada para 5 pg/mL antes de serem feitas as medidas de fluorescéncia. Os tratamentos das

células € a extragio do DNA foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.1 ¢ 3.3.7 de Materiais e Métodos.

UA: unidades arbitrarias.
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4.1.6. Andlise da presenca de diferentes produtos em DNA de células
incubadas com DDE por HPLC-UV/fluorescéncia e HPLC-EC

Analisamos também o DNA das células, apds hidrélise enzimatica (item 3.3.8 de
Materiais e Métodos), por HPLC acoplado a um detector de fluorescéncia (Aeye. = 300 nm;
hem. = 420 nm). Foram utilizados o sistema de HPLC 3.3.9.A e a condigdo cromatografica
3.3.9.1 descnitos em Materiais e Métodos. Para essas analises as células foram incubadas
com 65 pM de DDE por 50 minutos em meio de cultura sem soro, em seguida o meio
contendo DDE foi trocado por outro com soro e, apds mais 2-3 horas de incubagio, o DNA
foi extraido (item 3.3.2.5b de Materiais e Métodos). Essa incubagio foi repetida trés vezes,
sendo utilizadas cerca de 2 x 10® células em cada vez para que se pudesse obter quantidade
suficiente de DNA para fazer as andlises (~1 mg/incubag¢fo). Os cromatogramas obtidos
estdo na figura 4.10.

Observamos que diferentes produtos fluorescentes, ausentes no DNA de células
controles, sdo formados no DNA de células incubadas com DDE. Aqueles indicados com
setas apareceram nas trés repetigdes, sendo que os produtos 1, 3 ¢ 4 estavam presentes em

concentragdo proporcional a concentragio de DNA.
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Figura 4.10: Cromatogramas obtidos com detec¢@o por fluorescéncia (Aexe. = 300 nm; Aem, = 420
nm) do DNA extraido das células CVI1-P ni3o submetidas a qualquer tratamento (controle) e
incubadas com 65 uM de DDE. A massa de DNA em cada anélise, calculada como descrito no item
3.3.9 de Materiais e Métodos, esta indicada. O tratamento das células, extracdo e hidrdlise do DNA
foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.5b, 3.3.7 e 3.3.8 de Materiais e Métodos. A condigido de
analise por HPLC estd descnita no jitem 3.3.9 (sistema 3.3.9.A e condicaio 3.3.9.1) de Materiais e

Metodos. UA: unidades arbitrarias.

Em um outro experimento, no qual as células foram incubadas com 65 pM de
DDE por 5 horas em meio de cultura sem soro (item 3.3.2.5¢ de Materiais e Métodos) e o
DNA extraido e hidrolisado, observamos, além da presenga de produtos fluorescentes (Aey. =
300 nm; Aem =420 nm), produtos que foram detectados por absorbancia a 225 nm ¢ estavam
ausentes no DNA de células controles (sistema de HPLC 3.3.9.A e condi¢io cromatografica

3.3.9.2 de Materiais e Métodos). Esses cromatogramas est3o apresentados na figura 4.11.
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Figura 4.11: Cromatogramas obtidos com detec¢io por absorbancia (A = 225 nm) e fluorescéncia
(Aexe. = 300 nm; Aey. = 420 nm) do DNA extraido das células CV |-P incubadas com etano! (0,2%
v/v) (controle) e com DDE (65 uM, S horas). A massa de DNA em cada analise, calculada como
descrito no item 3.3.9 de Materiais e Métodos, estd indicada. O tratamento das células, extracio e
hidrélise do DNA foram feitos como descrito nos itens 3.3.2.5¢, 3.3.7 e 3.3.8 de Materiais e
Meétodos. A condigdo de analise por HPLC est4 descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.A ¢ condi¢io

3.3.9.2) de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrarias.

Fizemos também a andlise da presenca de produtos eletroativos no DNA de
c€lulas incubadas com DDE. O sistema combinando a resolugio da cromatografia liquida de

alta performance com a seletividade € sensibilidade da detecgdo eletroquimica (HPLC-EC) é
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bastante utilizado para a detecgdo de 8-0x0odG em DNA. Entretanto, outros adutos também
sdo eletroquimicamente ativos, podendo ser detectados ao nivel de 1 em 10°-10° bases
normais em alguns ng de DNA, enquanto as bases normais, com exce¢do da guanina, nio o
sdo (Park e col., 1989). Douki e Ames desenvolveram um ensaio de detec¢io eletroquimica
acoplada com HPLC para a anélise da formagio de adutos 1,N*-propano-2 -desoxiguanosina
induzidos por 4-hidroxi-2-nonenal e outros aldeidos «,B-insaturados, produtos da
peroxidagao lipidica (Douki e Ames, 1994).

Resolvemos, portanto, utilizando o sistema de HPLC 3.3.9.B e a condi¢io
cromatografica 3.3.9.3 descritos em Materiais e Mélodos, analisar as mesmas amostras de
DNA que forneceram os cromatogramas da figura 4.10. Os cromatogramas obtidos estio na
figura 4.12. Pode-se observar a presen¢a de produtos eletroativos no DNA das células

mcubadas com DDE, que estdo ausentes no controle.
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Figura 4.12: Cromatogramas obtidos com detec¢io eletroquimica (potencial = +600 mV) do DNA
extraido das células CV1-P nio submetidas a qualquer tratamento (controle) ¢ incubadas com 65
UM de DDE. A massa de DNA em cada analise, calculada como descrito no item 3.3.9 de Mareriais
e Metodos, esta indicada. O tratamento das células, extracio e hidrélise do DNA foram feitos como
descrito nos itens 3.3.2.5b, 3.3.7 ¢ 3.3.8 de Materiais e Métodos. A condi¢io de analise por HPLC
esta descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.B e condicdo 3.3.9.3) de Materiais ¢ Métodos. UA:

unidades arbitrarias.

Os produtos eletroativos A e B acima indicados foram purificados e concentrados
para que se pudessem obter seus espectros de absorbancia. Assim, teriamos uma primeira
indicaglo do tipo de modificagdo e/ou nucleosideo que estaria sendo alterado pela reagio
com DDE no micleo das células. Os espectros obtidos estdo na figura 4.13 e nos levaram a

acreditar que esses produtos eram resultantes da reagdo de 2 -desoxiguanosina com DDE.
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Figura 4,13: Cromatogramas com detecgdo por absorbancia (A = 285 nm) ¢ espectros de absorbancia dos
produtos A e B (figura 4.12) purificados do DNA das células CV1-P incubadas com DDE. Esses espectros
foram obtidos em um detector com fotodiodos acoplado ao HPLC (sistema 3.3.9.A). A condigdo de analise
por HPLC estd descrita no item 3.3.9.3 de Materiais e Métodos. Para comparagio, foram apresentados o0s
especiros de 2 -desoxiguanosina e aduto 1,N’-eteno-2 -desoxiguanosina (1 ,N2-etenodG). O espectro deste

ultimo foi obtido em espectrofotdmetro. UA: unidades arbitrérias.
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Devido a semelhanca entre os espectros de absorbancia do produto A e do aduto
1,N-eteno-2 -desoxiguanosina descrito na literatura como um produto da reag@o in vitro de
2’-desoxiguanosina com cloroacetaldeido, 6xido de cloroetileno ou epoxidos da acroleina,
crotonaldeido 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 ndo ¢ comercialmente disponivel, para servic como um padrao nas

analises cromatograficas do DNA celular.

4.1.6.1. Sintese e caracterizacdo quimica do aduto 1,N’-eteno-2 -

desoxiguanosina ( 1,N’-etenodG)

Sabiamos que cloroacetaldeido, um produto de rearranjo do 6xido de cloroetileno
resultante da oxidacio metabdlica do cloreto de vinila pelas monooxigenases microssomais
dependentes de citocromo P450 (Fedtke e col., 1990a,b), reagia com guanosina, in vitro,
levando 2 formacdo de I,Nz-etenoguanosina, 1,N2-etenoguanina e N2,3-etenoguanina
(Sattsangi e col., 1977), entre outros produtos. Resolvemos, portanto, incubar
cloroacetaldeido com 2’-desoxiguanosina, como descrito no item 3.4.2 de Materiais e
Métodos, isolar os produtos resultantes dessa rea¢do em quantidade suficiente para as
andlises espectroscopicas ¢ obter o aduto 1 V-etenodG. A figura 4.14 mostra os
cromatogramas obtidos com detec¢do por absorbancia e fluorescéncia do resultado da

reac¢ao.
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Figura 4.14: Cromatogramas obtidos com detecgdo por absorbancia (A = 254 nm) ¢ fluorescéncia
(Aexe = 300 nm; Aem, = 420 nm) do resultado da incubagio de 2’-desoxiguanosina com
cloroacetaldeido e respectivo controle. A massa de 2’-desoxiguanosina em cada andlise estd

indicada. As condigdes de incubagio e andlise por HPLC estio descritas, respectivamente, nos itens

3.4.2 ¢ 3.4.1.1 de Mareriais e Mérodos. UA: unidades arbitrarias.

Podemos observar que diferentes produtios, alguns fluorescentes e outros néo, sio
formados a partir da reagdo de 2'-desoxiguanosina com cloroacetaldeido. Pela analise dos
espectros de absorbancia em pH 1, pH 7 ¢ pH 11 (figura 4.15 ¢ tabela 4.7), '"H RMN (em
DMSO-d; ou D,0) (figura 4.16 ¢ tabela 4.8) ¢ massas (figura 4.17), concluimos que o

produto indicado (o) correspondia ao aduto 1, V-etenodG.

1.0 1 v i v 1 v 1 T T T T T T

0.5

Absorbancia (UA)

0.0

Figura 4.15: Espectros de absorbaucia do produto « em diferentes pLls (item 3.4.6.1 de Materiais e
Meétodos): pH 1, 50 mM HCVKCI; pH 7, tampéo fosfato 50 mM; pH 11, tampao carbonato-

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrarias.
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Tabela 4.7: Valores de knix. € coeficientes de extingdo molar (g) do produto o nos diferentes pHs
indicados na figura 4.16. Os valores de ¢ foram determinados como descrito no item 3.4.7 de

Materiais e Métodos.

Amse. (nm) & (M em™)
222 40 570
PH 1 271 10 971
295 11912
226 49 937
PH 7 285 16 785
233 42 764
pH 11 280 8 643
307 11 687
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Figura 4.16: Espectro de 'H RMN do produto o obtido em um equipamento de 500 MHz em
DMSO-ds, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.8: Deslocamentos quimicos no espectro de 'H RMN do produto o em DMSO-ds

apresentado na figura 4.16°.

& (ppm) Tipo J(Hz)
H-1° 6,22-6,25 t N-CH-0O Jo7=2,5
H-2 2,64-2,69 m CH,-C
H-2” 2,17-2,21 m CH,-C
H-3° 4,37 m HO-CH
H-4’ 3,83-3,86 m O-CH
H-5’ 3,58-3,60 m HO-CH,
H-5” 3,49-3,52 m HO-CH,
OH-3’ 5,32 s HO-CH
OH-5’ 5,23 S HO-CH,
H-2 7,97 S N=CH-N
H-6 7,49 d C=CH-N

H-7 7,24 d C=CH-N

“ m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrémetro de RMN
DRX 500.
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Figura 4.17: Espectro de massas (ESI/MS) do produto a. Voltagem do cone: 25 V. As condigdes

estdo descritas no item 3.4.6.3 de Matrericis e Métodos.

Os espectros de absorbancia obtidos nos diferentes pHs sio muito semelhantes
aos descritos na literatura para 1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina e 1,N*-etenoguanosina
(Sodum e Chung, 1988; Sattsangi € col., 1977). Algumas diferengas observadas foram um
pequeno deslocamento batocromico das bandas de menor energia (pH 1, 291-295; pH 7,

283->285; pH 11, 277->280) em comparagio com os espectros de 1,N*-etenodG descritos
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por Sodum e Chung (1988), e valores de coeficientes de extingdo molar (¢) maiores para
todos os comprimentos de onda em comparagao com os valores descritos por Sattsangi e
colaboradores (1977) para 1,M*-etenoguanosina. Neste ultimo caso, as maiores diferencas
foram observadas para as bandas de maior energia (220 — 235 nm).

No espectro de '"H RMN observamos, além dos prétons do agicar e do préton
H-2 da guanina, dois prétons aromaticos que aparecem como dubletos em 7,24 ¢ 7,49 ppm,
indicando a adi¢io de —-HC=CH- 2 2’-desoxiguanosina. Os prétons em 5,23 e 5,32 ppm ndo
apareceram quando os espectros foram adquiridos apds a adigdo de D,O as amostras,
mostrando serem os prétons trocaveis OH-3" e OH-5". A 1nica diferenga em relagéio ao
espectro descrito por Sodum e Chung (1988) para 1,M-etenodG foi o fato de ndo
observarmos o préton H-5 no espectro obtido em DMSO-ds. A confirmagio da estrutura do
aduto fo1 obtida pelo seu espectro de massas (ESI/MS), o qual apresentou o fon molecular
[M + H]" em m/z 292 e o fon correspondente a [M + H]" - 2-D-eritro-pentose em m/z 176.

As alteragdes nos espectros de absorbancia ¢ 'H RMN em relago aos dados da
literatura nos levaram a concluir que o aduto o é um tautémero (figura 4.16) do aduto 1,N-

etenodG previamente descrito (Sodum e Chung, 1988).

4.1.6.2. Uso do padrio 1,N’-eteno-2’-desoxiguanosina para andlise

preliminar da sua presenca em DNA de células incubadas com DDE

A andlise do DNA das c€lulas, apos hidrolise enzimatica, por HPLC acoplado a

detecgdo por absorbancia a 225 nm, segundo a condi¢do 3.3.9.2 descrita em Materiais e
Meétodos, nos permitiu observar um produto (indicado com * na figura 4.11) que estava

ausente no controle e apresentava tempo de retencio préximo ao do aduto 1,M-etenodG
(figura 4.14). Uma nova cromatografia feita apds adigio do aduto 1,N°-etenodG a uma
amostra do DNA das células revelou coeluigdo entre os dois produtos, como pode ser
observado na figura 4.18. Tal coelui¢do foi um indicio de que o produto presente no DNA

das células incubadas com DDE poderia ser o aduto 1,V-etenodG.
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Figura 4.18: Cromatogramas obtidos com detecgdo por absorbancia (A =225 nm) do DNA extraido
das células CV1-P incubadas com DDE (65 pM, 5 horas). Os cromatogramas foram feitos sem
adicio e com adi¢io (spiking) de 1,M-etenodG a amostra de DNA. A massa de DNA, calculada
como descrito no item 3.3.9 de Materiais e Métodos, estd indicada. O tratamento das células,
extragdo ¢ hidrélise do DNA foram feitos como descrjto nos itens 3.3.2.5¢, 3.3.7 ¢ 3.3.8 de
Materiais e Métodos. A condicio de andlise por HPLC estd descrita no item 3.3.9 (sistema 3.3.9.A
e condicdo 3.3.9.2) de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrarias.

Nio tivemos sucesso na purificagdo desse produto para obtengfo do seu espectro
de absorbancia e, com isso, a confirmagdo da sua estrutura. Assim, novas estratégias tiveram
que ser adotadas para que se pudesse confirmar a formagdo de etenoadutos de 2'-
desoxiguanosina a partir da rea¢io desse nucleosideo com DDE.

Todas as analises de DNA das células apresentadas nos itens 4.1.5 ¢ 4.1.6 nos
revelaram que, antes de haver perda de viabilidade celular e fragmentacio do DNA e apesar
do aumento do nivel intracelular de sulfidrilas ndo proteicas nas incubag¢bes com DDE, o

DNA celular é modificado pelas moléculas de aldeido que conseguem atingir o nicleo. Uma

120




Resuidrados

vez que ja se sabia que adutos formados entre adenina ¢ DDE eram as principais espécies
responsavels pela fluorescéncia observada no DNA apds reagdo com DDE in vitro, e a
caracterizagdo quimica dos adutos derivados de 2'-desoxiadenosma vinha sendo feita por
outro estudante em nosso laboratorio (Carvalho e col., 1998 e 2000), resolvemos nos
concentrar na caracterizagdo de alguns adutos formados a partir da reagdo de 2'-
desoxiguanosina com DDE e na tentativa de detectd-los em DNA de células incubadas com

o aldeido, tendo como base os dados acima apresentados.

4.2. Formacido e caracterizacdo quimica de adutos 1,N°-eteno-2'-

desoxiguanosina a partiv da reacdo de DDE com 2 -desoxiguanosina in vitro

4.2.1. Condicoes de incubagdo e detec¢io dos produtos formados

O estudo da reagdo do DDE com 2’-desoxiadenosina na presenga de perdxidos in
vitro, que vinha sendo desenvolvido paralelamente em nosso laboratério (Carvalho e col.,
1998), e outros estudos presentes na literatura mostrando a reagdo de aldeidos o f
insaturados epoxidados na presenga de peroxidos com as bases de nucleotideos ou
nucleosideos (Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Chung e col., 1996) nos
levaram a fazer as incubag¢des de dGuo com DDE utilizando THF previamente exposto a luz
como fonte dos peréxidos. A determinagdo da concentragdo de perdxidos no THE utilizado
foi feita através do ensaio do Fe**/alaranjado de xilenol descrito no item 3.4.3 de Materiais
e Métodos.

Inicialmente testamos diferentes pHs e concentragdes de tampzo ¢ perdxidos nas
incubagdes (item 3.4.4 de Materiais e Métodos) e verificamos que concentragdes mais altas
de perdxidos levavam a formagdo de produtos diferentes dos que eram observados na
presenca de concentragdes mais baixas. Tentamos purificar os produtos formados na
presenga das concentragdes mais altas de peroxidos, mas os mesmos se mostraram instavels
apds o primeiro passo da purificagdo. Decidimos, portanto, nos concentrar nas incubacdes
contendo menores quantidades de peréxidos, até chegarmos a condigio que nos
proporcionou melhor rendimento dos adutos de nosso interesse (condi¢io 3.4.4.3 de

Materiais e Métodos). Verificamos também que, na auséncia de perdxidos (item 3.4.9 de
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Materiais e Métodos), esses adutos nao eram formados. A concentra¢do e pH do tampio
utilizado também foram importantes para o maior ou menor rendimento dos adutos.
Sabemos que as adi¢des nucleofilicas envolvendo 2’-desoxiguanosina e aldeidos ocorre
preferencialmente em pH acima de 9,2, quando o N? da guanina se encontra desprotonado,
facihitando o ataque nucleofilico (Nair e Offerman, 1985). O aduto 1,M-etenodG nio foi
observado em incubagdes de 2'-desoxiguanosina com cloroacetaldeido em pH 5 (Nair e
Offerman, 1985).

A reagdo de dGuo com DDE na presenca de perdxidos, segundo a condigio
3.4.4.3 descrita em Materiais e Métodos, levou a formagdo de quatro produtos principais
juntamente com outros aparentemente presentes em concentra¢oes menores. Esses produtos
foram separados utilizando-se as condigdes de HPLC 3.4.1.2 ou 3.4.1.3 descritas em
Materiais e Meétodos (figura 4.19). Nosso objetivo inicial foi a elucidagdo das estruturas dos
adutos Al e A2, com tempos de retengiio em 15 ¢ 41 minutos, respectivamente (condi¢do
3.4.1.3). Entretanto, os adutos com tempos de retengdo intermedidrios (A3, A4 e AS)

também foram coletados e concentrados para posterior caracterizagdo quimica.
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Figura 4.19: Cromatogramas obtidos com detecgao por absorbancia (A = 225 nm). A) Resultado da

reagdo de dGuo com DDE na presen¢a de perdxidos; B) Controle. As condigdes de incubagio e

analise por HPLC estdo descritas, respectivamente, nos itens 3.4.4.3 e 3.4.1.3 de Materiais e

Meérodos. UA: unidades arbitrarias.

Apos a primeira separagdo dos produtos, o aduto A1 foi repurificado através da
condigdo de HPLC 3.4.1.4 e o aduto A2 foi repurificado através da condi¢io de HPLC
3.4.1.7, a qual permitiu a separagdo dos dois adutos, A2-1 e A2-2, que estavam coeluindo na

condi¢do de HPLC 3.4.1.3 (figura 4.20).
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Figura 4.20: Cromatogramas obtidos com detecgdo por absorbancia (A = 280 nm) do aduto A2 pré-

purificado. Foi utilizada a condigdo de HPLC 3.4.1.7 descrita em Materiais e Métodos. UA:

unidades arbitrarias.
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4.2.2. Caracteriza¢do quimica do aduto Al

Os espectros de absorbincia do aduto Al obtidos em diferentes pHs foram
idénticos aos do aduto 1,M-etenodG sintetizado anteriormente, com Amae em 222,271 e 295
nm (pH 1), 227 € 285 nm (pH 7) e 234, 279 ¢ 307 nm (pH 11), como apresentado na figura

4.21. Além disso, ambos os adutos coeluiram cromatograficamente (figura 4.22).
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Figura 4.21: Espectros de absorbancia do aduto Al em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais e

Meérodos): pH 1, 50 mM HCUKCI;, pH 7, tampéo fosfato 50 mM; pH L1, tampdo carbonato-

bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrérias.
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Figura 4.22: Cromatogramas obtidos com detecgdo por absorbancia (A = 225 nm, UA).
A) Resultado da reagido de dGuo com DDE na presenga de perdxidos; B) Mesma mistura de reagio
com adicio de | ,N-etenodG. As condigBes de incubagio e analise por HPLC estio descritas,
respectivamente, nos itens 3.4.4.3 e 3.4.1.3 de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrarias. Abs:

absorbéncia.
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O espectro de massas (ESUMS) do aduto Al no modo positivo (figura 4.23)
apresentou quatro sinajs: m/z 291,85 (M + HJ', intensidade relativa 34%), 313,85
(IM + Na]’, intensidade relativa 53%), 329,76 ([M + K], intensidade relativa 40%) e
175,61 (M -+ H]" — 2-D-eritro-pentose, intensidade relativa 95%), sendo consistente com a
introdu¢do de um grupo eteno a molécula de 2’-desoxignanosina. Sua estrutura foi
confirmada pela presen¢a do par de dubletos correspondentes aos préotons H-6 ¢ H-7 no
espectro de "H RMN (8 = 7,60 e 7,42 ppm, respectivamente) e do singleto em & = 8,13 ppm
correspondente ao proton H-2, além dos sinais correspondentes aos prétons do acucar
(tabela 4.9). Como neste caso o sinal correspondente ao préton H-5 também nio apareceu
no espectro obtido em DMSO-d;, concluimos que o aduto Al é idéntico ao aduto 1 M-
etenodG que sintetizamos a partir da reagdo de dGuo com cloroacetaldeido (item 4.1.6.1),
sendo ambos tautdbmeros do mesmo aduto descrito anteriormente na literatura (Sodum e

Chung, 1988).

Tabela 4.9: Deslocamentos quimicos no espectro de '"H RMN do aduto A1 em DMSO-d; °.

5 (ppm) Tipo )
BT 622627 L N-CHO Ter=2.6
H-2 2,55-2,64 m  CH-C
H-2" 221228 m CH-C
H-3 435437 m  HO-CH
H-4’ 3.81-3.84 m  O-CH
H-3  3,55-3,60 m  HO-CH,
H-5  3,50-3,54 m  HO-CH,
OH-3 530 d  HO-CH
OH-5* 497 t  HO-CH,
1-2 3,13 s N=CH-N
H-6 7,60 d  C=CH-N
H-7 7.42 d  C=CH-N

“m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrometro 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 Al. Voltagem do cone: 25 V. As condigdes

estio descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Méiodos.

4.2.3. Caracteriza¢do quimica dos adutos A2-1 e A2-2

Os adutos A2-1 e A2-2 (figuras 4.19 ¢ 4.20) apresentaram espectros de
absorbancia idénticos entre si e semelhantes aos obtidos para o aduto 1,N-eteno-2'-
desoxiguanosina em diferentes pHs (figura 4.24 e tabela 4.10), com um deslocamento

batocrémico, o que foi uma indicagido de que eram derivados substituidos deste Gltimo.
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Figura 4.24: Espectros de absorbéncia dos adutos A2 em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Materiais
e Métodos): pH 1, 50 mM HCI/KCI]; pH 7, tampéo fosfato 50 mM; pH 11, tampZo carbonato-
bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrarias.

Tabela 4.10: Valores de Anix € coeficientes de extingdo molar (¢) dos adutos A2-1 e A2-2 nos

diferentes pHs indicados na figura 4.24. Os valores de e foram determinados como descrito no item

3.4.7 de Materiais e Métodos.

A2-1 A22 Média (A2)

Amix, (mm) ¢ (M em™) Awix. (nm) eM ' em™ | e (M em™)
225 70 039 225 57358 63 698
pH I 274 26810 | 275 23 202 25 006
228 80 468 229 66 710 73 589
pHT 275 30 182 276 27951 29 066
235 67 193 236 63 737 65 465
pH 11 281 2117 280 19 654 20 885
309 [7 800 313 14 829 16314

129




Resultados

Os espectros de massas (ESUMS) dos adutos A2-1 ¢ A2-2, idénticos entre si,
estdo apresentados na figura 4.25. Podemos observar um {on molecular protonado [M + H]"
em m/z 434, um fragmento predominante em m/z 318 ([M + H]" - 2-D-eritro-pentose) e os
sinais correspondentes a [M + Na]" em m/z 456 e [M + K]* em m/z 472. Essas observacdes
foram consistentes com o que seria esperado para um aduto formado entre dGuo ¢ DDE

(1:1), com ganho de dois atomos de oxigénio e perda de uma molécula de H,O.
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Figura 4.25: Espectros de massas (ESUMS) dos adutos (a) A2-1 e (b) A2-2. Voltagem do cone: 35

V. As condigdes estdo descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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A partir da observagdo desses espectros fo1 possivel concluir que os adutos A2-1
e A2-2 sdo diastereoisdmeros. Sua estrutura molecular foi confirmada pela analise de
espectros de 'H RMN (figuras 4.26 ¢ 4.27; tabelas 4.11 e 4.12), COSY (figuras 4.28 e
4.29), “C RMN (figuras 4.30 ¢ 4.31; tabela 4.13), DEPT (figuras 4.32 e-4.33), 'H-"C
HMQC (figuras 4.34 e 4.35) ¢ 'H-""C HMBC (figuras 4.36 ¢ 4.37).

O espectro de 'H-RMN do aduto A2-1 em DMSO-d, apresenta, além dos prétons do
agucar, dois protons aromaticos, H-6 ¢ H-2, em & = 7.14 e 8.05 ppm respectivamente; 11
protons de parte da cadeia lateral distribuidos em um grupo metila e quatro grupos
metilénicos que podem ser observados na regido de campo alto do espectro (0,85 ppm < 8 <
1,73 ppm); um proton, H-12, em 4,04-4,08 ppm, que aparece como multipleto devido aos
acoplamentos com os prétons em C-13 e OH-12; dois prétons, 2H-10, em 4,3 ppm, que
aparecem como singleto por ndo acoplarem entre si ou com outros prétons; e um proéton,
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-5"), 5,26-5,27 (OH-3") e 5,38-5,39
ppm (OH-12), referentes aos prétons trocédveis de grupos hidroxila, ndo apareceram quando
o espectro de 'H RMN foi obtido em D,0, confirmando a atribuicdo desses sinais. A
diferenga entre os diastereoisémeros A2-1 e A2-2 estd na constante de acoplamento entre os
prétons em C-10. Enguanto esses prétons aparecem como um singleto no aduto A2-1 (sio
equivalentes), a constante de acoplamento entre eles € 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
protons podem ser melhor visualizados nas figuras 4.28 e 4.29 (COSY - espectroscopia de

correlagio bidimensional 'H-"H).
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Figura 4.26: Espectro de 'H RMN do aduto A2-1 obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-ds, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.27: Espectro de 'H RMN do aduto A2-2 obtido em um equipamento de 500 MHz em
DMSO-ds, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.11: Deslocamentos quimicos no espectro de "H RMN do aduto A2-1 em DMSO-d;

8 (ppm) Tipo J(Hz)
H-1' 6,19-6,22 t N-CH-O  Jinz 3.9
H-2’ 2,55-2,62 m CH,-C Jiar 9,0
H-2” 2,21-2,26 m CH,—C Jioun 6,0
H-3’ 4,35-436 m HO-CH Jiyaze 18,0
H-4’ 3,81-3,84 m O-CH Jizas 5,0
H-5’ 3,55-3,59 m HO-CH, Jias 4,6
H-5" 3,49-3,53 m HO-CH,
OH-5’ 4,91-4,93 t HO-CH,
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-10 4,30 s OC-CH,—C
H-12 4,04-4,08 m HO-CH-C=0
OH-12 5,38-5,39 d HO-CH-C=0
H-13° 1,66-1,73 m HOC-CH,-C
H-13” [,50-1,58 m HOC-CH,-C
2H-14 1,36-1,41 m C-CH,-C
2H-15+2H-16 1,21-1,30 m C-CH,-C
3H-17 0,85-0,88 t

CH,-CH,

“ m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrémetro de RMN
DRX 500 como descnto no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.12: Deslocamentos quimicos no espectro de 'H RMN do aduto A2-2 em DMSO-d;

8 (ppm) Tipo J(Hz)
H-1’ 6.19-6.22 t N-CH-0 Jiay 4.0
H-2’ 2.55-2.61 m CH,-C Jizayr 9.0
H-2" 2.21-2.26 m CH,~C Jizomz 5.8
H-3’ 4.35 m HO-CH Jiae 182
H-4’ 3.82-3.84 m O-CH Ji3as 49
H-5° 3.56-3.59 m HO-CH, Jyys 45
H-5” 3.50-3.52 m HO-CH, Jionior 18.5
OH-5’ 4.93 t HO-CH,
OH-3’ 5.26 d BO-CH
H-2 8.04 s N=CH-N
H-6 7.12 s C=CH-N
H-10 4.32-4.35 d OC-CH,-C
H-10” 4.25-4.28 d OC~-CH,—C
H-12 4.04-4.09 m HO-CH-C=0
OH-12 5.36 d HO-CH-C=0
H-13’ 1.68-1.71 m HOC-CH,-C
H-13” 1.52-1.55 m HOC-CH,-C
2H-14 1.37-1.40 m C-CH,-C
2H-15 + 2H-16  1.23-1.30 m C-CH,~C
3H-17 t

0.85-0.88

CH,-CH,

“ m, multipleto; t, tripleto; d, dubleto; s, singleto. Espectro obtido em um espectrémetro de RMN
DRX 500 como descrito no item 3.4.6.2 de Mareriais e Métodos.
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Figura 4.28: Espectro de RMN de correlagdo bidimensional '"H-"H (COSY) do aduto A2-1 obtido

em um equipamento de 500 MHz em DMSO-dg, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e

Meétodos.
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Figura 4.29: BEspectro de RMN de correlagio bidimensional 'H-'H (COSY) do aduto A2-2 obtido

em um equipamento de 500 MHz em DMSO-ds, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e

Métodos.

—— | 37



Resultados

Os espectros de *C RMN dos adutos A2-1 ¢ A2-2 apresentaram 20 sinais
(figuras 4.30 e 4.31; tabela 4.13) correspondentes a 20 diferentes carbonos. A atribuigdo
dos sinais aos respectivos carbonos nio quatermarios foi possivel através da andlise de
espectros DEPT, nos quais os carbonos em CH;3 e CH aparecem como sinals voltados para
cima e aqueles em CH, aparecem como sinais voltados para baixo (figuras 4.32 ¢ 4.33), ¢
de espectros de correlagio heteronuclear bidimensional 'H-"C (HMQC) (figuras 4.34 e
4.35), nos quais é possivel observar os acoplamentos entre um 'H e um C distantes um do
outro por uma ligacio ('J). Os carbonos quaternarios aparecem apenas nos espectros de '*C
RMN e a atribui¢do correta desses sinais aos respectivos carbonos (carbonos 3a, 4a, 7, 9, 9a
e 11) foi feita através da andlise de espectros de correlagdo heteronuclear bidimensional
'H-"C a longa distancia (HMBC) (figuras 4.36 ¢ 4.37) ¢ com base em um trabalho
desenvolvido por Rindgen e colaboradores (1999). A figura 4.37 (aduto A2-2) mostra que o
préton H-2 acopla com os sinais em 116,05 e 149,87 ppm (acoplamentos *J(C,H)), enquanto
que H-1" esta envolvido em acoplamentos *J(C,H) com os carbonos ressonantes em 136,92
e 149,87 ppm. Assim, o sinal em 116,05 ppm foi atribuido ao C-9a e aquele em 149,87 ppm
ao C-3a. A existéncia dos acoplamentos dos protons H-6 e H-10 com o sinal em 117,82 ppm
permitiu a atribui¢do do C-7, enquanto o acoplamento de H-6 com o carbono ressonante em
147 ppm permitiu a atribui¢io do C-4a. O outro carbono quaternario que apareceu em
153,80 ppm foi atribuido ao C-9. O sinal que aparece em 209 ppm foi atribuido ao grupo
C=0 da cadeia lateral do aduto, estando envolvido em acoplamentos *J (C,H) com os
protons H-10 e OH-12. A mesma interpretagdo foi feita para o aduto A2-1 (figura 4.36),
sendo que neste caso nio foi possivel observar o acoplamento 2/ (C,H) entre C-11 ¢ OH-12.
Praticamente nd@o hd diferenga entre os dois diasterecisdmeros no que se refere aos

deslocamentos quimicos dos carbonos (tabela 4.13).
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Figura 4.30: Espectro de “C RMN do aduto A2-1 obtido em um equipamento de 500 MHz em

DMSO-dg, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.31: Espectro de 13C RMN do aduto A2-2 obtido em um equipamento de 500 MHz em
DMSO-ds, 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-dg, 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-dg, como descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Mélodos.
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Figura 4.34: Espectro de RMN de correlago heteronuclear bidimensional 'H-C (HMQC) do
aduto A2-1 obtido em um equipamento de S00 MHz em DMSO-dg, como descrito no item 3.4.6.2

de Materiais e Métodos.
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Figura 4.35: Espectro de RMN de correlagdo heteronuclear bidimensional ‘H-">C (HMQC) do

aduto A2-2 obtido em um equipamento de 500 MHz em DMSO-ds, como descrito no item 3.4.6.2

de Materiais e Métodos.
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Figura 4.36: Espectro de RMN de correlagio heteronuclear bidimensional 'H-"C a longa

distancia (HMBC) do aduto A2-1 obtido em um equipamento de 500 MHz em DMSO-ds, como

descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Mérodos.
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Figura 4.37: Espectro de RMN de correlagdo heteronuclear bidimensional 'H-
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distancia (HMBC) do aduto A2-2 obtido em um equipamento de SO0 MHz em DMSO-ds, como

descrito no item 3.4.6.2 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4.13: Deslocamentos quimijcos nos espectros de *C RMN dos adutos A2-1 e A2-2 em

DMSO-ds
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 =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-10 36,02 36,09 CH,
C-11 209,07 209,13 C=0
C-12 75,96 75,98 H-C-OH
C-13 33,03 33,05 CH,
C-14 24,65 2471 CH,
C-15 31,24 31,30 CH,
C-16 22,14 22,19 CH,
C-17 14,01 14,07 CH,
C-1’ 83,07 83,13 N-CH-O
C-2’ 39,51 39,88 CH,
C-3 70,82 70,88 H-C-OH
C-4 87,75 87,79 H-C-O
C-5 61,82 61,87

H,C-OH

? Espectros obtidos em um espectrdmetro de RMN DRX 500 como descrito no item 3.4.6.2 de

Materiais e Méfodos.

Os dados espectroscépicos apresentados nos permitiram concluir que os adutos

A2-1 ¢ A2-2 t&m uma estrutura do tipo eteno substituido, possuindo uma cadeia lateral de

oito carbonos na qual estiio presentes um grupo carbonila em C-11 e um grupo hidroxila em

C-12 (figuras 4.26 ¢ 4.27). Ambos diferem entre si pela configura¢io espacial dos dtomos
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ligados ao C-12, o qual é centro quiral. Possiveis mecanismos para formagido desses

etenoadutos estdo esquematizados no Capitulo 5 (Discussdo).

4.3. Padronizacdo de metodologias sensiveis para deteccdo da formacdo dos

2 r a - - - r »
adutos 1,N -eteno-2 -desoxisuanosina em sistemas biologicos

Apds a observagdo de que o DDE, na presenga de perdxidos, levava a formagio
de etenoadutos de 2’-desoxiguanosina in vilro, resolvemos investir na padronizagdo de
metodologias mais sensiveis e especificas que a detec¢do por absorbincia para que
pudéssemos investigar a formagido desses adutos em DNA de células incubadas com DDE.

Os resultados obtidos estdo descritos a seguir.

4.3.1. Detecgdo eletroquimica

Inicialmente investigamos a eletroatividade do aduto [ N-eteno-2'-
desoxiguanosina (A1) em potencial de detec¢do de + 800 mV utilizando o sistema de HPLC
e a condig¢do cromatografica descritos no item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos. Resolvemos
utilizar esse potencial porque a estabilizacdo do detector € mais dificil em potenciais mais
altos. Além disso, quanto maior o potencial utilizado, menor ¢ a seletividade do método.

Como pode ser observado na figura 4.38, esse etenoaduto pode ser detectado
eletrogquimicamente. Entretanto, a sensibilidade obtida foi apenas 1,3 vezes maior que a da

detec¢do por absorbancia a 280 nm.
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Figura 4.38: Cromatogramas obtidos com detecgdo por absorbiancia (A = 280 mn) e detecgdo
eletroquimica (potencial = +800 mV) do aduto ], M*-eteno-2 '-desoxiguanosina (Al). A condigdo de

andlise por HPLC esta descrita no item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos. UA: unidades arbitrarias.

Resolvemos, portanto, com base em um trabalho desenvolvido por Douki € Ames
(1994), verificar se o aduto 1,N*-etenoguanina, resultante da hidrélise 4cida de 1,V -eteno-
2’-desoxiguanosina, podia ser detectado eletroquimicamente com maior sensibilidade.
Douki e Ames desenvolveram um ensaio para detecgdo eletroquimica de adutos 1N
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propano-2’-desoxiguanosina no qual o produto da hidrdlise dcida desses adutos (1,N-
propanoguanina) era detectado com maior sensibilidade, em baixos potenciais de oxidag¢ao,
em comparagio com o aduto oniginal. Para ser eletroativo, o produto analisado deve possuir
grupos oxidaveis. Na hidrélise 4cida ocorre quebra da ligagdo glicosidica, 0 que gera um
sitio oxidavel adicional, como mostrado abaixo, permitindo a detec¢do eletroquimica em

potenciais mais baixos.

OH OH

N
I Y v
(2T vana ALY

1,N2-eteno-2'-desoxiguanosina 1,N?-etenoguanina

A hidrélise 4cida de t,N*-eteno-2’-desoxiguanosina foi feita com uma solugio de
HF-piridina 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 absorbincia e
eletroquimico (item 3.5.1.2 de Materiais e Métodos). Os cromatogramas obtidos estdo na

figura 4.39.
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Figura 4.39: Cromatogramas obtidos com detec¢do por absorbdncia (A = 280 nm) e detecciio
eletroquimica (potencial = +800 mV) dos produtos da hidrdlise 4cida de 1,M-eteno-2'-

desoxiguanosina (Al). A condigio de analise por HPLC est4 descrita no item 3.5.1.2 de Materiais e

Meétodos. UA: unidades arbitranas.

Observamos um produto eletroativo com tempo de retengio de 10,5 minutos. A
analise dos seus espectros de absorbéncia e massas apds sua purificag@o nos mostrou que ele

era 0 aduto 1,V -etenoguanina (figuras 4.40 e 4.41).
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Figura 4.40: Espectros de absorbancia do produto A’ em diferentes pHs (item 3.4.6.1 de Matreriais
e Métodos): pH 1, 50 mM HCUKCI; pH 7, tampdo fosfato 50 mM; pH 11, tampéo carbonato-
bicarbonato 50 mM. UA: unidades arbitrérias. Os espectros correspondem aos obtidos por Sattsangi

e colaboradores (1977) para o aduto I,NQ-etenoguanma.
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Figura 4.41: Espectro de massas (ESI/MS) do produto A’. Voltagem do cone: 25 V. As condi¢Ges

estio descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Meétodos.

A detecgio eletroquimica de 1,N*-etenoguanina em + 800 mV chegou a ser 66
vezes mais sensivel que a sua detecgiio por absorbancia (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 estdvamos trabalhando no potencial adequado

(figura 4.42).
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Figura 4.42: Eletrovoltamograma de 1,N*-etenoguanina. As condigdes de andlise estdo descritas no
item 3.5.1.3 de Materiais e Métodos. EC: deteccio eletroquimica. UV: detecgdo por absorbancia a

280 nm.

Como o eletrovoltamograma de um composto depende da sua eletroatividade, a
qual é um reflexo da sua estrutura, este pode auxiliar na identificagdo de compostos com
atividade eletroquimica. Foi atingido o limite de detecgiio de 6 pmol de 1,M-etenoguanina
ao se utilizar o potencial de + 800 mV. Entretanto, acreditamos que a utilizagdo de um
detector eletroquimico mais sensivel tivesse permitido a detec¢do de concentragdes muito
menores desse aduto. Para comparagio, o equipamento que utilizamos detectava, na época,
uma massa minima de 3 pmol de 8-0xodG, sendo que o idea! seria detectar em tormo de 100
fmol dessa base oxidada (potencial de + 600 mV). O limite de sensibilidade alcangado com
o equipamento que utilizamos nio foi mais vantajoso que o observado para a deteccdo do
aduto 1,Nz-eteno—2’-desoxiguanosina por absorbancia a 225 nm utilizando-se a condicio
cromatografica 3.3.9.1 descrita em Materiais e Métodos (3 pmol). No caso, a vantagem em
relacdo a detec¢do por absorbancia estaria na seletividade. A hidrdlise adcida de DNA de
timo de bezerro apds reacdo com DDE na presenca de perdxidos in vitro (condicdo de
incuba¢do como a descrita no item 3.4.8 ¢ hidrélise como a descrita no item 3.5.1.4 de
Materiais e Métodos) revelou a presenga de produtos com atividade eletroquimica, sendo

ue um deles eluiu juntamente com o padrio 1,N*-etenoguanina (figura 4.43).
q ] p gu g
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Figura 4.43: Cromatogramas obtidos com detecgdo eletroquimica (potencial = +800 mV) dos
produtos da hidrélise acida do DNA incubado com DDE na presen¢a de perdxidos in vifro, do
respectivo controle ¢ da amostra de DNA com adigio de 1,N?-etenoguanina (spiking). As condigdes
de incubagdo, hidrdlise e andlise por HPLC estdo descritas nos itens 3.4.8, 3.5.1.4 ¢ 3.5.1.2 de

Matreriais e Métodos. UA: unidades arbitrarias.

A identidade do produto que eluiu juntamente com o padrio 1,Nz-etenoguanina

poderia ter sido confirmada pelo seu eletrovoltamograma. Entretanto, como o principal
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objetivo era a detecgdo inequivoca 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 ha RNA contaminante ao se extrair DNA das cé¢lulas e a hidrolise 4cida nao
permitiria  distinguir entre 1, N’-etenoguanosina e  1,N*-eteno-2’-desoxiguarosina,
resolvemnos nos concentrar na padronizagio da deteccdo dos etenoadutos por LC/ESI/MS-

MS descrita abaixo.
4.3.2, Detec¢do por LC/EST/MS-MS

Ap6s uma série de experimentos chegamos nas condigdes hoje padronizadas para
detec¢do dos etenoadutos em sistemas bioldgicos. Inicialmente, investigamos o limite de
detecgio para 1,M-edGuo quando esse aduto era injetado diretamente no espectrdmetro de
massas e era feita a aquisi¢io do espectro total no mtervalo de 50 a 400 m/z com diferentes
voltagens de cone (as condi¢gdes utilizadas estdo descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e
Métodos). Conseguimos observar que o fon do aduto sem a desoxirribose (1,N°-
etenoguanina — [M+H]" = 176 m/z) era mais facilmente detectavel que o {on do aduto com
o acticar (1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina — [M+H]" = 292 m/z). 1sso ocorria porque a
ligagdo glicosidica era facilmente quebrada quando utilizdvamos a voltagem de cone que
permitia melhor ioniza¢do da molécula. Por exemplo, ao se utilizar voltagem de cone igual a
5 ou 10 V no havia fragmenta¢do da molécula, mas o pico em m/z 292 aparecia muito
baixo. Ao aumentarmos a voltagem para 25 V, a intensidade do sinal em m/z 292
aumentava, mas ja 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 aquisigio permitiu a detecgdo de, no

minimo, 9 pmol do aduto.
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Sabiamos, a partir de dados da literatura, que a cromatografia liquida através de uma
coluna com didmetro muito pequeno, com utilizagio de fluxo muito baixo, combinada a
espectrometria de massas por electrospray com monitoramento de um unico ion (SIR ou
SIM) permitia um grande aumento da sensibilidade de detecgdo em comparagdo com a
sensibilidade obtida na aquisigdo do espectro total (Yen e col., 1996; Apruzzese e Vouros,
1998). Resolvemos, portanto, através da utilizacio dessa metodologia, investigar o limite de
detec¢o para o aduto 1,N*-edGuo. Utilizamos inicialmente um fluxo constante de 20
uL/min através de uma coluna capilar com didmetro interno de 1 mm (fase movel: 30% de
acetonitrila em dgua). O aduto 1,N*-edGuo (solubilizado em agua com 0,2% de 4cido
férmico) foi injetado em diferentes concentragdes na coluna. A detec¢do do aduto foi feita
utilizando-se a voltagem do cone igual a 50 V e a fungdo SIR para monitoramento do ion
[M+H]" em m/z 176. A razio para se ter escolhido monitorar esse fon estd explicada no
paragrafo anterior. Conseguimos, assim, alcangar o limite de sensibilidade de 25 fmol para
detec¢do desse aduto. Entretanto, alguns problemas ainda existiam. Como era utilizado
apenas o primeiro analisador do espectrdmetro, a detecgdo ndo era tido especifica,
aparecendo outros picos mesmo nos cromatogramas dos padrdes. Isso acontecia porque
todas as moléculas com relagdo m/z 176, apos serem ionizadas, passavam pelo analisador e
eram detectadas, mesmo nio sendo moléculas do aduto.

Sendo assim, resolvemos ajustar as condi¢des para o monitoramento dos ions dos
etenoadutos através da utilizagdo dos dois analisadores do espectrometro (MS-MS/MRM).
Esse tipo de monitoramento permite uma detec¢@o muito mais especifica do que a obtida

quando € utilizado apenas um analisador (MS/SIR), uma vez que sdo detectadas apenas as
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moléculas que apresentam um padrio especifico de fragmentagio selecionado. As condig¢des
estabelecidas para essas analises estdo descritas no item 3.5.2 de Materiais e Métodos.

Para melhorar ainda mais a especificidade da detecgdo e quantificar esses
ctenoadutos em DNA utilizamos os padroes isotépicos ['5N5]—1,]\72-sdGuo e [ISNS]AZ
sintetizados como descrito no item 3.5.2.3 de Materiais e Métodos. A utilizagdo dessas
moléculas como padrdes internos € importante porque a resposta do espectrometro vara
muito entre uma inje¢do e outra, sendo o uso das mesmas a saida encontrada para corrigir
essas variagdes. Tais padrOes apresentam o mesmo comportamento cromatografico e sio
ionizados da mesma forma que os adutos correspondentes, mas s3o monitorados em
diferentes m/z. Assim, obtém-se dois cromatogramas simultaneos ao se fazer a analise no
espectrometro de massas: em um deles aparece o pico correspondente ao padrio interno e
no outro aparece o pico correspondente ao aduto de interesse, ambos com 0 mesmo tempo
de retencdo (figuras 4.46 ¢ 4.47). Nas figuras 4.44 ¢ 4.45 estio os espectros de massas dos

padrdes 1sotdpicos sintetizados.
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Figura 4.44: Espectros de massas (ESI/MS) do aduto ['*Ns]-1,N-edGuo em diferentes voltagens de

cone. As condigdes estdo descritas no item 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.45: Espectro de massas (ESI/MS-MS) do aduto ['5N5]A2. As condi¢des de andlise em

MS, estdo descritas no itemn 3.4.6.3 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.46: Cromatogramas obtidos ap6s inje¢do de uma solug@o contendo 50 fmo) do aduto [ V-
£dGuo (5 fmol/uL) e 1000 fmol do padrdo interno ['°Ns]-1,M-edGuo (100 fmol/pL) no sistema
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Métodos. Fase mével: 30% de acetonitrila em agua.
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Figura 4.47: Cromatogramas obtidos apds inje¢io de uma solugio contendo 50 fmol da mistura dos
adutos A2 (2,5 fmol/uL) e 3500 fmol do padrio interno [“°NsJA2 (175 fmol/ul) no sistema
LC/ESI/MS-MS. As condicdes de analise estio descritas nos itens 3.5.2.1 e 3.5.2.2 de Materiais e

Métodos. Fase movel: 50% de acetonitrila em agua,

As curvas de calibragdo para quantificagdo dos etenoadutos nas amostras de
DNA foram construidas como descrito no item 3.5.2.4 de Materiais e Métodos e estio

apresentadas na figura 4.48.
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Figura 4.48: Curvas de calibragio para quantificagio dos etenoadutos: (a) 1,NM?-edGuo; (b) A2. As

condi¢des de analise estao descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e Métodos.

4.3.2.1. Detecgdo e quantificagdo dos adutos A1 e A2 em DNA de timo de

bezerro incubado com DDE na presenca de peroxidos in vitro

Apds hidrélise enzimatica do DNA incubado com DDE na presenga de perdxidos
in vitro e respectivo controle (segundo as condi¢des descritas no item 3.4.8 de Materiais ¢

Meétodos), as regides correspondentes aos tempos de eluigdo dos adutos foram coletadas
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utilizando-se a condi¢do cromatografica 3.4.1.4 descrita em Materiais e Métodos,
liofilizadas, analisadas e quantificadas pelo sistema LC/ESI/MS-MS como descrito no item
3.5.2.4 de Materiais e Métodos. As figuras 4.49 e 4.50 mostram o comportamento
cromatografico dos produtos resultantes no sistema LC/ESI/MS-MS. Na tabela 4.14 estio
os niveis dos adutos encontrados em DNA controle e tratado. As andlises foram feitas em

triplicata ou quadruplicata.
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Figura 4.49: Detecc¢io do aduto A1 em DNA de timo de bezerro através do sistema LC/ESI/MS-
MS. As condigdes de analise estio descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e 3.5.2.4 de Materiais e
Métodos. Fase movel: 30% de acetonitrila em agua. (a) DNA controle; (b) DNA incubado com

DDE na presen¢a de peréxidos.
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Figura 4.50: Detecgdo dos adutos A2 em DNA de ttmo de bezerro através do sistema LC/ESI/MS-

MS. As condigdes de analise estdo descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 ¢ 3.5.2.4 de Materiais e

Métodos. Fase mével: S0% de acetonitrila em Agua. (a) DNA controle; (b) DNA incubado com

DDE na presenga de perdxidos.
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Tabela 4.14: Nivejs dos adutos detectados em DNA controle ¢ DNA incubado com DDE na

presencga de perdxidos in vitro.

Nivel dos adutos (adutos/10” dGuo)

Al A2
DNA Controle 279 £ 34 Nio detectado
DNA tratado com DDE 1110,2 £ 57,3 854,3 + 242

4.3.2.2. Detecgdo e quantificagdo dos adutos Al e A2 em DNA de células

Da mesma forma que para a detec¢do e quantificagio dos adutos em DNA
incubado com DDE na presen¢a de peréxidos in vifro, o DNA das células incubadas com
DDE (item 3.3.2.5 a de Materiais e Métodos) e respectivos controles foi apalisado. As
figuras 4.51 e 4.52 mostram o comportamento cromatografico dos produtos resultantes no
sistema LC/ESI/MS-MS. Nas tabelas 4.15 e 4.16 estdo os niveis dos adutos encontrados em
DNA de c€lulas controles e tratadas. Para cada amostra de DNA foram feitas trés injecGes a
partir das quais foi obtido um valor médio. Nos casos em que foi possivel analisar trés
amostras distintas, estdo apresentadas as médias e desvios padrdes. Quando foram
analisadas menos que trés amostras distintas, estio apresentados os niveis médios de adutos

encontrados em cada uma.
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Figura. 4.51: Detec¢do do aduto A1l em DNA de células CVI-P através do sistema LC/ESI/MS-
MS. As condi¢gBes de analise estdo descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 e¢ 3.5.2.4 de Materiais e
Métodos. Fase movel: 30% de acetonitrila em agua. (a) células incubadas com etanol (0,2% v/v)

(controle); (b) células incubadas com 50 uM de DDE por 5 horas.
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Figura 4.52: Detecgdo dos adutos A2 em DNA de células CV1-P através do sistema LC/ESI/MS-
MS. As condigdes de andlise estdo descritas nos itens 3.5.2.1, 3.5.2.2 ¢ 3.5.2.4 de Materiais e
Métodos. Fase moével: 50% de acetonitrila em 4gua. (a) células incubadas com etanol (0,2% v/v)

(controle); (b) células incubadas com 50 (M de DDE por 5 horas.
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Tabela 4.15: Niveis do aduto Al detectado em DNA de células.

Nivel do aduto A1 (adutos/10” dGuo)

Controle 1,17 + 0,69
Células + DDE 1,79 + 0,37

Tabela 4.16: Niveis dos adutos A2 detectados em DNA de células.

Nivel do aduto A2 (adutos/10” dGuo)

Controle 1 N3o detectado
Controle 2 Nio detectado
Células + DDE 1 5,45
Células + DDE 2 20,06

Podemos observar que a incubagdo das células com DDE nas condi¢des
utilizadas (item 3.3.2.5 a de Materiais e Métodos) levou a formagdo dos adutos
diastereoisoméricos A2 em seu DNA. Nio houve aumento do nivel do aduto Al em relacio
ao controle. Entretanto, um nivel basal do mesmo pdde ser observado, sendo esta a primeira
constatagdo da sua presenga em sistemas bioldgicos. Foram feitas anédlises paralelas de
solugbes dos padrdes internos que passaram pelos mesmos processos de separa¢iio e nos
serviram como brancos para que pudéssemos eliminar a possibilidade de estarmos

detectando adutos contaminantes.
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5. Discussdo

5.1. Ocorrvéncia do trans,trans-2,4-decadienal e estudos de citotoxicidade

Existem varios estudos mostrando a ocorréncia do frans, trans-2,4-decadienal nos
alimentos que consumimos. Sua presenga fol detectada em achocolatados (Schnermann e
Schieberle, 1997), 6leo de semente de gergelim (Shimoda e col., 1997), 6leo de peixe, como
o de arenque (Griin e col., 1996), em peixes, como salmio ¢ bacalhau estocados a baixas
temperaturas (18 pg/kg de salmio apds 14 semanas a —13°C) (Milo e Grosch, 1996), em
came bovina (Brewer e Vega, 1995; Konopka e col., 1995), came de galinha cozida sob
pressdo a alta temperatura (Farkas e col., 1997; Kerler e Grosch, 1997) e pdo (Schieberle e
Grosch, 1991). Em geral ele contribui para o aroma gorduroso agradével dos alimentos
quando presente em concentragdo na ordem de partes por bilhdo (ppb), ou para o aroma
rangoso desagradavel dos mesmos quando presente em concentra¢do na ordem de partes por
milhio (ppm) (Brewer e Vega, 1995). E também um produto das atividades acopladas de
lipoxigenase e 4cido graxo liase presentes em uma linica proteina em certas plantas (ex.:
Vicia sativa), com a atividade lipoxigenase agindo sobre o 4cido linoleico e formando o
radical peroxila intermedidrio que pode ser metabolizado pela via classica da lipoxigenase
para o acido 9-hidroperoxioctadecadiendico ou pela atividade liase para 2,4-decadienal
(Andrianarison e col., 1991; Liagre e col., 1996). Devido a sua citotoxicidade, foi sugerido
que a formag@o de DDE por essa via em certas plantas poderia estar envolvida em protecio
confra o ataque de patégenos (Andrianarison e ¢col., 1991).

Além de estarmos constantemente ingerindo este aldeido ao consumirmos
lipidios oxidados, ele pode também ser gerado naturalmente nos nossos organismos como
resultado da ocorréncia da peroxidagio de dcidos graxos poliinsaturados dos lipidios que
constituem as nossas células e lipoproteinas (Esterbauer, 1985; Buffinton e col., 1988:
Thomas e col,, 1994; Girona e col,, 1997). Foi detectada a formagio de DDE a partir da
decomposi¢do térmica de hidroperdxidos resultantes da autoxidagdo do metil linoleato,
tendo sido a sua origem atribuida & cisdo-/ do radical alcoxila resultante da decomposicio
do hidroperdxido na posi¢do 9 (esquema 5.1) (Frankel e col., 1981). Dentre as substincias

volateis apalisadas nesse estudo, 34,5% foram aldeidos, sendo que DDE corresponden a
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40,6%, hexanal a 43,5% ¢ acetaldeido, pentanal, 2-heptenal, 2-octenal, 2-nonenal e 2,4-

nonadienal juntos corresponderam a 15,9% dos aldeidos analisados (Frankel ¢ col., 1981).

/:ﬁ/(CHz)BCOOH
H,C(CH,);

l Peroxidagao Lipidica

OOH

/W—K/(CHZ)ECOOH
H,C(CH,)

4

Fe3* + OH~

Fe?+

(CH,),COOH
H,C(CH,);

H3C(CH2)4W O

Esquema 5.1: Formagio de 2,4-decadienal a partir acido linoleico.

Fol observada a formagido de 2,6 nmol de DDE/mg de LDL, nivel comparavel
com o de um dos mais importantes produtos da peroxidagao lipidica, HNE (2,7 nmol/mg
LDL), em um estudo em que foi induzida a oxidagdo de LDL (0,5 mg/mL) pela sua
incubag@o com 6 uM de CuSO, em PBS por 18 horas in vifro (Thomas e col., 1994). Nesse
mesmo estudo, o nivel total de 2,4-heptadienal, 2-octenal e 2,4-decadienal chegou a 6,93
nmol/mg de proteina, correspondendo a aproximadamente 5 mM na lipoproteina (Thomas e
col.,, 1994). Em outro estudo, a oxidagdo de LDL, HDL, e HDL, induzida pela incubacio

dessas lipoproteinas com 10 pM de CuCl, em PBS por 12 horas e 24 horas levou a
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formacdo dos seguintes niveis de DDE/mg de apolipoproteina: 15,33 nmol (ox-LDL 12 h),
22,15 nmol (ox-LDL 24 h), 19,84 nmol (ox-HDL, 12 h), 17,33 nmol (ox-HDL, 24 h) e
74,75 nmol (ox-HDL, 12 h). No caso de HDL, oxidada por 12 horas, DDE fot 0 mais
abundante aldeido gerado dentre os aldeidos insaturados investigados (2,4-heptadienal, 2-
octenal, 2-nonenal e 2,4-decadienal) (Girona e col., 1997).

Em um estudo in vitro em que hemaécias de camundongo infectadas com o
parasita da malaria (Plasmodium vinckei) foram submetidas a estresse oxidativo por
incubagdo com f-butil hidroperdoxido, o qual tem in vivo atividade parasiticida, foi
observado aumento significativo dos niveis de HNE (2,3 nmol/10° células), DDE (0,5
nmol/10° células) e hexanal (4,0 nmol/10° células) em comparacio com oS niveis
encontrados nas células ndo infectadas ou nio submetidas ao estresse oxidativo (Buffinton e
col., 1988). Uma vez ja tendo sido verificado que a peroxida¢do lipidica esta envolvida na
morte oxidativa dos parasitas da malaria; que DDE ¢ HNE inibem o crescimento de P.
falciparum in vitro (Clark e col., 1987); e que a injecdo intravenosa de uma mistura de
aldeidos (incluindo HNE, DDE e hexanal) em camundongos infectados com P. vinckei leva
a alteragdes no formato dos parasitas no interior das hemdcias, foi sugerido que a gerag¢io
desses aldeidos citotdxicos durante o curso de infecgio por malaria pode ter implicagées nos
mecanismos que estdo por tras da morte do parasita no interior das células sangiineas e nos
danos aos tecidos associados com a doenga (Buffinton e col., 1988).

Entretanto, as atividades biolégicas do DDE foram até hoje pouco investigadas.
Um trabalho mostrou que ele mibe significativamente a produgdo do fator de necrose de
tumor (TNF-a) por macréfagos derivados de mondcitos humanos THP-1 in vitro, embora o
njvel de inibigdo obtido (80,08 £ 4,70%, p < 0,0001, [DDE] = 50 puM, 2 horas) ndo possa
ser considerado em virtude de ter sido verificada reducgio da viabilidade das células (Girona
e col.,, 1997). Outro estudo também in vitro mostrou que o DDE nas concentragdes de 20
UM (1 h, 2 h e 24 h), SO uM (30 min) e 80 M (5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h e 24 h)
induz significativa liberagdo de interleucina-1-4 de células mononucleares de sangue
humano, sendo esse efeito também observado quando essas células sio incubadas na
presenca de LDL oxidada (Thomas ¢ col., 1994). Ambos os estudos mostraram que o DDE
exerce um papel importante na resposta inflamatéria dessas células, podendo, através de

seus efeitos sobre a secregdo de citocinas, contribuir para a aterogénese. Nio foram,
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entretanto, investigados os mecanismos pelos quais o DDE estaria levando a essas
alteracdes. Mais recentemente um estudo mostrou que o HNE, presente em LDL oxidada, €
uma das substincias inibidoras da ativacio do fator de transcricio NF-xB por
lipopolissacarideo de E. coli (LPS) em células monociticas humanas, inibindo
conseqilentemente a produgdo de TNF. Foi verificado que o HNE atua via inibi¢do da
degradagdo das proteinas inibidoras citosélicas IxB-a, IxB-p e I«B-¢ através da inibi¢do da
fosforilagdo das mesmas, o que impede a sua degradagdo pelo proteassomo (Page e col.,
1999). Efeitos semelhantes com relagdo a expressio de TNF e degradagdo de proteinas
inibidoras de NF-4B foram observados quando células monociticas foram incubadas na
presenca de LDL oxidada (Hamtlton e col., 1990; Fong e col., 1991; Thai e col., 1995; Ares
e col., 1995; Yoritaka e col., 1996; Ohlsson e col., 1996; Brand e col., 1997). A inibi¢cdo da
expressdo de genes regulados por NF-xB pode contribuir para o desenvolvimento de um
estado de inflamagio basal cronica, 0 que € uma caracteristica da les@o aterosclerética (Page
e col., 1999) e de outras doen¢as degenerativas (ex.: doenga de Parkinson) (Yoritaka e col.,
1996).

Dois estudos realizados por Kaneko e colaboradores (1987 e 1988) mostraram os
efeitos citotéxicos do DDE em fibroblastos humanos e células endoteliais da veia umbilical
humana.

No estudo feito com fibroblastos foi verificado que o efeito letal dos aldeidos
aumenta a2 medida em que aumenta o nimero de duplas ligagdes e o tamanho da molécula,
aumentando também a sua lipofilicidade. Foi estabelecida a seguinte ordem de toxicidade
para alguns aldeidos identificados como produtos da decomposi¢do do 4cido 13-
hidroperoxi-9,11-octadecadienéico sintetizado a partir da ag@o da lipoxigenase-1 de soja
sobre o Acido linoleico: trans-2-hexenal < trans-2-heptenal < trans-2-octenal < trans-2-
nonenal < frans,trans-2,4-nonadienal < trans,trans-2,4-decadienal (< trans-4-hidroxi-2-
nonenal). Os aldeidos mais lipofilicos ficam principalmente localizados nas membranas
celulares, o que pode promover a inativagdo de enzimas ligadas as membranas e também
protegé-los contra a rapida detoxificagdo pelas enzimas do citoplasma (Esterbauer e col.,
1991). Foi observado o nivel de 10% de sobrevivéncia relativa apds 24 horas de incubagio
das c€lulas com 25 ¢M de DDE em meio de cultura suplementado com SFB (Kaneko ¢ col.,

1987).
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No estudo feito com células endoteliais humanas, a concentracdo de DDE que
levou a 50% de morte das células foi 10 uM apds 3 horas de incubagio em solugdo de
Earle. Comparativamente, as concentragdes de frans-4-hidroxi-2-nonenal e trans,frans-2,4-
nonadienal necessdrias para a observacdio do mesmo efeito foram 25 uM e 21 uM,
respectivamente. Foi também verificado que as células que permaneceram vidveis apos a
exposi¢io a 10 uM de DDE perderam a capacidade proliferativa (Kaneko e col., 1988). Esse
efeito toxico exercido pelo DDE e outros aldeidos em células endoteliais humanas é
importante devido as observagdes de que a administragdo de perdxidos lipidicos leva a
danos em células endoteliais in vivo (Culter e Schneider, 1974, Sedar e col., 1978; Yagj e
col.,, 1981), sendo que esses danos podem levar ao desenvolvimento de placas
aterosclerdticas (Ross, 1993).

A 1ncubagdo de células de eritroleucemia humana (linhagem HEL TIB 180) com
diferentes concentra¢des de DDE (0,25 a S uM) em meio de cultura suplementado com SFB
também revelou um grande efeito letal do DDE, com 100% de células mortas apds 24 horas
de incubagdo com 5 uM do aldeido. Entretanto, foi mencionado que a solugio de aldeido foj
adicionada a cultura de células de hora em hora durante as primeiras 10 horas de incubagio,
ndo ficando muito clara a concentragio total de aldeido adicionada (Nappez e col., 1996).

Os dados de citotoxicidade que obtivemos a partir da incubagido das células
CV1-P com DDE nos mostraram que as células que utilizamos s3o mais resistentes aos
efeitos toxicos do DDE em comparag¢io com as acima citadas. Obtivemos 100% de células
vidveis apos 5 horas de incubagdo com 50 uM de DDE e 44,3 + 3% de células vidveis apos
4 horas de incuba¢do com 65 pM de DDE utilizando o ensaio do MTT, que mede a
capacidade redutora das mitocondrias. Com a utilizagdo do método de exclusio por
coloragao com azul de tripan, obtivemos 50% de células vidveis apds 8 horas de incubacio
com 65 uM do aldeido. E importante notar que apesar de ambos os métodos indicarem a
ocorréncia de danos celulares, a utilizagio do MTT permite a verificagio da porcentagem de
células metabolicamente ativas, enquanto que o azul de tripan nos fomece informagio a
respeito da porcentagem de células com a membrana plasmatica intacta, uma vez que esse
corante s6 penetra nas células que apresentam membranas plasméticas danificadas,

colorindo o citoplasma e o nucleo das mesmas.
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Variagdes de citotoxicidade ocorrem de acordo com o sistema utilizado, sendo,
portanto, importante avaliar esse pardmetro sempre que houver alteragdes nas condigdes
experimentais, seja o tipo e densidade das células, 0 meio de incubagdo e condi¢des de
temperatura e umidade da estufa. Kaneko e colaboradores (1988) mostraram que quando
aldeidos sdo administrados as células em um meio de cultura complexo, suas
citotoxicidades podem estar sendo subestimadas. Isso ocorre porque eles podem reagir com
grupos tidis e amino presentes em componentes do meio (Kaneko e col., 1988). Com a
finalidade de reduzir essas perdas, fizemos as incubagdes com DDE na auséncia de SFB.
Entretanto, mantivemos o meio DME, ao invés de substitui-lo por uma solucio salina, uma
vez que solugdes salinas por si s levam a perda de viabilidade apds certos periodos de
incubacio (Kaneko e col., 1988), o que ndo era desejavel para os nossos experimentos
subseqiientes.

Muitos estudos de citotoxicidade foram feitos com trans-4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), tendo sido encontradas diferentes concentragdes que levaram a 50% de morte das
células, dependendo do tipo celular estudado. Por exemplo, 50% de viabilidade foi
observada apds incubagdo de células de ovario de hamster chinés com 100 pM de HNE por
1,5 h. O mesmo efeito sé fo1 observado apds 6 horas de incubagdo de células tumorais de
ascite Ehrlich e 20 horas de incubag¢fo de hepatécitos de ratos com essa mesma
concentra¢do de aldeido (estudos revisados por Esterbauer e col., 1991).

Além de poderem ser causadas por diferengas nas condigdes experimentais para a
determinacio de citotoxicidade entre diferentes laboratérios, as diferengas de resisténcia aos
efeitos toxicos dos aldeidos podem ser devidas a diferentes capacidades de metabolismo e
detoxificagdo dessas substancias 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
aldeido pelo sistema teste (Esterbauer e col., 1991). A importancia do metabolismo celular
foi também evidenciada por estudos com fibroblastos de hamster chinés resistentes a H,0,
(Spitz e col., 1990). Essas células adaptadas e/ou selecionadas para um ambiente altamente
oxidante sdo significativamente mais resistentes ao HNE e trans-2-nonenal que os
fibroblatos normais. As c€lulas resistentes a H,0, apresentaram um aumento significativo

no nivel intracelular de glutationa (23,4 + 2,3 € 19,9 + 2,0 pmol GSH/ug proteina) em
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relagdo as células ndo resistentes (7,8 * 0,3 pmol GSH/pg proteina) e uma capacidade 2-3
vezes maior de remover os aldeidos, provavelmente através do mecanismo de conjugagdo
com glutationa, via glutationa transferase (Spitz e col., 1990). Também ha variagdo de
citotoxicidade entre os experimentos feitos com células que estdo se proliferando e aquelas
cuja proliferago foi interrompida. Por exemplo, fibroblastos em crescimento logaritmico
s80 menos sensiveis aos efeitos téxicos do HNE (18 puM, 20 h, 50% de células viaveis) do
que aqueles que pararam de crescer (5 uM, 20 h, 50% de células vidveis) (Kaneko e col.,,
1987).

Foram observados varios efeitos que precedem ou acompanham a morte celular
nos estudos feitos com 4-hidroxialquenais em células de mamifero, tais como depleciio de
glutationa (Cadenas e col., 1983; Poot e col.,, 1987; Griffin e Segall, 1987), deple¢ido de tiois
proteicos (Dogterom e col., 1989), indugido de peroxidagio lipidica (Cadenas e col., 1983;
Haenen e col., 1987; Dogterom e col., 1989), distirbio da homeostase de célcio (Griffin e
Segall, 1987), inibi¢gdo da sintese de DNA, RNA e proteinas (Benedetti € col., 1981;
Hauptlorenz ¢ col., 1985, Wawra e col., 1986; Clark e col., 1987; Poot e col., 1988a),
inibi¢do da respiragdo e glicdlise (Esterbauer e col., 1991), liberagdo de lactato (Griffin e
Segall, 1987) e alteragdes morfolégicas (Eckl e Esterbauer, 1989; Esterbauer e col., 1990).

No 1nicio dos nossos estudos, ao incubarmos as células CV1-P com
concentragdes de DDE variando entre 50 ¢ 70 pM, observamos que elas perdiam
rapidamente o formato tipico de fibroblastos, adquirindo um formato esférico (figura 4.1).
Existem relatos de que hepatécitos em cultura, apds serem expostos a 100 pM de HNE,
apresentam alteragdes morfolégicas, adquirindo um formato esférico e uma estrutura
granular intensa (Eckl e Esterbauer, 1989; Esterbauer e col., 1990). Uma vez que o HNE
provoca distirbio da homeostase de cdlcio (Benedetti e col., 1984a; Griffin e Segall, 1987) e
inibe a polimeriza¢do dos microtubulos (Gabriel e col., 1985), tais alteragdes podem ser
explicadas como conseqgiiéncia de um desarranjo das proteinas do citoesqueleto induzido
pela redistribuigdo do calcio intracelular. Inicialmente esse dano pode ser revertido em
alguma extensdo, mas com o0 seu progresso torna-se irreversivel e leva inevitavelmente a
lise das células (Esterbauer e col., 1991). Apesar de nio existirem trabalhos mostrando o

mecanismo de a¢@o do DDE neste sentido, podemos esperar que o efeito que observamos
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sobre o formato das células seja decorrente de um mecanismo semelhante ao que ocorre na
presenga de HNE.

Observamos também, como mencionado anteriormente, um distirbio das fungdes
mitocondriais € danos 4 membrana plasmatica das células incubadas com DDE. Um estudo
desenvolvido por Richter e Meier (1990) mostrou que o HNE inibe, de uma maneira dose-
dependente (10 a 50 uM), a liberagio de Ca**, induzida por prooxidantes, da mitocondria.
Essa liberacdo de Ca®" requer a oxidagio de NADH para NAD", hidrélise de NAD™ para
nicotinamida e mono(ADP-ribose) e uma ligacio transiente de mono(ADP-ribose) as
proteinas intramitocondriais. A inibigdo exercida pelo HNE ocorre sobre a hidrélise do
nucleotideo (Richter e Meler, 1990). A conseqliéncia seria uma sobrecarga das mitocdndrias
com Ca’ e inibicio das enzimas mitocondriais dependentes de Ca®*, com conseqiiente
disturbio das fun¢des mitocondriais levando a citotoxicidade (Richter e Meier, 1990). Nio
podemos dizer que o DDE atua segundo esse mesmo mecanisnio, mas nos nossos estudos
de citotoxicidade com esse aldeido, pudemos observar a seguinte seqiiéncia de eventos: i)
alteracdo do formato das células; i) distirbio das fung¢des mitocondriais; 1) danos a
membrana plasmatica e morte das células. Essa seqiiéncia, de acordo com os dados que
temos referentes a acio do HNE, nos parece ldgica.

Em experimentos com fibroblastos normais de pele humana, Poot e
colaboradores (1987, [988a,b) verificaram que a exposi¢do a 40 uM de HNE nio era toxica
(as células sobreviviam por | semana), mas a mesma dose era letal para fibroblastos de pele
humana deficientes em glutationa sintetase (Poot e col., 1988b). Eles verificaram que a
exposi¢do dos fibroblastos normais ao HNE, um potente eletréfilo, levava a uma perda
transiente da glutationa intracelular (cerca de 70%), que era entfio restaurada em poucas
horas e, apds 24 horas, correspondia ao dobro do nivel encontrado em células nio tratadas
(Poot e col., 1987; Poot e col., 1988a). O mesmo efeito de deple¢ido inicial de glutationa (2
horas) seguida por recuperagido do seu nivel normal e elevacdo até acima do seu nivel basal
ap06s 24 horas fol observado em células epiteliais de figado de rato incubadas com 25 pM de
HNE. Acompanhando a deplecio de glutationa, foram observadas nesse estudo
modifica¢des de proteinas da membrana plasmética por HNE durante os primeiros 30
minutos de incubagio, com a localizaglo das proteinas modificadas sendo gradativamente

transferida para o citosol com o aumento do tempo de incubagdo (Uchida e col., 1999).
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Como GSH estid envolvida em diversos processos metabdlicos (Bathoumi e col., 1993;
Pedersen e col., 1996; Hanna e Mason, 1992; Thornalley, 1996) e de detoxificagéo (Spitz e
col., 1991; Fugita e col., 1994; Meister, 1994; Eisenbrand e col., 1995; Agostinelll e col.,
1996), a deplecdo inicial de GSH induzida por HNE pode levar a um aumento da
susceptibilidade celular a danos oxidativos induzidos por esse aldeido, a0 mesmo tempo em
que protege as demais biomoléculas contra o seu ataque (Uchida e col., 1999). Em outro
estudo, células de ovério de hamster chinés expostas a 200 pM de acroleina por 1 hora
também apresentaram significativa deplecdo do nivel de glutationa, ndo tendo sido avaliado
o que ocorre com esse nivel em periodos de incubag@o subseqiientes. A prévia incubagdo
das células com L-BSO, induzindo severa deple¢do do nivel de GSH, aumentou a
sensibilidade das mesmas aos efeitos toxicos devidos a exposigdo a acroleina (Agostinelli e
col., 1996).

Reacdes de conjuga¢io com glutationa, via adigdo de Michael ou catalisadas por
glutationa S-transferases, foram sugeridas como uma das principais vias para detoxificagdo
de HNE e outros aldeidos o Ainsaturados, tais como (rans-2-alcenais e trans,trans-2,4-
alcadienais, sendo esses conjugados subseqiientemente metabolizados para os
correspondentes acidos mercapturicos e excretados (Alin e col.,, 1985; Brophy e Barrett,
1990; Berhane e Mannervik, 1990; Spitz e col., 1990; Spitz e col., 1991; Tsuchida e Sato,
1992, Fujita e col., 1994; Eisenbrand ¢ col., 1995; Agostinelli € col., 1996). Metabdlitos de
dcido mercaptirico foram detectados em urina de ratos tratados com crotonaldeido e
acroleina (Gray e Barmnsley, [971; Kaye, 1973; Draminski e col., 1983).

Considerando os dados acima apresentados, esperavamos também observar, no
caso das células CV1-P incubadas com DDE, uma deple¢do pelo menos inicial do nivel de
GSH intracelular, o que nos indicaria que as células estariam utilizando sua reserva de
glutationa para se protegerem contra a agdo toxica do aldeido. Entretanto, o que observamos
mesmo em periodos iniciais (1,5 — 2,5 h) de incuba¢do com DDE (65 ¢ 100 puM) foi um
aumento significativo do nivel de GSH em relag@o ao controle, chegando a um nivel 3 vezes
malor ap6s 5 horas (65 uM) com subseqiente grande deplecdo apds 8 horas de incubagio
com o aldeido (figura 4.3), contrariamente aos dados presentes na literatura para os efeitos
de HNE sobre os niveis de GSH. Um trabalho desenvolvido por Nappez e colaboradores

(1996) mostrou que a incubagio de células de eritroleucemia humana (linhagem HEL TIB
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180) com DDE numa concentragdo muito inferior a que utilizamos (0,25 — 5 uM) leva a
alteragdes semelhantes s que observamos no nivel de GSH, com indugdo inicial e
subseqiiente deplegdo. Acreditamos que a deplecdo de GSH apds as 8 horas de incubagio
com DDE possa ser explicada por uma redu¢do da sua sintese ao mesmo tempo em que
continua sendo utilizada nos processos de detoxificagdo. Verificamos que apds esse periodo
de incubag¢do as células ja sofreram um grande distirbio da sua atividade metabdlica (figura
4.2), o que pode eventualmente prejudicar a expressdo de varios genes.

A capacidade de as células manterem o nivel de GSH em resposta a um estimulo
toxico é 1mportante para evitar a perda de fun¢do e integridade celular. O nivel de GSH
celular é largamente mantido pela redu¢do de GSSG por NADPH wvia glutationa redutase.
Além da redugdo de GSSG, as células podem elevar o nivel de GSH através da sintese de
novo em um processo de duas etapas catalisadas pelas enzimas y-glutamilcisteina sintetase e
GSH sintetase. Foi verificado que a enzima y-glutamilcisteina sintetase normalmente opera
a uma velocidade substancialmente mais baixa que a sua velocidade maxima devido a
inibi¢do realimentada por GSH (Richman e Meister, 1975). Assim, a sintese 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 a inducio
de estresse oxidativo (Shi e col., 1994; Uchida e col, 1999), uma vez que existem
evidéncias de que proteinas quinases sdo ativadas por H,O, (Konishi e col., 1997), podendo
levar a ativagdo de vias de sinaliza¢do de estresse com conseqiiente ativagio da expressio
de genes de enzimas detoxificantes de fase II, como glutationa S-transferases (Okuda e col.,
1989; Rushmore e col., 1990; Fukuda e col., 1997) e y-glutamilcisteina sintetase (Shi e col.,
1994; Uchida e col., 1999). Outro fator importante para a regulagio do nivel de GSH
intracelular ¢ a disponibilidade dos aminodcidos substratos para sintese de GSH (Bannai e
col., 1989; Roberts e Francetic, 1991; Baruchel e col., 1995).

Nao existem trabalhos que mostrem que o DDE ativa, diretamente ou através da
indugdo de estresse oxidativo, a expressido do gene da y-glutamilcisteina sintetase, a enzima
que determina a velocidade de sintese de GSH pela via de novo. No entanto, existem
estudos demonstrando que substincias eletrofilicas (Ohno e Hirata, 1990; Uchida e col,,
1999) e/ou indutoras de estresse oxidativo (Woods e col., 1992; Shi e col., 1994; Uchida ¢

col., 1999) levam a um aumento da atividade dessa enzima, com subseqiiente elevagio do
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nivel intracelular de GSH. Niveis elevados de GSH e atividade aumentada da v-
glutamilcisteina sintetase foram correlacionados com aumento de resisténcia a irradiagao-y
(Moore e col., 1989) e agentes quimioterapéuticos (Lee e col., 1989; Godwin ¢ col., 1992;
Bailey e col., 1992; Mulcahy e col., 1994). Investigacdes da atividade da y-glutamilcisteina
sintetase, bem como da expressdo dos genes que codificam essa enzima e de vias de
sinalizagdo provavelmente envolvidas com essa expressdo (ex.: ativagdo de proteinas
quinases e expressdo de fatores de transcrigdo) precisam ser realizadas na presen¢a de DDE
para que se possa saber como esse aldeido leva ao aumento do nivel de GSH.
Provavelmente o seu mecanismo de agdo deve apresentar diferencas em relagdo ao
mecanismo de agdo do HNE, uma vez que ambos tém capacidades eletrofilicas distintas e
efeitos distintos sobre o nivel de GSH. Foi verificado que o HNE atua através da indugzo de
estresse oxidativo, o qual leva a ativagido de quinases que ativam a expressdo de fatores de
transcrigdo que levam a um aumento da expressio de genes de resposta a estresse (Uchida e
col., 1999).

Ao incubarmos as células previamente depletadas em glutationa (incubagio com
BSO) com DDE, verificamos uma redugfo da sua sobrevivéncia relativa no periodo entre 2
e 8 horas em compara¢do com as células ndo previamente depletadas (figura 4.5). Essa
observa¢do nos indicou que, apesar de nfo observarmos deplegio inicial do nivel de GSH
quando as células CV1-P sio incubadas com DDE, o nivel intracelular de GSH no inicio da
incuba¢do ¢ importante para a prote¢@o, pelo menos em parte, contra os efeitos téxicos
desencadeados pelo aldeido. Outras vias importantes para detoxificagdo de aldeidos que
podem estar também conferindo prote¢do neste caso sio a sua oxidagido para o Acido
correspondente  via aldeido desidrogenase e sua rtedugdo para 4lcool via 4lcool
desidrogenase e aldeido redutase (Mitchell e Petersen, 1989; Brophy e Barrett, 1990;
Leonarduzzi e col., 1995).

Nio existem estudos na literatura mostrando niveis de DDE em plasma ou
orgdos. Entretanto, os niveis de HNE sdo relatados em diversos trabalhos. Em plasma de
cachorro que sofreu reperfusio apds choque traumdtico hipovolémico foi encontrada a
concentragdo de 45 pM de HNE (Lieners e col., 1989). Segundo os dados de citotoxicidade,
essa € uma concentragdo que pode provocar danos celulares. Um outro estudo mostrou um

aumento do nivel plasmatico de HNE durante a cirurgia cardiaca para colocagio de ponte de
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safena (de 8,5 + 2.4 pmol HNE/mg proteina antes da cirurgia para 11,5 £ 2,7 pmol HNE/mg
proteina apds a cirurgia), concomitante com o aumento na porcentagem de saturagdo da
transferrina e 0 aumento da peroxidagao lipidica. O nivel de HNE detectado em plasma de
pessoas sadias foi 2,6 + 0,38 pmol/mg proteina (Quinlan e col., 1994). Outros niveis
fisiologicos de HNE encontrados em plasma humano foram 0,28 + 0,34 nM (Esterbauer ¢
col., 1991), 0,68 + 0,41 uM (Selley ¢ col.,, 1989) e 0,02 uM (Rault e col., 1998). Nesse
ultimo trabaltho, ap6s indugdo de oxidagdo do plasma por incubagdo com CuSO,4 (3 mM),
foram encontrados os seguintes niveis de HNE: 0,06 uM (apés 1,5 h), 3,8 uM (apds 5 h) e
1,9 uM (apds 24 h) (Rauli e col.,, 1998). Concentragdes plasmaticas de HNE também foram
determinadas em pacientes com doenga de Parkinson e infecgdo por HIV-1. No caso dos
pacientes com doenga de Parkinson foi verificado um aumento na concentragdo de HNE
com o passar do tempo, sendo 0,71 pM, 2,71 pM, 5,01 uM e 6,03 pM respectivamente aos
dois, trés, seis e oito anos apds o diagndstico da doenca (Selley, 1997). Em pacientes
assintomaticos infectados com HIV-1, o nivel de HNE plasmatico encontrado foi 0,81 +
0,07 pM, e no caso dos sintomdticos (AIDS) foi 1,24 + 0,18 pM. O nivel encontrado em
pacientes saudaveis fo1 0,66 + 0,06 pM (Selley, 1997). Em tecido de mucosa de pacientes
com doenga inflamatéria do intestino, a regido inflamada apresentou maior concentragao de
HNE (1,25 = 7,99 nmol/mg proteina) em comparagdo com a regio nao inflamada (0,02 -
0,23 nmol/mg proteina) (Selley, 1997). Alguns niveis encontrados em figado de ratos
normais foram 0,48 = 0,17 nmol/g (Esterbauer e col., 1991), 0,55 + 0,10 nmol/g (Norsten-
Hodg e Cronholm, 1990) e 2,82 + 0,53 nmol/g (Yoshino e col.,, 1986). Em figado de ratos
com deficiéncia de vitamina E fol encontrado o nivel de 5,4 nmol de HNE/g de tecido
(Yoshino e col.,, 1986). A concentragio de HNE medida em suspensio de hepatdcitos
incubados com CCl, fo1 de aproximadamente 7 pM (Poli e col., 1985) e em suspenséo de
células tumorais de ascite Ehrlich submetidas a peroxidagio lipidica estimulada por Fe(II)-
histidinato girou em torno de 0,1 uM (Winkler e col., 1984).

Niveis de MDA também foram determinados em plasma humano através de
diferentes metodologias, tendo sido encontrados valores que vdo desde 0 a 472 uM
(Suematsu € col., 1977; Satoh, 1978; Santos e col., 1980; Lee, 1980; Maseki e col., 1981;
Nishigaki e col., 1981; Yasaka e col., 1981; Aznar e col., 1983; Viinikka e col., 1984: Bull e
Mamett, 1985; Francesco ¢ col., 1985; Hunter ¢ Mohamed, 1986; Ledwozyw € col., 1986;
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Wong e col., 1987; Largilliere ¢ Melancon, 1988; Lepage ¢ col., 1991; Yeo e col., 1994;
Rauli e col., 1998). Grandes variagbes dos niveis de MDA também foram encontradas em
homogenatos de figado de rato: 0,7 — 0,8 nmol/g de tecido (Yeo e col., 1994), 2 nmol/g de
tecido (Lepage € col., 1991) e 11 pmol/g de tecido (Csallany e col., 1984). Em esperma
humano de n3o fumantes fol encontrado o nivel de 0,4 — 3,9 pmol/mg de proteina, enquanto
que em fumantes o nivel encontrado foi 10 pmol/mg de proteina (Yeo e col., 1994). De
acordo com o trabalho desenvolvido por Yeo e colaboradores (1994), os niveis mais
confidveis de MDA encontrados em plasma humano e figado de ratos normais estdo em
torno de 0,03 uM e 0,7 — 0,8 nmol/g de tecido, respectivamente. Para a determinagdo desses
niveis foi utilizada uma metodologia em que foram eliminadas as incubagdes a altas
temperaturas, que podem favorecer a peroxidagio lipidica, ¢ a detecgdo e quantificagdo do
aldeido foram feitas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com
ionizacdo quimica negativa € utilizagiio de um padrio interno apropriado ([*H,]MDA) (Yeo
e col., 1994).

De um modo geral, as concentragdes de HNE livre observadas in vivo, como
conseqiiéncia da ocorréncia natural ou estimulada da peroxidagdo lipidica, parecem ser
muito baixas para que se possa pensar em danos as biomoléculas induzidas por esse e/ou
outros aldeidos e considerar que esses danos sejam responsaveis por parte dos processos
degenerativos associados ao estresse oxidativo. Entretanto, os aldeidos ¢ /Ainsaturados e
principalmente os 4-hidroxialcenais sio agentes alquilantes potentes que reagem com uma
variedade de sitios nucleofilicos em DNA e proteinas, gerando vérios tipos de adutos. A
formagdo desses adutos contribui para que grande concentracdo dos aldeidos gerados
intracelularmente ou no plasma permanega na forma ndo livre, estando portanto
subestimada a concenftra¢do gerada in vivo. Um estudo desenvolvido por Salomon e
colaboradores (2000) mostrou que os niveis de HNE livre in vivo sio relativamente baixos
quando comparados com os nivels de adutos HNE-proteina detectados como epitopos de
HNE-pirrol (2-pentilpirrol derivado de HNE ligado a proteina) em sangue humano.
Enquanto o nivel mais alto de HNE livre em plasma relatado para individuos sauddveis estd
em torno de 0,7 pM, o nivel de HNE em epitopos de HNE-pirrol encontrado em plasma de
individuos saudaveis foi 8,0 = 1,6 pM. Nesse mesmo estudo, pacientes com aterosclerose e

em estagio final de doenga renal apresentaram niveis de 15,2 £ 6,2 pM e 24,3 + 7,0 uM de
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HNE na forma HNE-pirrol, respectivamente. A imunorreatividade com HNE-pirrol foi
também detectada em placas ateroscleréticas (Salomon e col.,, 2000). Considerando ainda
que a reagdo de HNE com residuos de lisina em proteinas, levando a formagao de pirrdis,
representa apenas uma pequena fra¢do do total das modifica¢des geradas em proteinas por
HNE, pode-se imaginar que seja gerada em nosso organismo concentragao desse e outros
aldeidos suficiente para danificar uma série de biomoléculas. Varios outros estudos mostram
a presenga de proteinas modificadas por HNE in vivo em diferentes amostras de tecido
humano, incluindo aorta com lesdes ateroscleréticas (Uchida e col., 1995), neurdnios em
doenca de Parkinson (Yoritaka e col., 1996), carcinomas de célula renal (Okamoto e col.,
[994), depositos de amiidide em amiloidose sistémica (Ando e col., 1997) e células
trofoblésticas de placentas pré-eclampticas (Mortkawa e col,, 1997). Adutos de HNE e
outros aldefdos com bases de DNA também foram detectados in vivo, como exposto no

item 1.2.5 da /ntroducdo.

5.2. Danos em DNA induzidos por trans,trans-2,4-decadienal

Nossas analises de fragmentagdo do DNA das células CV1-P incubadas com uma
concentra¢do citotéxica de DDE (100 pM; 21,6 = 3,2% de células viaveis ap6s 5 horas)
revelaram que, apesar de haver alteragio no metabolismo celular durante esse periodo, o
DNA ndo € fragmentado. A fragmentacdo observada ap6s 24 horas deve ser decorrente da
perda de viabilidade das células. Com a grande deple¢do do nivel de glutationa observada
apos 8 horas de incubagiio com DDE (65 uM e provavelmente também com 100 uM), o
DNA deve ficar mais susceptivel ao ataque por espécies oxidantes, ocorrendo quebras e
formagdo de sitios abdsicos por depurinagdo espontinea ou reparo das bases modificadas.
Na presenga de estresse oxidativo pode haver também a ativagdo de endonucleases pelo
aumento da concentragdo intracelular de célcio. A associagdo entre fragmentacio do DNA e
alteragdes na .homeostase intracelular de céicio foi demonstrada em vérios modelos
experimentais (Nicotera e col., 1992). A incubagio das células com concentragdes nio
citotoxicas de DDE (6 uM, 12,5 uM, 25 uM e 50 pM) por 3 horas também nio revelou a
ocorréncia de quebras e/ou formagdo de sitios abésicos. Tais observa¢des nos levaram a

pensar em duas hip6teses: 1) alvos primérios de ataque por DDE nio se localizam no DNA,
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nio se podendo dizer que esse aldeido tem uma agdo genotdxica; i1) o DDE ataca as bases
do DNA levando a formacdo de adutos que sdo ou eficientemente reparados, ou nao
reparados e acumulados no DNA de modo a que néo se possa detectar a presenca dessas
lesdes através da formagio de sitios abésicos (d]cali-labeis).

Nappez e colaboradores (1996) observaram fragmentacdo do DNA induzida por
DDE ap6s 24 horas de incubagao de células de eritroleucemia humana (linhagem HEL TIB
180) com uma concentracdo de aldeido muito inferior a que utilizamos (5 uM). Também
nesse caso a fragmentagio observada deve ter sido decorrente da perda de viabilidade das
células, uma vez que apds esse periodo ndo havia mais cé€lulas vidveis (Nappez e col,
1996).

Yang e Schaich (1996) verificaram indugdo de fragmentagdo do DNA apds
incubagio do plasmidio pBR 322 com DDE e outros aldeidos insaturados. O dano
observado na presenga de DDE fol maior que na dos outros aldeidos testados (2-hexenal, 2-
heptenal, 2-octenal, 2-nonenal, 2,4-heptadienal e 2,4-nonadienal). Foi sugerido que essa
fragmentagdo poderia ser decorrente do ataque dos radicais resultantes da oxidagdo de
aldeidos insaturados ao DNA (Yang e Schaich, 1996).

Quebras de fita simples foram observadas em DNA de hepatdcitos de ratos
expostos a formaldeido ou 4-oxo0-4-(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 hepatdcitos de ratos e células
linfoblastéides humanas (Namalva) expostas a acroleina, crotonaldeido e 2-hexenal por |
hora, sendo que os danos em hepatdcitos foram menores devido a malor capacidade de
detoxificacio dessas células (Eisenbrand e col., 1995). Em todos os casos, os aldeidos
induziram grande deplecio do nivel de GSH intracelular e no ultimo estudlo foi verificado
que para a detecgio de quebras de fita simples era necessario haver uma redugio do nivel de
GSH para valores menores que 20% do nivel presente em c€lulas nao incubadas. Nesse
estudo n3o foi observada a indugdo de quebras de fita simples por 2,6-nonadienal
(Eisenbrand e col., 1995).

Apesar de nio observarmos fragmenta¢do do DNA, detectamos a presenga de
produtos fluorescentes (.. = 300 nm; A, = 420 nm), produtos nio fluorescentes que
absorvem em 225 nm e produtos com atividade eletroquimica (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 incubagbes foram feitas com concentragdes de DDE e por
periodos de tempo que nio levavam a perda de viabilidade celular. Desta forma, pudemos
constatar que esse aldeido, ou algum produto do seu metabolismo, reage com o DNA,
possuindo além de uma ag¢do citotoxica, tambeém uma agdo genotoxica.

Os espectros de fluorescéncia que obtivemos a partic do DNA das células
incubadas com DDE apresentaram um pico de emissdo em 420 nm quando a excitagdo foi
feita em 335 nm, estando de acordo com o que j& havia sido observado para a reagdo de
DDE com DNA in vitro (Hasegawa ¢ col., 1988 e 1989; Medeiros e col., 1992 e 1995). De
fato, cinco etenoadutos fluorescentes (A, = 310 nm; A,, = 420 nm) resultantes da reagéo
de epoxidos do DDE com 2’-desoxiadenosina in vitro, correspondendo a edAdo sem € com
diferentes cadeias laterais substituintes, foram recentemente caracterizados em nosso
laboratério (Carvalho e col., 1998 e 2000). Considerando que enzimas microssomais e
oxidantes biologicos, tais como hidroperdxidos de acidos graxos e H,O,, podem epoxidar
aldeidos o finsaturados (Patel e col, 1980; Chen e Chung, 1996), ¢ possivel que a
formagdo desses etenoadutos no DNA das células incubadas com DDE contribua para a
fluorescéncia que observamos. Nao existem estudos de reparo de etenoadutos com cadeias
laterals substituintes, mas sabemos que €A € substrato para a enzima de reparo alquilpurina-
DNA-N-glicosilase de células de mamifero (Singer e Hang, 1999; Saparbaev e Laval,
1999). Em experimentos feitos com oligonucleotideos in vitro, a velocidade de remoc¢ao de
eA pela enzima 3-metiladenina-DNA-glicosilase humana girou em torno de 200 fmol/min.
Como outros mecanismos de reparo, por exemplo por excisio de nucleotideos, também
devem atuar sobre essas lesdes (Langouét e col., 1998), a reducio na intensidade de
fluorescéncia do DNA que observamos com o passar do tempo apos a remog¢io do meio de
cultura contendo o aldeido, pode ser decorrente do reparo desses etenoadutos.

Ao observarmos os espectros de absorbancia 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 incubagio in virro de 2'-desoxiguanosina com DDE na presenga de perdxidos nos
revelaram que esse aldeido, quando oxidado, reage com dGuo levando a formagio de varios
produtos. Seis desses produtos foram isolados (A1, A2-1, A2-2, A3, A4 e AS), dentre os

quais trés (Al, A2-1 e A2-2) foram caracterizados com base em extensiva anélise
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espectroscopica. Verificamos que o aduto Al corresponde a um tautémero do ja conhecido
1,M-eteno-2’-desoxiguanosina, 3-(2’-desoxi-AD-eritro-pentafuranosil)-5,9-dihidro-9H-
imidazo[2,1-i)purina-9-hidroxi, descrito na literatura como sendo formado a partir da reagdo
in vitro de dGuo com epo6xidos da acroleina, crotonaldeido e HNE (Goldschmidt e col,,
1968; Nair e Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988). Os adutos A2-1 € A2-2 sio dois
novos etenoadutos diastereoisoméricos possuindo uma cadeia lateral com um grupo
carbonila e um grupo hidroxila, 1-{[3-(2"-desoxi-FD-eritro-pentafuranosil)-5,9-dihidro-9H-
imidazo[2,|-{]purina-9-hidroxi}-7-yl}-2-one-3-octanol.

Uma das possiveis vias para formagio desses adutos € o mecanismo ja descrito
para reacdes de compostos carbonilicos epoxidados com bases de 4cidos nucleicos (Nair ¢
Offerman, 1985; Sodum e Chung, 1988; Carvalho e col., 2000). Para a formag¢io do aduto
A1 poderia haver a epoxidagio inicial das duas duplas liga¢Ses do aldeido ou apenas da
dupla ligagdo em C2. Para a formagédo dos adutos A2-1 e A2-2 seria necessaria a epoxidagio
inicial das duas duplas ligagSes com subseqiiente hidrélise do grupo epoxido em C4. A
hidrélise seletiva desse grupo epdxido foi proposta com base no trabalho de caracterizacio
de um dos etenoadutos de 2’-desoxiadenosina com cadeia lateral feito pelo estudante
Valdemir Carvalho em nosso laboratério (Carvalho e col., 2000). Ele verificou que o aduto
que apresenta o grupo epoxido na cadeia lateral nido pode ser convertido para o aduto que
apresenta o diol resultante da hidrdlise desse epdxido. Portanto, o diol sé poderia ser
formado a partir da hidrélise do epéxido antes de haver a reagdo com a base. O ataque do
grupo amino exociclico do nucleosideo ao carbono da carbonila do epoxi-aldeido, seguido
por ciclizagZo via ataque nuclofilico ao carbono interno do grupo epéxido em C2 pelo N-1 e
eliminacdo de 4gua, através do rearranjo de pinacol envolvendo os atomos ligados aos
carbonos 10 e 11, levaria a formagio dos etenoadutos A2-1 e A2-2. A eliminagio adicional

da cadeia lateral levaria a formagdo do aduto Al (esquema 5.2).
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Esquema 5.2: Mecanismo 1 proposto para a formagdo de adutos 1,M-eteno-2’-desoxiguanosina

por DDE.

Recentemente fou identificado um novo produto da peroxidagio lipidica: 4-oxo-
2-nonenal (Rindgen e col., 1999). A reagdo desse produto diretamente com 2'-
desoxiguanosina (Rindgen e col,, 1999) e 2’-desoxiadenosina (Lee € col., 2000) levou i
formag@o de etenoadutos substituidos contendo um grupo carbonila na cadeia lateral na
posi¢do correspondente a que encontramos nos adutos A2-1 e A2-2. Uma reaciio andloga

ocorre entre 4-oxo-2-pentenal (produto da degradagdo atmosférica de tolueno, da solvdlise
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de o-acetoxi-N-nitrosopiperidina e metaboélito de 2-metilfurano) e 2’-desoxiguanosina,
levando & formagdo do etenoaduto correspondente (Hecht e col., 1992; Liu e col., 1996).
Em um trabalho anteriormente realizado, em que foi investigada a formagdo de adutos entre
proteinas e produtos da peroxidagdo lipidica, utilizando n-butilamina e 4-hidroxi-2-nonenal,
foi descrita a formacdo de um produto que parecia surgir a partir da oxidagio de 4-hidroxi-
2-nonenal para o seu analogo 4-oxo-2-nonenal. A formagdo do produfo era acelerada
quando 4-hidroxi-2-nonenal e #-butilamina reagiam na presenga de Cu’* ¢ nfo detectada na
auséncia de oxigénio. A reag¢3o foi reproduzida a partir da incubagio de n-butilamina com
4-ox0-2-nonenal (Xu e Sayre, 1998). Rindgen ¢ colaboradores (1999) consideraram que,
além da possivel formagio de 4-oxo-2-nonenal a partir da oxidagio de 4-hidroxi-2-nonenal,
mediada por metais de transicdo ou hidroperéxidos presentes no solvente, esse produto
poderia também ser formado diretamente a partir de um intermediario da decomposig¢o de
hidroperéxidos lipidicos. Essa via para a formagdo de 4-hidroxi-2-nonenal a partir de 4cidos
graxos poliinsaturados ®-6 fol originalmente proposta por Pryor e Porter (1990).

Um outro aldeido identificado como produto da peroxidacdo de lipidios
microssomais de figado induzida por NADPH-Fe** é o 4,5-dihidroxi-2-decenal (Benedetti e
col., 1984b), podendo ser formado a partir da hidrdlise do 4,5-epoxi-2-decenal detectado em
diferentes sistemas (Grosch, 1993) e identificado como um dos produtos da decomposi¢&o
do 4cido 12,13(£)-epoxi-9-hidroperoxi-10-octadecendico, um intermedidrio da oxidagZo do
acido linoleico (w-6) (Gardner e Selke, 1984). Analogamente, 4,5-epoxi-2-heptenal foi
1dentificado como produto da oxidagio de dcidos graxos poliinsaturados ©-3 (Frankel e col.,
1981). Existem trabalhos mostrando que os 4,5-epoxi-2-alcenais sZo capazes de modificar
aminodcidos rapidamente e que essas reagdes podem contribuir para a produgio in vivo de
pigmentos macromoleculares marrons com caracteristicas fluorescentes do tipo lipofucsina
(Hidalgo e Zamora, 1993; Zamora e Hidalgo, 1995; Hidalgo e Zamora, 2000).

Considerando os dados acima apresentados, nos parece também concebivel uma
outra via para formac¢do dos etenoadutos que caracterizamos. Segundo esse outro
mecanismo (esquema 5.3), terfamos inicialmente apenas a epoxidagdo, catalisada por
peroxidos, da dupla ligagdo em C4, obtendo-se o 4,5-epoxi-2-decenal. Dependendo das
condi¢des utilizadas, a monoepoxidagdo pode ocorrer especificamente apenas na dupla

ligagdo envolvendo o carbono C4 (Zamora e Hidalgo, 1995). A subseqiiente hidrélise desse
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epoxido levaria a formagdo do 4,5-dihidroxi-2-decenal. Como ocorre com o 4-hidroxi-2-
nonenal (Xu e Sayre, 1998; Rindgen e col., 1999), terilamos a oxidagdo do dlcool em C4
para cetona, obtendo-se um novo produto de oxida¢do do DDE, que seria o 4-oxo-5-
hidroxi-2-decenal. Este produto reagiria entdo com 2’-desoxiguanosina segundo o
mecanismo descrito para a rea¢do de 4-oxo-2-nonenal com dGuo (Rindgen e col., 1999). O
ataque do grupo amino exociclico do nucleosideo ao carbono da carbonila do 4-0x0-5-
hidroxi-2-decenal, seguido por ciclizagio via ataque nucleofilico do N-1 ao C2 ¢ eliminagio
de 4gua levaria a formag¢do dos etenoadutos A2-1 ¢ A2-2. A eliminagéo adicional da cadeia
lateral levaria a forma¢do do aduto Al (esquema 5.3). Investiga¢des para a comprovagio
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 formagio de adutos 1,MV’-eteno-2’-desoxiguanosina
pot DDE.

Observamos as mesmas modifica¢des em 2’-desoxiguanosina quando DNA de
timo de bezerro foi incubado com DDE na presenga de perdxidos in vitro. Para as analises
de formagdo e quantificacdo dos adutos em DNA desenvolvemos um ensajo sensivel e
seletivo consistindo em purificagdo prévia dos adutos por HPLC na presenga de padres

internos isotépicos ([*Ns]A1 e ["°’N;]A2) seguida por detec¢do por espectrometria de
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massas com monitoramento de reagdo multipla. Com a sensibilidade que obtivemos
conseguimos detectar 4 adutos A1/10* dGuo e 5 adutos A2/107 dGuo (rela¢do sinal/ruido =
3), os quais sZo bons limites para a detecgdo desses adutos em sistemas bioldgicos (Poirier e
col.,, 2000). Acreditamos que esse limite de sensibilidade possa ser ainda melhorado se
reduzirmos o didmetro da coluna acoplada ao espectrOmetro de massas, como tem sido
demonstrado em alguns trabalhos (Yen ¢ col., 1996; Vanhoutte e col., 1997).

O aduto 1,N-eteno-2’-desoxiguanosina foi sugerido por Sodum e Chung (1988)
como um possivel marcador de danos ao DNA induzidos por aldeidos o,f-insaturados
epoxidados. No entanto, apesar de algumas tentativas de detecgio desse etenoaduto em
sistemas bioldgicos (Foiles e col., 1993), a mesma nio fol possivel, provavelmente devido
ao limite de sensibilidade ndo tdo adequado do método utilizado (laduto/2,2 x 10° bases).
Em um trabalho realizado por Miiller e colaboradores (1997) foi desenvolvida uma
metodologia de HPLC acoplado a espectrometria de massas para deteccio de 1,N%-
etenoguanina em DNA incubado com 2-clorooxirano in vitro. Entretanto, o limite de
detec¢do que eles obtiveram foi de 4 adutos/10° bases (Miiller e col., 1997), o qual também
ndo era adequado para a investigagdo da sua presencga em sistemas biolégicos.

Os dados que obtivemos a partir da analise do DNA das células CV1-P
incubadas com DDE nos mostram claramente que a formacgio dos adutos A2 é favorecida
em detrimento da formagdo do aduto A1 (figuras 4.51 e 4.52; tabelas 4.15 e 4.16). Chen e
Chung (1996) verificaram que o rendimento do etenoaduto ndo substituido (edAdo)
formado a partir da reagiio de 2’-desoxiadenosina com o epéxido do 4-hidroxi-2-nonenal
aumenta com o aumento da basicidade do meio de reagdo. Quando as reagdes foram feitas
em pH 7,4, o principal etenoaduto formado foi o que apresentava a cadeja lateral
substituinte. Com base nessas observagdes, eles predisseram que os etenoadutos substitujdos
seriam formados em DNA in vivo em um nivel mais alto que os nfio substituidos (Chen e
Chung, 1996). De fato, foi 0 que observamos com as células. No caso da incubacio de DNA
com DDE in vitro utilizamos pH 9,4, o que deve ter permitido a formacio dos etenoadutos
ndo substituidos em concentragdo bem préxima da dos etenoadutos substituidos (tabela
4.14). E preciso no entanto considerar que, apesar de nio termos verificado um aumento do
nivel de 1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina no DNA das células incubadas com DDE em
relagdo ao controle, este ¢, do nosso conhecimento, o primeiro relato de ocorréncia de um

nivel basal desse etenoaduto. O fato de termos detectado um nivel basal do aduto A1 e nio
e —— | 0)()



Discussdo

dos adutos A2 pode ser explicado pela possibilidade de formagdo do aduto Al por
diferentes substincias eletrofilicas geradas endogenamente, enquanto que os adutos A2 sio

formados provavelmente apenas pela reag@o de epéxidos do DDE e/ou 4-o0xo-5-hidroxi-2-

decenal com dGuo.
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6. Conclusdo e Perspectivas

Um nimero apreciavel de agentes mutagénicos € carcinogénicos estruturalmente
diversos podem formar adutos exociclicos com bases dos dcidos nucleicos, havendo um
acumulo de evidéncias na literatura relacionando tais adutos com efeitos genotoxicos
(Poirier e col., 2000).

O interesse crescente nos etenoadutos pré-mutagénicos como possivels
biomarcadores de risco de cincer associado com uma série de fatores, como ingestdo de
dieta rica em gordura, estresse oxidativo e processos inflamatérios/infecciosos cronicos,
bem como em investigagGes do efeito protetor exercido por dietas ricas em antioxidantes,
tem incentivado a caracterizagdo quimica de varios deles para que possam Servir como
padrges para verificagdo de sua ocorréncia in vivo (Bartsch, 2000; Poirter € col., 2000). Os
mecanismos moleculares relacionados a mutagenicidade dos etenoadutos ndo substituidos,
no que se refere a indugdo de mutagdes por substituigdo de pares de bases, sdo relativamente
bem conhecidos. Dados de dosagem em roedores expostos a haletos de vinila e espectros de
mutacio em tumores induzidos por cloreto de vinila em humanos e ratos, e por uretano em
camundongos, ddo um forte suporte para a indica¢do de que os etenoadutos sdo potentes
iniciadores da carcinogénese (Barbin, 2000).

Como relatamos, o DDE € um importante aldeido presente nos alimentos, além
de ser gerado endogenamente como produto da peroxidagdao lipidica. Neste trabalho
descrevemos: (1) a detec¢do e 1solamento de 6 adutos resultantes da reagdo de DDE com 2'-
desoxiguanosina; (II) a caracterizagdo quimica completa de 3 desses adutos, sendo que dois
deles sdo produtos diastereoisoméricos inteiramente novos descritos pela primeira vez na
literatura; (III) dois possiveis mecanismos para formagao desses adutos foram propostos;
(IV} desenvolvemos um método baseado em LC/ESIU/MS-MS para a detecgdo e
quantificagio ultrasensivel] dos adutos (< 20 fmol); (V) o método desenvolvido permitiu a
deteccdo e quantificagdo dos adutos formados em DNA incubado com DDE in vitro e em
DNA de células de mamifero expostas a esse aldeido; (VI) a exposi¢do das células ao 2.4-
decadienal, além de levar a formagdo de adutos, provoca alteragdo dos niveis de GSH

acompanhada por perda de viabilidade celular e fragmentacio do DNA ap6s 24 horas.
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Em resumo, os dados aqui apresentados contribuem para um melhor
entendimento dos efeitos genotdxicos associados com a exposigdo a aldeidos o/t
insaturados tanto por via exdgena (por exemplo, em dieta rica em gordura) como por via
endégena (peroxidagdo lipidica). Ressaltamos que os etenoadutos tém sido apontados como
bons marcadores de exposi¢do a esses compostos, muitos deles ja comprovadamente com
a¢do mutagénica. Entretanto, a relagdo entre estrutura quimica e fungo € essencial para que
se possa estudar os seus efeitos bioldgicos.

Uma vez tendo caracterizadas diferentes lesdes (etenoadutos) induzidas em DNA
por DDE e tendo estabelecida uma metodologia bastante seletiva e sensivel para a sua
detec¢io (LC/ESI/MS-MS), a préoxima etapa, fundamental para determinarmos a sua
importancia bioldgica, é a detec¢do e quantificacdo das mesmas em sistemas in vivo ndo
expostos e expostos a situagdes que induzam oxidagfio (polui¢do, alimentagdo, infec¢des,
etc). A verificagdo da ocorréncia dessas lesdes em DNA in vivo € o primeiro passo para que
se possa considerd-las marcadores de exposi¢do a produtos de peroxidagio lipidica tanto de
origem endogena como exdgena. Além disso, Investigar as possiveis propriedades
mutagénicas das lesdes com cadeia lateral substituinte é passo determinante para a avaliagio
do seu papel na etiologia de diversos tipos de cancer.

Precisamos ainda considerar que as substancias eletrofilicas podem reagir com
muitas moléculas em uma célula ¢ podem induzir uma gama de respostas que nio sejam
necessariamente dependentes de danos a0 DNA (Berlett e Stadtman, 1997). E sabido que
radicais de oxigénio e 4-hidroxi-2-nonenal afetam vias de transdu¢io de sinal e fatores de
transcri¢do (por exemplo, NFxB) e alteram a cinética do ciclo celular (Karin, 1999; Page e
col., 1999). Alguns desses efeitos podem ser resultantes de sinaliza¢do induzida por danos
ao DNA, mas outros podem ndo ser. Assim, um grande desafio para o futuro da pesquisa
nesta area serd a busca da integragdo do conhecimento existente sobre as moléculas
indutoras de danos, os mecanismos de defesa contra as mesmas e as consegiiéncias do seu
ataque ao genoma com as vias de transdugdo de sinal intra- e intercelular, de modo que

sejam definidos os passos importantes na etiologia dos diversos tipos de cincer.
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