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RESUMO

Tetraidrofurano (THF) é um solvente muito utilizado industrialmente, com
demonstrada ac¢do carcinogénica em animais experimentais, mas pouco se sabe sobre
sua toxicidade celular, danos a biomoléculas e genotoxicidade. Em trabalho anterior
realizado no laboratorio, foi verificado que adutos de DNA séo formados a partir da
reagdo de THF oxidado com 2’-desoxiguanosina (dGuo), 2’-desoxiadenosina (dAdo) e
2’-desoxicitidina (dCyd) in vitro. A ocorréncia dessas lesdes em sistemas bioldgicos
expostos a THF nunca foi demonstrada e pode indicar uma via de acdo genotoxica desse
solvente, até 0 momento ndo considerada nos estudos de carcinogénese e toxicidade.

Neste trabalho foi investigada a inducdo de lesdes em DNA e RNA de sistemas
biolégicos expostos ao THF, assim como alteragdes epigenéticas. Como sistemas
bioldgicos foram utilizados homogenato de figado de camundongos, cultura de células
HepG2 e figado e rim de camundongos que foram, em trabalho anterior, expostos a
vapores do solvente. Métodos de HPLC-ESI-MS/MS foram validados para
quantificacdo de todas as leses em DNA. Foi verificado que THF é um solvente de
baixa citoxicidade para células HepG2, sendo necessarias concentra¢fes acima de 50
mM por periodo de incubagdo superior a 24 h para ser observada perda de viabilidade.
Houve inducdo de dano oxidativo em DNA de células HepG2 e de figado de
camundongos expostos. Uma vez que o solvente esteja oxidado, a espécie reativa THF-
OH presente no meio de cultura é capaz de reagir com RNA e DNA das células e DNA
de homogenato de figado de camundongos, gerando adutos com dAdo, dGuo e Ado. A
espécie reativa possui maior afinidade por dGuo que por dAdo no DNA. Entretanto, as
células HepG2 ndo biotransformaram THF para o intermediario reativo. Além disso,
THF induziu hipermetilacdo no DNA das células HepG2 expostas a 50 e 100 mM do
solvente e em DNA de figado de camundongos fémeas C57BL/6J expostos a vapores de
THF (vapor de 1 mL/h, 6h/dia, 5 dias). Este estudo mostra pela primeira vez a
reatividade do solvente THF oxidado (contendo THF-OH) com DNA e RNA em
sistemas bioldgicos, assim como alteracdo epigenética induzida pelo solvente, e servira
para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na inducdo de cancer por
THF.



ABSTRACT

Tetrahydrofuran (THF) is a widely used industrial solvent with demonstrated
carcinogenic action in experimental animals, but little is known about its cellular
toxicity and genotoxic damage to biomolecules. Previous work of this group showed
that DNA adducts are formed from the reaction of oxidized THF with 2'-
deoxyguanosine (dGuo), 2'-deoxyadenosine (dAdo), and 2'-deoxycytidine (dCyd) in
vitro. The occurrence of these lesions in biological systems exposed to THF has never
been demonstrated and may indicate a genotoxic pathway of this solvent, so far not
considered in carcinogenesis and toxicity studies.

It was investigated here the induction of DNA and RNA lesions in biological
systems exposed to THF, as well as epigenetic changes. The biological systems used
were mice liver homogenate, HepG2 cell culture, and liver and kidney of mice that were
exposed to solvent vapors in a previous work. HPLC-ESI-MS/MS methods were
validated for quantitation of all lesions in DNA. It was found that THF is of low
cytotoxicity to HepG2 cells, requiring concentrations above 50 mM for incubation
period over 24 h to induce loss of viability. DNA oxidative damage was induced in
HepG2 cells and liver of exposed mice. Once the solvent is oxidized, the reactive
species THF-OH present in the culture medium is able to react with DNA and RNA of
HepG2 cells and DNA from mice liver homogenate, generating adducts with dAdo,
dGuo and Ado. The reactive species has higher affinity for dGuo than for dAdo in
DNA. However, HepG2 cells were not able to activate THF to the reactive intermediate.
In addition, THF induced DNA hypermethylation in HepG2 cells exposed to 50 and 100
mM of the solvent and in liver of C57BL/6J female mice exposed to THF vapors (1 mL
vapor / h 6h/dia, 5 days). This study shows for the first time the reactivity of oxidized
THF (containing THF-OH) with DNA and RNA in biological systems, as well as
epigenetic change induced by the solvent, and may contribute for a better understanding

of the mechanisms involved in the induction of cancer by THF.
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1. INTRODUCAO

Uma pesquisa realizada pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude) indica o
cancer como a terceira causa de obitos no mundo, com uma média de 0,6 milhGes de
mortes por ano. No Brasil, o cancer € apontado como a segunda causa de morte (INCA,
2010). H& décadas, temos informagcfes de que certas susbtancias apresentam a
capacidade de induzir lesbes no DNA, levar a mutacbes e aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer (MARNETT, PLASTARAS, 2001).

O tetraidrofurano é um solvente organico muito utilizado em industrias e
pesquisas. Entretanto, alguns estudos relatam sua acdo carcinogénica em ratos e
camundongos (CHHABRA et al. 1991) e a formacdo de adutos em DNA (HERMIDA
et al., 2006). Adutos de DNA servem para a identificacdo da atividade genotdxica de
substancias, podendo ser utilizados como biomarcadores para 0 monitoramento da
exposi¢do humana a agentes genotdxicos. Um estudo realizado neste laboratdrio por
HERMIDA et al. (2006) permitiu a caracterizacdo de trés adutos de DNA a partir de
reacbes in vitro com THF oxidado, sendo denominados 2’-desoxiguanosina-THF
(dGuo-THF), 2’-desoxiadenosina-THF (dAdo-THF) e 2’-desoxicitidina-THF (dCyd-
THF). Também foi verificado que o sistema enziméatico microssomal é capaz de oxidar
o THF, formando um intermediario reativo que leva a formacdo desses adutos
(HERMIDA et al., 2006). Porém, como sdo poucas as informacgdes sobre a toxicidade
celular, dano a biomoléculas e genotoxicidade induzidos pelo solvente, é importante a
investigacdo da formacdo dessas lesdes em sistemas biol6gicos. Outro mecanismo que
leva a lesBes no DNA é a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo ser
aumentada na presenca de algum xenobiotico, aumentando o risco de ocorréncia de
mutacdes e cancer. O nivel de dano ao DNA devido ao estresse oxidativo pode ser
determinado quantificando-se as lesdes 8-o0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodGuo), 1,N?-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N%-£dGuo) e 1,N®-eteno-2-

desoxiadenosina (1,N°-edAdo), entre outras (LOUREIRO et al., 2002).
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Figura 1: Adutos de DNA-THF caracterizados no laboratério (HERMIDA et al., 2006).
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Neste trabalho foi investigada a formacéo dos adutos dGuo-THF, dAdo-THF e
de marcadores de dano oxidativo (8-oxodGuo, 1,N*-edGuo, 1,N®-edAdo) em DNA de
células humanas em cultura expostas a diferentes concentragdes de THF, quantificando-
se essas lesGes. Foi também iniciado um estudo visando a quantificacdo de adutos de
RNA induzidos por THF e comparacdo com os niveis dos adutos de DNA em ceélulas
em cultura, com o intuito de melhor compreender os mecanismos envolvidos na indugédo

de cancer por THF.

1.1 Tetraidrofurano

O Tetraidrofurano (THF) é um solvente organico incolor, volatil e amplamente
utilizado em industrias e pesquisa. Pertence ao grupo dos éteres ciclicos, com formula
molecular C4HgO, massa molecular de 72,11 Da, densidade de 0,889 g/L, ponto de
ebulicdo entre 65-67°C, pressdo de vapor de 176 mmHg (25°C) e facilmente dissolvido
em agua e solventes organicos. Em contato com o ar e luz, moléculas do solvente
podem ser oxidadas para peroxidos, que podem ser clivados e originar outros produtos,
radicalares ou ndo, que contribuem para sua toxicidade (Figura 2). O solvente THF é
utilizado na fabricacdo de tintas, colas, vernizes, como agente dispersante na industria
téxtil, na fabricacdo de artigos de embalagem, transporte e armazenamento de alimentos
e amplamente utilizado como um agente de revestimento de 6xido de ferro utilizado na
producdo de fitas de dudio e video. Também tem a capacidade de dissolver diversos
tipos de plasticos, como cloreto de polivinila, poliuretanos, compostos epoxi, resina de
celulose e uma gama de compostos organicos (ONG, et al. 1991; CARTIGNY, et al.,
2001; DROZA, et al., 1999; RAVENZWAAY, 2003).

0

U

HOO., :Oj H+ or HO =~ O OH
Hldroperoxld i THF

de THF HO oxidado

Figura 2: Hidroperéxido do THF formado pelo contato do solvente com o ar e luz e
possiveis produtos de sua quebra encontrados no solvente ndo destilado (HERMIDA, et
al., 2006).
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A Conferéncia Americana de Higienistas Industriais Governamentais (ACGIH)
estipulou um limite para exposicéo a curto prazo ao THF de 250 ppm. J& na Alemanha,
foi estipulado um limite de 1000 ppm por 30 minutos, duas vezes ao dia no maximo
(DROZA et al., 1999). Esses paises determinaram necessario um controle de exposicao
ao THF pela facilidade de absorcdo pela membrana alveolar, trato gastrointestinal e
pele, além de ser extremamente irritante para olhos, pele e mucosas. O solvente pode ser
encontrado em urina, sangue e ar exalado de individuos expostos. Embora ainda sejam
poucas as informacdes sobre sua toxicocinética, acredita-se ser de baixa toxicidade, com
meia vida aproximada de 30 minutos (CARTIGNY et al., 2001).

De acordo com MOODY (1991), existem dois sinais de intoxicagdo: narcose e
disfungdo hepatocelular, capazes de ocorrer com metade da dose letal. O autor também
afirma ndo haver evidéncias de genotoxicidade causada pelo THF, porém, afirma que o
THF tem a capacidade de interagir com componentes celulares provocando: a) inibi¢éo
de uma série de reacBes enziméticas em concentracdes entre 10 e 100 mM,
principalmente a agdo do citocromo P450; b) aumento da toxicidade de alguns
compostos (efeito de solvente) através do estimulo da absorcéo de metabolitos reativos.

Alguns estudos sobre efeitos da exposicdo ao THF foram realizados. Ensaios de
genotoxicidade realizados in vitro e in vivo (utilizando Salmonella typhimurium, células
de ovario de hamster chinés, Drosophila melanogaster, células da medula dssea de
camundongo e eritrocitos de camundongo) ndo apontaram o THF como mutagénico ou
genotoxico (NTP, 1998). Porém, em outro estudo realizado por CHHABRA et al.
(1998), grupos de 50 ratos e camundongos foram expostos ao THF por inalagéo, 6
horas/dia, 5 dias por semana durante 105 semanas. O estudo confirmou a acdo
carcinogénica em ratos e camundongos, tendo sido observado aumento da incidéncia de
neoplasia hepatocelular em camundongos fémeas expostos a 1800 ppm de THF e
aumento da incidéncia de adenoma tubular renal ou carcinoma em rim de ratos machos
expostos de 600 a 1800 ppm de THF. Irritacdo do trato respiratdrio superior, lesdes em
figado e rim de ratos expostos a concentracfes maiores que 3000 ppm, 8 horas/dia,
durante 20 dias, além da capacidade de produzir anestesia em cdes e ratos em
concentragfes maiores que 25000 ppm também foram observados em outros estudos
(ELOVAARA et al., 1984; HELLWIG et al., 2002; NTP, 1998). A provéavel dose oral
letal em humanos é de 50-500 mg/Kg. Devido a poucas informacOes a respeito da

toxicocinética e toxicidade celular do THF e poucos estudos envolvendo analise
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genotoxica, torna-se dificil estabelecer um mecanismo que explique os efeitos
observados em ratos e camundongos.

Em outro estudo, realizado por ONG et al. (1991), 58 trabalhadores do sexo
masculino de um fabrica de fita de audio e video foram acompanhados. Ar alveolar,
urina e sangue venoso foram coletados para analise da concentracdo do THF. O estudo
sugeriu a urina como importante matriz para avaliagédo da exposi¢cdo ao THF, sendo a
matriz que apresentou maior concentracdo do solvente. Alguns sintomas relatados pelos
trabalhadores ap0s a exposicdo ao THF foram nausea, cefaléia, visdo turva, vertigem,
fadiga, zumbido, dor no peito e tosse. Foram também observadas irritacdes no trato
respiratdrio superior, pele e mucosas.

GARNIER et al. (1989) relataram dois casos de intoxicacdo apds a exposicao ao
THF. O primeiro caso foi de um homem de 35 anos, previamente saudavel que nédo
fazia uso de alcool nem drogas nos ultimos trés meses. Ele era um encanador que ficou
confinado por um periodo de 8 horas/dia durante trés dias utilizando uma cola que
continha o solvente THF; vale ressaltar que o homem ndo fez uso de nenhum
equipamento de protecdo individual (EPI). Ao se apresentar para os analistas, declarou
sentir ndusea, cefaléia, visao turva, tontura, dor toracica e muita tosse. Foram realizados
alguns exames que diagnosticaram irritacdo pulmonar e alteracbes em enzimas
hepaticas (AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e GGT
(gama glutamil transpeptidase)). Todos os sintomas clinicos cessaram apés dois dias e
as enzimas do figado voltaram ao normal somente apds duas semanas. O segundo caso
foi de um homem de 55 anos que também era encanador e também era aparentemente
saudavel. Ele também ficou confinado por causa de seu trabalho utilizando uma cola
que continha THF e também ndo fazia uso de EPI. Relatou sintomas como dor de
cabeca, tontura, dor toracica, dispnéia e dor epigastrica. Foi submetido a exames
clinicos que apontaram normalidade. Somente no dia seguinte, apds coleta de sangue,
foi observado um aumento de AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase) e GGT (gama glutamil transpeptidase), sendo 25, 15 e 9 vezes
respectivamente maiores que os valores normais. As enzimas do figado também, como
no primeiro caso, voltaram ao normal dentro de duas semanas. Os dois trabalhadores
apresentaram aparentemente 0s mesmos sintomas e pode-se concluir que o THF foi
certamente o responsavel pelos efeitos apresentados.

A partir do exposto é possivel verificar a escassez de dados para a proposicao de
modos de acdo toxica desse solvente amplamente utilizado. A compreensdo dos
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possiveis mecanismos de acdo e de sua importancia em sistemas bioldgicos € um passo
necessario para que se possa considerar ou ndo um determinado modo de a¢do. Uma vez
que os Unicos dados sobre formacéo de adutos de DNA por THF até o momento foram
obtidos a partir de incubacbes in vitro (HERMIDA et al., 2006), faz-se necessario
avaliar a possibilidade de formacdo desses adutos em sistemas bioldgicos. Alem disso,
lesdes em DNA devidas a estresse oxidativo podem também contribuir para a
ocorréncia de mutagcOes e aumento do risco de cancer. Em conjunto com as alteragoes
genotoxicas, alteracfes epigenéticas do DNA podem levar a alteracdo da expressdo de
genes e, assim, favorecer o desenvolvimento de tumores. Ndo ha informacdo na
literatura sobre alteracdo da metilacdo global do DNA por THF. Dessa forma, pretende-
se que os dados gerados neste trabalho contribuam para apontar vias pelas quais o

solvente THF possa levar ao desenvovimento de cancer.

1.2 Les6es em DNA

Lesdes em DNA podem ocorrer por duas fontes. Uma delas é a fonte enddgena,
onde podemos incluir, por exemplo, ataques de espécies reativas de oxigénio, e a outra
seria exdgena, como, por exemplo, lesbes causadas por diversos xenobioticos. A grande
maioria das lesdes no DNA afeta a estrutura primaria da dupla hélice, ou seja, as bases
do DNA, onde ocorre quimicamente uma modificacdo por possuirem alta densidade
eletrbnica. A guanina € a base mais atrativa e suscetivel a esse ataque por apresentar
menor potencial de oxidagdo entre as bases nitrogenadas, embora as lesées ocorram em
todas as demais bases do DNA (LUCH, 2005; PELTONEN, DIPLLE, 1995). Essas
leses no DNA estdo diretamente ligadas ao surgimento de mutag¢Ges, que podem ou
ndo levar ao desenvolvimento de tumores. Sendo assim, esses adutos podem ser
utilizados como bioindicadores de risco de desenvolvimento de doencas (MARNETT,
PLASTARAS, 2001). Um exemplo de utilizagdo de adutos de DNA como
bioindicadores de exposi¢do a um xenobidtico e risco de desenvolvimento de cancer é o
caso do monitoramento da exposicao a aflatoxina B1 em populac@es da Asia e Africa. A
exposicédo a aflatoxina B1 eleva o risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular,
reagindo com a base guanina do DNA e levando a formacdo de um aduto que pode ser
quantificado na urina de individuos expostos (WOGAN et al., 2004).

A manutencdo da integridade do DNA é de fundamental importancia para todos

0s organismos. Por esta razdo, 0s seres vivos possuem eficientes e complexos
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mecanismos para protecdo do seu material genético, como por exemplo o sistema de
reparo do DNA. E um conjunto de processos nos quais a célula identifica e corrige os
danos gerados, sendo que na falta dessa correcdo o funcionamento do organismo pode
ser grandemente afetado. Algumas lesGes sdo capazes de alterar ou eliminar a
capacidade de a célula transcrever o DNA de forma correta (LOEB, et al., 2003;
KNAAPEN et al., 2006).

Uma lesdo importante ja caracterizada é a 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
(8-oxodGuo, Figura 3). Essa lesdo é gerada por ataque de radical hidroxila (HO") ou
oxigénio singlete (*O,) & base guanina do DNA. E considerada como um marcador de
dano oxidativo por ser facilmente detectavel. Além disso, também apresenta carater
mutagénico, levando a transversdo G — T (LOUREIRO et al., 2002).

OH

Figura 3: Estrutura molecular da 8-oxo-dGuo.

Em um estudo realizado neste laboratério por HERMIDA et al. (2006) foram
caracterizados trés adutos de DNA induzidos por THF: 2’-desoxiguanosina-THF
(dGuo-THF), 2’-desoxiadenosina-THF (dAdo-THF) e 2’-desoxicitidina-THF (dCyd-
THF). A possivel ocorréncia dessas lesbes em sistemas biologicos expostos ao THF
aponta para uma via de acdo genotdxica até 0 momento ndo considerada nos estudos de
carcinogénese e toxicidade. Em outros estudos foram identificados e quantificados
adutos DNA-THF em figado de ratos tratados com N-nitrosopirrolidina (NPYR).
Nitrosaminas ciclicas carcinogénicas, como a NPYR, sdo encontradas na dieta, fumaca
de cigarro e formadas endogenamente em humanos por nitrosacdo das aminas ciclicas.
A NPYR € um carcindgeno capaz de induzir tumores hepaticos em ratos e tumores do
trato respiratério em camundongos e hamster. Para observar os efeitos mutagénicos é
necessaria a ativacao metabodlica da NPYR, catalisada pelo citocromo P450, gerando a-
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hidroxi-NPYR (WANG et al., 2007; LOUREIRO et al., 2009), responsavel por gerar
outros intermediarios como o THF-OH, originando adutos de DNA iguais aos adutos
caracterizados por HERMIDA et al. (2006).

Uma vez que lesdes em DNA induzidas por THF podem estar envolvidas em sua
carcinogenicidade, investigaremos neste trabalho a possibilidade de formacéo das lesdes
indicadas na Figura 4 em DNA de células expostas a diferentes concentragdes desse

solvente. Para isso, métodos analiticos altamente sensiveis e especificos precisam ser

utilizados.
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Figura 4: Estruturas moleculares das lesdes em DNA a serem quantificadas neste
estudo.

1.2.1 Importancia de estudos em RNA
O RNA pode ser mais susceptivel ao ataque de qualquer substancia por néo estar

devidamente empacotado e por estar presente tanto no citoplasma quanto no ndcleo da
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célula, além de ser menos prontamente reparado que os adutos de DNA. Sendo assim,
mesmo que as lesdes em RNA ndo levem a mutacdes e conhecendo-se muito pouco
sobre os efeitos de lesbes em RNA, adutos de RNA podem ser considerados
biomarcadores de exposicdo bem mais sensiveis que o0s adutos de DNA
(SOTOMAYOR et al., 2003, ZHU et al., 2006).

H& diferentes tipos de RNA, como 0 mRNA, tRNA, de ribossomos e ribozimas,
com diferentes fungdes celulares. A formacao de adutos de RNA pode ser toxica para as
células, induzindo a apoptose ou interferindo na funcdo do mRNA. Tais lesGes podem
induzir respostas epigenéticas, como modulacdo da transcricdo e traducdo levando a
expressdo alterada de proteinas, interferir na ligacdo entre RNA e suas proteinas ligantes
e abolir efeitos cataliticos de ribozimas (ZHU et al., 2006).

1.3 Radicais livres, estresse oxidativo e biomarcadores

Os radicais livres sdo moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados (AUGUSTO, 2006). A geracao de radicais livres no organismo pode
ser desencadeada por diversos fatores, como exemplificado na Figura 5. Podem ser
gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou em seu alvo celular, como proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA (BIANCH, ANTUNES, 1999). No entanto, enquanto
lipideos, proteinas e aclUcares podem ser removidos por degradacdo, 0 mesmo nao
ocorre com o DNA, ja que é uma molécula responsavel por todas as informacdes
genéticas do organismo vivo (BERRA, et al., 2006).

O oxigénio é considerado um radical livre por apresentar desemparelhamento de
elétrons na sua ultima camada, o que lhe confere propriedade reativa. Chamamos de
espécie reativa de oxigénio (ROS) todas as moléculas derivadas do oxigénio, com
capacidade reativa, encontradas no organismo. Em condigdes fisiologicas, o oxigénio
sofre reducdo para agua, 0 que da origem a alguns reativos intermediarios como:
radicais superéxido (O,""), hidroperoxila (HO;"), hidroxila (HO®) e também o néo
radical peroxido de hidrogénio (H,0,) (BARREIROS, DAVI, 2006).

Em nosso organismo, ocorre a producdo de ROS todo o tempo. Essas moléculas
podem danificar as células do nosso corpo, porém, nNOSSO Organismo possui enzimas
especificas e um mecanismo de desintoxicacdo (antioxidantes) capazes de prevenir e
reparar esses danos (AUGUSTO, 2006). Danos oxidativos resultantes da geracdo de

ROS podem participar de todas as fases do processo do cancer (ZHOU et al., 2011).
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FATORES QUE FAVORECEM A FORMAGAO DE RADICAIS LIVRES
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Figura 5: Fatores indutores de formacdo de ROS em nosso organismo (ilustracdo
adaptada de AUGUSTO (2006)).

Reacdes de oxidacdo sdo essenciais a vida aerdbica. As ROS geradas nesses
processos sdo importantes para N0sso organismo e encontram-se envolvidas no combate
a organismos estranhos, na regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias
bioldgicas importantes. No entanto, se a geracdo de ROS ocorrer de forma
descontrolada, podem ser desencadeados efeitos prejudiciais como, por exemplo, lesdes
ao DNA. Quando o tipo e a quantidade de danos superam a capacidade de reparo, pode
haver morte celular ou incorporacdo de mutacBes no genoma, que podem gerar
instabilidade gendmica e possivelmente aparecimento de cancer (BERRA, MENCK, DI
MASCIO 2006). Assim, ROS estdo relacionadas com diversas patologias, podendo ser
a causa ou um fator agravante do quadro (BIANCH, ANTUNES, 1999; BARREIROS,
DAVI, 2006).

O estresse oxidativo ocorre quando hd aumento da producdo de ROS néo
acompanhado pelo aumento das defesas antioxidantes, ou seja, se dd em uma condigédo
bioldgica onde ocorre um desequilibrio entre a producdo de ROS e o reparo ou
desintoxicacdo através do sistema biologico. Como resultado, ocorrem danos em
diversas biomoléculas, como a oxidacdo de bases do DNA e RNA, de &cidos graxos

poliinsaturados nas membranas celulares, de aminoacidos nas proteinas (AUGUSTO,
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2006). Na Figura 6 sdo apresentadas algumas vias para formacdo de 8-oxodGuo, um

marcador de dano oxidativo ao DNA.
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Figura 6: Reagdes de oxidacdo da 2’-desoxiguanosina (dGuo) para geracdo de 8-oxo-
7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) utilizada como marcador de dano
oxidativo em DNA (BERRA et al., 2006).

Danos ao DNA que podem ter sua frequéncia aumentada como resultado da
exposicao a xenobidticos incluem depurinacdo, desaminacdo, oxidacdo e formacdo de
adutos com produtos gerados endogenamente (ex., aldeidos resultantes do processo de
peroxidacdo lipidica). As lesbes mutagénicas geradas por espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio e produtos de peroxidacdo lipidica sdo de grande interesse, uma vez
que através da inducdo de defesas antioxidantes é possivel intervir na sua formacéo,
sendo que tal intervencdo pode ser importante para prevencdo do envelhecimento,
cancer e outras condi¢6es degenerativas (DE BONT E VAN LAREBEKE, 2004).

Devido a sua abundancia nas células e susceptibilidade a oxidacdo, os acidos
graxos poliinsaturados sdo alvos importantes para os oxidantes. Como essa oxidagédo
desencadeia uma cascata autocatalitica que gera numerosas substancias genotoxicas, tais
danos aos lipidios tém grandes implicacBes para a integridade do DNA. De fato, a
peroxidacdo lipidica tem sido associada ao desenvolvimento de condicBes patologicas

induzidas por exposicdo a agentes oxidantes. Nesse processo sdo gerados aldeidos «, -

28



insaturados, variantes estruturais dos mesmos (tais como 4-hidroxialcenais e
epoxialdeidos) e malonaldeido, os quais sdo agentes alquilantes com capacidade de se
ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em DNA, peptideos e
proteinas, provocando alteracdes nas funcdes dessas moléculas. Reacbes de aldeidos
resultantes do processo de peroxidacdo lipidica com bases do DNA ddo origem a
diversos adutos exociclicos denominados propanoadutos, etenoadutos e adutos de
malonaldeido. Publicagdes recentes tém apontado os adutos exociclicos de DNA de
origem enddgena como ferramentas potenciais para o estudo do estresse oxidativo, da
etiologia do cancer e para a avaliacdo da eficacia de agentes quimiopreventivos contra
danos em DNA. Muito esforco tem sido feito no sentido de elucidar as fontes, o
significado toxicoldgico e as consequéncias genéticas dessas lesdes de DNA,; os tipos de
fatores exdgenos ou condicgdes patofisioldgicas que levam ao seu aumento; e se esses
adutos, quando gerados através de reacBes mediadas por estresse oxidativo,
desempenham um papel na carcinogénese humana ou em outras doengas degenerativas
(MARNETT E PLASTARAS, 2001). Dentre essas lesdes, temos dado atencédo especial
aos etenoadutos 1,N*-edGuo e 1,N°-edAdo, os quais resultam da reagdo de diversos
aldeidos o,B-insaturados, resultantes da peroxidacao lipidica, com as respectivas bases
guanina e adenina no DNA (Figura 4).

Por motivos de salde publica, torna-se de extrema importancia a avaliacdo da
exposicdo a certos xenobioticos, tendo em vista a possibilidade de prevencdo ou
minimizacdo da incidéncia de mortes ou desenvolvimento de doencas. A exposi¢do
pode ser avaliada através da monitorizacdo ambiental ou bioldgica. Na monitorizacao
bioldgica é analisada a substancia de interesse em diversas amostras, como urina,
sangue ou ar exalado. Porém, para realizar essa monitorizagdo, devem-se obter
informagbes sobre o mecanismo de acdo do xenobidtico e/ou a toxicocinética
(AMORIM, 2003).

Para que um biomarcador seja validado, é necesséria a realizacdo de estudos in
vitro, em animais e estudos epidemiolégicos em humanos, para que ele possa ser
utilizado para avaliar a relacdo entre a exposicdo humana e o desenvolvimento de
alguma patologia (JESUS, CARVALHO, 2008).

Neste trabalho investigaremos a possibilidade de o THF modificar biomoléculas
em sistemas bioldgicos, através da detecgédo e quantificacdo de alguns adutos em DNA e

RNA de células expostas a esse solvente. Este € um passo inicial para averiguarmos a
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possibilidade de uso desses adutos como marcadores de dose efetiva em amostras de

DNA de individuos expostos ao solvente.

1.4 Mutagénese e carcinogénese

J4 se sabe que certas substancias enddgenas ou exdgenas podem causar
alteracdes celulares, podendo desencadear um processo de mutagénese ou
carcinogénese. LesGes geradas em nosso DNA podem ser mutagénicas, dependendo de
sua localizacdo no genoma e da eficiéncia de reparo. O mecanismo de reparo varia de
organismo para organismo e com alguns fatores como idade, sexo, condigdes genéticas,
entre outros. Conforme MARNETT e PLASTARAS (2001), a perda da regulagéo
celular na maioria das vezes é provocada pelo excesso de lesdes celulares.

E importante compreender a diferenca entre lesdes no DNA e mutaces. As
lesGes geradas no DNA podem ser reconhecidas por enzimas e corretamente reparadas.
De outro modo, caso o sistema de reparo ndo seja eficiente, pode haver bloqueio no
processo de transcricdo, traducdo e replicacdo, levando a morte celular e impedindo a
producdo de células mutagénicas. Porém, quando o mecanismo de reparo ndo ocorre
corretamente e as células se replicam, as mutag¢fes podem ser fixadas e estas levam ao
surgimento de consequéncias, como o cancer (DE BONT; VAN LAREBEKE, 2004;
WOGAN et al., 2004).

A principal acdo dos agentes mutagénicos € alterar a seqiiéncia das bases do
DNA. ApGs passar por varias divisdes, uma célula ja alterada pode ter um desequilibrio
no controle da divisdo celular, aumento da producdo de novas células aberrantes e
desreguladas, levando ao desenvolvimento de céncer. Ao nivel celular, as mutagdes
podem causar alteragdes na funcéo de diversas proteinas (RIBEIRO et al., 2003).

Como ja dito, falhas no mecanismo de reparo de lesdes em DNA podem resultar
em mutacdes e dar inicio ao processo de carcinogénese (WOGAN et. al, 2004). Esse
processo pode levar anos para sua formacdo e manifestagdo. Antes de chegar ao estagio
de tumor, temos o processo de iniciagcdo, que € o primeiro estigio da carcinogénese,
onde as células ja se encontram geneticamente alteradas; a segunda etapa € a promocao,
onde a célula iniciada se replica e origina um tumor ainda reversivel; e terceiro e Gltimo
processo € a progressdo, onde ja pode ser observado um crescimento desregulado das
células. Nessa ultima etapa o processo € irreversivel e o cancer esta formado
(ALMEIDA et al., 2003).
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Figura 7: Etapas da carcinogénese.

1.5 Mecanismos epigenéticos

As células de um organismo possuem informacdes genéticas, estruturas e
funcBes especificas que se devem a uma expressdo diferencial do genoma, a qual é
regulada principalmente por mecanismos epigenéticos (RODRIGUES, 2010).

Alteracdes epigenéticas sdao modificacBes na estrutura da cromatina, herdaveis
durante a divisdo celular, porém sem provocarem alteracdes na sequéncia de
nucleotideos do DNA, podendo ser consideradas como modificacbes reversiveis. Sdo
conhecidas trés formas principais de controle epigenético da expressdo génica:
metilacdo do DNA, modificagfes de histonas e acdo de RNAs ndo codificadores.
Entretanto, a metilagdo do DNA é a modificacdo epigenética melhor caracterizada até o
momento (CHAUFFAILLE, 2006; GOUVEIA, 2007).

Os mecanismos epigenéticos regulam fungdes celulares crucias e determinantes
para a regulagdo da expressdo génica como: estrutura da cromatina, inativacdo do
cromossomo X, silenciamento de elementos repetitivos do genoma, imprinting génico,
diferenciacdo celular auxiliando na formacdo de tecidos, no processo de
desenvolvimento embrionario (LACERDA, 2010; MULLER, PRADO, 2008;
ZIMBARDI, 2010; FRAGA, et al. 2002, RODRIGUEZ, 2010), na

compartimentalizagdo do genoma em regifes ativas e condensadas, na inativagéo de
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oncogenes e na repressdo da expressdo de genes supressores de tumor (GOUVEIA,
2007).

A metilacdo do DNA ocorre bioquimicamente pela adi¢do de um grupo metil
(CHgy), através da enzima DNA metil-transferase, a posicdo C-5 da citosina, originando
5-metil-2’-desoxicitidina (5-metil-dC). Para que ocorra essa adicdo, é necessario que
haja um doador de CHgs, que neste caso € o S-adenosil-metionina (SAM) (BENDER,
2004; CHAUFFAILLE, 2006; ROBERTSON, WOLFFE, 2000). A metilacdo ocorre
exclusivamente em citosinas que precedem uma guanina, sendo frequentemente
denominadas de ilhas CpG. Essas ilhas CpG estdo préximas a regides promotoras dos
genes, estendendo-se muitas vezes ao primeiro éxon. Apresentam tamanho igual ou
superior a 200 pares de bases (pb), ocorrendo 10 vezes mais metilacdo nessa regido que
em outras regides do genoma (MULLER, PRADO, 2008). Além disso, para que a
citosina presente no genoma seja metilada, ¢ necessario que esteja no sentido 5°- 3’
(GOUVEIA, 2007; RODRIGUEZ, 2010).

A metilagdlo do DNA em mamiferos é essencial para o desenvolvimento
embrionario, sendo necessaria para a viabilidade do embrido. Além disso, também ¢é
importante no desempenho das fungdes do genoma, estando relacionada com o processo
de regulagéo génica, estabilidade cromossdmica e imprinting parental. No processo de
regulacdo da expressdo génica, a metilacdo atua impedindo a ligacdo de enzimas,
levando consecutivamente a repressdo da transcricdo (silenciamento) do gene, assim
como auxiliando a cromatina a permanecer no seu estado inativo. As alteracdes do
padrdo de metilacdo do DNA estdo associadas com diferentes doencas, principalmente
relacionadas com os processos de transformacéo celular. Assim, diversas evidéncias tém
mostrado a importancia dos mecanismos epigenéticos na regulacdo de genes envolvidos
no desenvolvimento de tumores (RODRIGUEZ, 2010; MULLER, PRADO, 2008).

Alteracdes da metilacdo do DNA, seja hipometilacdo ou hipermetilagao de genes
que participam de funcbes e mecanismos importantes no reparo e regulacdo do
crescimento celular, podem promover a formacdo de células tumorais (RODRIGUEZ,
2010). Tanto a hipometilagdo quanto a hipermetilagéo nas ilhas CpG localizadas em
regides promotoras de genes apresentam importante papel no desenvolvimento de
cancer e podem ocorrer de forma individual e simultdnea (MULLER, PRADO, 2008;
GOUVEIA, 2007).

De acordo com PIERRE e KANTARJIAN (2009), as ilhas CpG de regibes
promotoras de genes em tecidos normais encontram-se hipometiladas e ilhas CpG
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dispersas pelo genoma encontram-se hipermetiladas. Ja& em células tumorais €
encontrada uma hipermetilagdo nas regides promotoras e hipometilagédo global. Sendo
assim, a co-existéncia de uma hipometilacdo global e hipermetilagdo regional dentro de
uma mesma célula, ocorrendo simultaneamente e independentemente, sugere que 0
padrdo de metilagcao do DNA é determinado por multiplos fatores.

Outro estudo realizado por RODRIGUEZ (2010) relata a importancia de detectar
alteracOes epigenéticas em Varios tipos de cancer, como estdmago, prostata, mama e
tiredide. Nesse estudo foi observada alteracdo da metilagdo em regides promotoras de
genes que codificam proteinas especificas da tiredide, provocando um silenciamento
desses genes. O mesmo autor relata a importancia de dois grupos de genes: oncogenes e
genes supressores tumorais, sendo que a ativacdo ou inativacdo desses genes esta
diretamente relacionada com a transformacéo celular em células normais ou tumorais.

Os genes supressores tumorais atuam reprimindo o crescimento celular. Uma
hipermetilagdo do DNA nas ilhas CpG proximas a regido promotora causa um
silenciamento especifico desses genes, levando a perda de sua funcdo e favorecendo a
proliferacdo com consequente formacdo de tumores (CHRISTMAN et al. 1995,
CHAUFFAILLE, 2006). Em alguns estudos foi possivel caracterizar a presenca de
tumores em seres humanos através da determinacdo dos niveis de 5-metil-dC (FRAGA,
et al., 2002; RODRIGUEZ, 2010).

Os proto-oncogenes atuam favorecendo o crescimento celular de forma
ordenada. Uma hipometilacdo no DNA leva a instabilidade gendmica, inativando a
funcdo desses genes e levando ao crescimento descontrolado e desordenado de células,
favorecendo a formacéo de tumores (MULLER, PRADO, 2008; RODRIGUEZ, 2010).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade do THF induzir lesdes em
DNA e RNA de sistemas bioldgicos expostos ao solvente, assim como alteracbes
epigenéticas. Como sistemas biolégicos utilizamos homogenato de figado de
camundongos, cultura de células HepG2 e figado e rim de camundongos que foram, em
trabalho anterior, expostos a vapores do solvente.

Temos o seguinte plano de metas e objetivos para esse trabalho:

1. Realizacdo de ensaios de citotoxicidade em células HepG2 utilizando diferentes
concentragdes de THF;

2. Validacio de um método para quantificacdo das lesdes 8-oxodGuo, 1,N?-edGuo,
1,N%-edAdo, dGuo-THF e dAdo-THF em DNA por HPLC-ESI-MS/MS;

3. Quantificacdo dos adutos de THF em DNA extraido de células incubadas com
diferentes concentragdes do solvente e em DNA de homogenato de figado de
camundongo incubado com o solvente;

4. Analise de dano oxidativo (8-oxodGuo, 1,N*-edGuo e 1,N°-edAdo) no DNA das
células para comparagdo com o nivel de adutos de THF;

5. Analise de dano oxidativo (8-oxodGuo, 1,N*-edGuo e 1,N°-edAdo) em DNA de
figado e rim de camundongos expostos a vapores de THF;

6.  Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural de adutos Ado-THF e Guo-THF
para servirem de padrdes para as quantificacdes em RNA;

7. Quantificacdo dos adutos de THF em RNA extraido de células incubadas com
diferentes concentracdes do solvente, utilizando o0 mesmo método validado para
as analises de adutos de DNA e os padrdes internos [*°Ns]-dGuo-THF e [*°Ns]-
dAdo-THF;

8.  Andlise do nivel de 5-metil-dC em células HepG2, figado e rim de camundongos

expostos ao THF.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento deste projeto foram: fosfato de
potassio, hidroxido de sddio, acetato de sddio, bicarbonato de sodio, cloreto de sédio,
cloreto de potassio, fosfato de sodio, acido aceético, tetraidrofurano, carbonato de sodio,
ferro, acido sulfurico e alaranjado de xilenol que foram adquiridos da empresa Merck
(Darmstad, Alemanha). Acido cloridrico, metanol e cloroférmio foram obtidos da
empresa Carlo Erba Reagents (Italia). Corante cristal violeta, antibi6tico (composto por
penicilina e estreptomicina), guanosina, adenosina, 8-oxodGuo, 1,N°-edAdo, dimetil
sulfoxido, dimetil sulféxido-d6, cianoborohidreto de sddio e 2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol (BHT) foram adquiridos da empresa Sigma — Aldrich (St. Louis, USA). O
padréo [*°Ns]1,N?-edGuo foi gentilmente doado pela Profa. Marisa Helena Gennari de
Medeiros e Dra. Camila Carrido Machado Garcia (IQ USP). Os kits para extracdo de
DNA e RNA foram obtidos da empresa QIAGEN (Valencia, CA). Meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), tripsina e soro fetal bovino, foram
obtidos da empresa Atena Biotecnologia (Campinas-SP-Brasil). O kit de reagente XTT
foi adquirido da empresa Xenometrix (Allschwil, Suica). A agua utilizada foi purificada
em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA) e todos os materiais utilizados para
manipulacdo das células eram estéreis. Todos os reagente citados foram utilizados para
experimentos de bancada. Os solventes utilizados nos métodos de HPLC foram
acetonitrila e metanol Carlo Erba Reagents (Italia)

3.2 Equipamentos

Quanto aos equipamentos, fizemos uso de uma microcentrifuga de bancada para
centrifugacdes de tubos de 1,5 e 2 ml da marca Hettich Zentrifugen Mikro 120
(Alemanha) e uma centrifuga para tubos de 15 e 50 ml da marca Eppendorf modelo
Centrifuge 5702 R. Utilizamos uma incubadora com controle de temperatura e agitagdo
da Labnet International - modelo Vortemp 56 (Woodbridge, USA), agitador de tubos
(vortex) da Phoenix AP56 (Araraquara, SP, Brasil), balanca semi-analitica da
Bioprecisa FA2104N (Téquio, Japdo), banho maria da Cientec - modelo 245
(Piracicaba, SP, Brasil) e potencidmetro digital PHTEK modelo PHS-3B (S&o Paulo,
Brasil). Para preparo de solugbes foi utilizado um agitador magnético da Biomixer

78hW-1 Constant Temperature Magnetic Stirrer. Para armazenamento das células
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tratadas utilizamos uma incubadora de CO, da Thermo Electron Corporation (USA),
microscopio invertido Leica CTR 4000 (Alemanha) para contagem e observacao celular
e um fluxo laminar vertical da Pachane modelo PCR-2 (Piracicaba, SP, Brasil) para
manipulacdo das celulas. Os espectros de absorbancia foram obtidos através de um
espectrofotometro (UV/VIS) da Analitica - modelo Biochrom Libra S12 (Inglaterra)
com software BioDC versdo 2.0. e para leitura das placas de 96 pocos utilizamos um
leitor de ELISA da marca Power Wave modelo X340 (Winooski, USA). Para
purificacdo dos adutos Guo-THF e Ado-THF foi necesséaria a utilizacdo de um
liofilizador de bancada com bomba a vacuo modelo Liotop L101 (Liobras Ind. Com.
Serv. Liofilizadores Ltda.) e do equipamento Speed Vac Concentrator da Thermo
Electron Corporation modelo SPD 1010 (USA) para obtencdo de uma amostra

solida/seca.

3.2.1 Analises por HPLC/PDA

HPLC/PDA método 1:

Foi utilizado um sistema de HPLC/PDA da Shimadzu (Kyoto, Japao) constituido
por duas bombas LC-20AT, um injetor automético SIL-20AC, um forno para colunas
CTO-10AS/VP, um degaseificador DGU-20A5, um detector de arranjo de fotodiodos
SPD-M20A, tudo controlado por um moédulo de comunicacdo CBM-20A acoplado ao
software LC Solution. As analises e coletas dos adutos referentes as incubacbes de Guo
com THF e Ado com THF foram feitas através de uma coluna analitica Luna C18(2)
250 mm x 4,6 mm id, 5 um da Phenomenex (Torrance, CA) eluida com um gradiente de
agua e acetonitrila (ACN) com fluxo de 1 mL/min a 30°C nas seguintes condi¢@es: 0-5
minutos (5% ACN), 5-30 minutos (5 a 20% ACN), 30-50 minutos (20 a 40% ACN), 50-
55 minutos (40 a 5% ACN), 55-65 minutos (5% ACN). Nessas condigdes o pico de
Guo-THF reduzido aparece em 19 minutos e de Ado-THF reduzido em 26 minutos.

HPLC/PDA método 2:

Utilizamos um sistema de HPLC/PDA igual ao descrito no método 1, utilizando
a mesma coluna analitica, porém eluida com &cido formico 0,1% em agua (Solugédo A) e
uma mistura 1:1 de metanol : agua, com 0,1% de acido formico (Solugdo B) a um fluxo
de 1 mL/min, 25 °C, nas seguintes condi¢6es: 0 — 28 min, (0 a 36% Solucdo B); 28 —30
min, (36 a 0% Solucdo B) e de 30 — 42 min, (0% Solucdo B). O detector DAD foi
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fixado em 260 nm para a identificacdo dos nucleosideos normais (dCyd, dAdo e dGuo)
e 286 nm para a identificagdo de 5-metil-dC. Curvas de calibragéo foram injetadas no
intervalo de 5 a 30 nmol para quantificacdo dos nucleosideos normais e no intervalo de
0,025 a 0,25 nmol para a quantificacdo de 5-metil-dC. O padrdo 5-metil-dC foi obtido
por purificacdo a partir de dCyd adquirida comercialmente. Essa purificacdo foi
realizada no laboratdrio pelo aluno de doutorado Tiago Franco de Oliveira. A identidade
do padrdo foi confirmada por espectrofotometria e espectrometria de massas. Os niveis
de 5-metil-dC sdo expressos em porcentagem do nivel total de dCyd (dCyd + 5-metil-
dC) presente no DNA.

HPLC/PDA método 3:

Utilizou-se um sistema de HPLC/PDA igual ao descrito em método 1, para
analise e purificagdo dos padrdes de adutos 1,N%-cdGuo, [*°Ns]8-oxodGuo e [*°Ns]1,N°-
edAdo. Os sistemas de eluigdo foram:

Sistema 1 - Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 um (Phenomenex,
Torrance, CA) eluida com fase mével constituida de 5% ACN em tampdo fosfato de
potéssio (KH,PO, - 25 mM), pH 5,5 (corrigido com hidréxido de s6dio) em modo
isocratico (tempo de corrida 25 minutos), a 30 °C, com fluxo de 0,350 mL/min. O
detector PDA foi fixado em 250 nm.

Sistema 2 - Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 um (Phenomenex,
Torrance, CA) eluida com fase mdvel constituida de 5% ACN e agua em modo
isocratico (tempo de corrida 25 minutos), a 30 °C, com fluxo de 0,350 mL/min. O
detector PDA foi fixado em 250 nm.

Sistema 3 - Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 pum (Phenomenex,
Torrance, CA) eluida com um gradiente de 4gua e ACN nas seguintes condicgdes: 0 — 30
minutos (5 - 50% ACN), 30 — 31 minutos (50 — 5% ACN) e 31 — 40 minutos (5%
ACN), a 30 °C, com fluxo de 1 mL/min. O detector PDA foi fixado em 260 nm.

HPLC/PDA método 4:

Utilizamos um sistema de HPLC/PDA igual ao descrito em metodo 1, utilizando
a mesma coluna analitica eluida com agua e metanol, fluxo de 1 mL/min a 30°C nas
seguintes condic6es: 0-50 minutos (5 a 84% MeOH 1), 50-52 minutos (84 a 5% MeOH),
52-62 minutos (5% MeOH).
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3.2.2 Analise por HPLC-ESI-MS/MS
HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM

Para analises dos niveis de 8-oxodGuo, 1,N%-edAdo, 1,N?-edGuo, dGuo-THF e
dAdo-THF em amostras de DNA foi utilizado um sistema de HPLC-ESI-MS/MS
disponivel no laboratério do Professor Paolo Di Mascio (1Q USP, Sao Paulo, Brasil). O
sistema de HPLC da Agilent série 1200 (Wilmington, USA) é constituido por duas
bombas, sendo uma bomba binaria (Agilent 1200 G1312B) e uma bomba isocréatica
(Agilent 1200 G1310A), um forno para colunas (Agilent 1200 G1316B), um detector de
arranjo de diodos (Agilent 1200 DAD G1315C) e um auto injetor (Agilent 1200
G1367C), acoplado a um espectrdmetro de massas Linear Quadrupole lon Trap,
modelo 4000 QTRAP, da Applied Biosystems Sciex Instruments (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA). As andlises por ESI-MS foram realizadas em modo
positivo, utilizando-se os seguintes parametros otimizados: gas de nebulizagéo, 20 psi;
gas na fonte de ions, 50 psi; gas de dissociacdo induzida por colisdo, LOW; temperatura
da fonte do ESI, 550 °C; potencial de dissociacdo, 46 V; potencial de entrada ,10 V;
energia de colisdo, 17 eV, potencial de saida da célula, 52 V; e tensdo do spray de ions,
5500 V.

Para andlise dos niveis de adutos em amostras de DNA, foi utilizado o modo de
monitoramento de reacdo multipla (MRM) para deteccédo e quantificacdo de 8-oxodGuo,
1,N%-edAdo, 1,N%edGuo, dGuo-THF e dAdo-THF, sendo utilizadas as seguintes
fragmentacdes: m/z 284 [M+H]" — m/z 168 [M- 2’-desoxirribose+H]" e m/z 289
[M+H]" — m/z 173 [M- 2’-desoxirribose+H]" para a deteccdo de 8-oxodGuo e
respectivo padrdo interno [°Ns]-8-oxodGuo, m/z 276 [M+H]" — m/z 160 [M-2’-
desoxirribose+H]" e m/z 281 [M+H]" — m/z 165 [M—2’-desoxirribose+H]" para a
deteccdo de 1,N°-edAdo e respectivo padrio interno [°Ns]-1,N%-edAdo, m/z 292
[M+H]" = m/z 176 [M—2’-desoxirribose+H]" e m/z 297 [M+H]" — m/z 181 [M—2’-
desoxirribose+H]" para a deteccdo de 1,N*-edGuo e respectivo padrdo interno [*°Ns]-
1,N%-edGuo, m/z 324 [M+H]" — m/z 208 [M—2’-desoxirribose+H]* e m/z 329 [M+H]"
— m/z 213 [M-2’-desoxirribose+H]" para a deteccio de dAdo-THF e respectivo
padrdo interno [*Ns]dAdo-THF, m/z 340 [M+H]' — m/z 224 [M- 2’-
desoxirribose+H]" e m/z 345 [M+H]" — m/z 229 [M-2’-desoxirribose+H]" para a
deteccdo de dGuo-THF e respectivo padrdo interno [*°Ns]dGuo-THF. As razdes entre as

areas (aduto/padrédo interno) foram utilizadas para quantificacdo. Curvas de calibracédo
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foram injetadas no intervalo de 25 a 250 fmol de 8-oxodGuo (1000 fmol de [*°Ns]8-
oxodGuo), 5 a 150 fmol de 1,N%-edAdo, 1,N*edGuo, dAdo-THF e dGuo-THF (200
fmol de [*°*Ns]1,N®-edAdo, [*°Ns]1,N*-edGuo, [°Ns]dAdo-THF e [*°*Ns]dGuo-THF).

Para analises dos niveis de Guo-THF e Ado-THF em amostras de RNA, também
foi utilizado o modo de monitoramento de reagdo multipla (MRM) para detecgdo e
quantificacdo dos niveis dos adutos de RNA-THF, porém sendo utilizadas as seguintes
fragmentacdes: m/z 340 [M+H]" — m/z 208 [M—-ribose+H]" e m/z 329 [M+H]" — m/z
213 [M—2’-desoxirribose+H]" para a detec¢do de Ado-THF e respectivo padréo interno
[*°*Ns]dAdo-THF, m/z 356 [M+H]* — m/z 224 [M-ribose+H]* e m/z 345 [M+H]* — m/z
229 [M—2’-desoxirribose+H]" para a detec¢do de Guo-THF e respectivo padréo interno
[*°*Ns]dGuo-THF. As razdes entre as areas (aduto/padréo interno) foram utilizadas para
quantificacdo. Curvas de calibracdo foram injetadas no intervalo de 5 a 80 fmol de Ado-
THF e Guo-THF (200 fmol de [**Ns]dAdo-THF e [*°*Ns]dGuo-THF).

Os dados de ambas analises foram processados utilizando-se o software Analyst
1.4 (Applied Biosystems, USA). As seguintes condi¢bes cromatograficas foram

utilizadas:

Meétodo 1: Coluna Luna C18 (2) 150 mm x 2,0 mm ID, 3 um (Phenomenex, Torrance,
CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com
um gradiente de &cido férmico 0,1% em agua (Solucdo A) e metanol com 0,1% de acido
férmico (Solugéo B), a um fluxo de 200 pL/min, 25 °C, nas seguintes condicdes: 0 — 30
min, (0 — 18% MeOH); 30 — 31 min, (18 — 80% MeOH); 31 — 33 min, (80% MeOH); 33
— 34 min, (80 — 0% MeOH); 34 — 46 min, (0% MeOH). O detector PDA foi fixado em
260 nm para a identificacdo e quantificagdo de dGuo e dAdo utilizando-se curva de
calibracdo no intervalo de 2,5 a 15 nmol. Frages molares 8-oxodGuo/dGuo, 1,N?-
edGuo/dGuo, 1,N°-edAdo/dAdo, dGuo-THF/dGuo e dAdo-THF/dAdo foram entdo

determinadas.

Método 2: Coluna Luna C18 (2) 150 mm x 2,0 mm ID, 3 um (Phenomenex, Torrance,
CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com
um gradiente de 5% MeOH em solucéo de &cido férmico 0,1% (Solugdo A) e MeOH
com 0,1% de é&cido foérmico (Solucdo B), a um fluxo de 200 pL/min, 25 °C, nas

39



seguintes condi¢Bes: 0 — 10 min, (0% B); 10 — 11 min, (0 — 25% B); 11 — 25 min, (25 %
B), 25 — 26 min, (25 — 95% B); 26 — 30 min (95 % B); 30 — 31 min, 95 — (0% B) e 31 -
44 min, (0% B). Fracdes molares de aduto/desoxinuclesideo normal presentes em cada
amostra foram determinadas utilizando-se em conjunto os dados obtidos no sistema
HPLC-PDA método 2 descrito acima.

3.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os adutos Ado-THF e Guo-THF reduzidos foram purificados para
caracterizacdo estrutural por RMN. Apds liofilizacdo do concentrado obtido, as
amostras foram separadamente ressuspensas em aproximadamente 700 pL de dimetil
sulféxido-d6 (DMSO-d6) e enviadas a Central Analitica do Instituto de Quimica da
USP, onde foram obtidos espectros de *H RMN e COSY em um espectrometro DRX-
500 MHz (Bruker, MA).

3.3 Sintese e purificacdo dos padrdes de adutos

Os padrdes dAdo-THF, [*°*Ns]dAdo-THF, dGuo-THF, [*°*Ns]dGuo-THF foram
sintetizados e purificados anteriormente no laboratério de acordo com os procedimentos
descritos em HERMIDA et al., (2006). A pureza e identidade dos adutos foram
verificadas por HPLC/PDA e HPLC-ESI/MS/MS. Os padrdes [*°Ns]8-oxodGuo e
[*°Ns]1,N%-edAdo foram sintetizados e purificados pelo aluno de doutorado do
laboratério Tiago Franco de Oliveira. O padrdo 1,N?-cdGuo é proveniente de um
estoque disponivel no laboratério, sintetizado e purificado anteriormente pela Profa.
Ana Paula M. Loureiro. As concentracdes de 1,N?-cdGuo e [*°Ns]1,N*edGuo foram

determinadas pela absorbancia em 285 nm (g5 nm = 16785 M™ cm™, pH 7,4).

3.3.1 Sintese e purificacdo do padrdo [°Ns]8-oxodGuo

Aliquotas de 200 pg de [**Ns]dGuo foram solubilizadas em 400 pL de 4gua
deionizada. Foram adicionados a cada incubacdo 5 pL de uma solugdo contendo sulfato
de cobre 0,2 M, 50 pL de uma solugéo de &cido ascorbico 2 M e 50 uL de peroxido de
hidrogénio (30%, v:v). As aliquotas foram submetidas a uma vigorosa agitacdo por 60
segundos e incubadas a temperatura de -4 °C por 15 minutos. Em seguida o produto da
reacdo de oxidacdo foi purificado por HPLC utilizando-se o sistema 1 do método 3,

descrito no item 3.2.1. O pico com Ama. €m 294 nm foi coletado, liofilizado e
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ressuspenso em agua. Aliquotas dessa nova solucdo foram injetas no sistema 2 do
método 3 descrito no item 3.2.1 para a remocao do sal da amostra. O pico com espectro
de absorbancia correspondente ao aduto foi coletado, seco e ressuspenso em 200 uL de
4gua. A concentracéo foi determinada pela absorbancia em 294 nm (€294 nm = 9700 M
cm™). A identidade e a pureza isotopica foram confirmadas por anélises de HPLC-ESI-
MS/MS.

3.3.2 Sintese e purificacdo do padrdo [*°Ns]1,N°-edAdo

Aliquotas de 3 mg de [*°*Ns]dAdo foram solubilizadas em 750 pL de tamp&o
fosfato de potassio (KH,PO,— 0,1 M — ph 6,0). Foram adicionados a cada incubacédo 15
uL de solugdo de cloroacetaldeido 2,0 M e as solugdes foram incubadas a 37 °C por 18
horas. O produto da reacdo foi purificado por HPLC utilizando-se o sistema 3 do
método 3, descrito no item 3.2.1. O pico com Amax. €m 275 nm correspondente ao
[*°Ns]1,N®-edAdo foi coletado, liofilizado e ressuspenso em agua. A identidade e a
pureza isotépica do aduto foram confirmadas por analises de HPLC-ESI-MS/MS. As
concentracdes de 1,N°-edAdo e [*°Ns]-1,N°®-edAdo foram determinadas pela absorbancia

em 260 nm (e260 nm = 10300 M™* cm™, pH 7,4).

3.3.3 Sintese e purificacdo dos padrées dAdo-THF, [*°Ns]dAdo-THF, dGuo-THF e
[*°N5s]dGuo-THF

Os padrdes [*°Ns]dGuo-THF e [**Ns]dAdo-THF foram obtidos por reagdo de
[*°*Ns]dGuo e [**Ns]dAdo com THF oxidado, como descrito em HERMIDA et al. (2006)
para os desoxinucleosideos normais. A sintese, caracterizacdo e purificacdo desses
padrdes no laboratério foram realizadas pela estudante de Iniciacdo Cientifica Mariana
Silveira Pedrosa (FCF USP). Foram adicionados 180 puL de THF contendo 11 mM de
peréxidos as solucdes de [*°Ns]dGuo e [°Ns]dAdo preparadas em 300 pL de tampdo
fosfato 0,2 M em pH 7,4. Passada uma noite de incubacdo a 37°C sob agitacéo, foram
realizadas extracbes com volume igual de cloroférmio e posteriormente as fases
coletadas foram injetadas no sistema HPLC/PDA método 4. Os adutos foram coletados,
liofilizados e ressuspensos em 1 mL de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4 e 50 uL de
solucdo aquosa de NaBH,4 (90 mg/mL) e deixados a temperatura ambiente por uma

noite. Os adutos reduzidos foram repurificados pelo sistema HPLC/PDA método 4. As
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concentracdes foram determinadas pela absorbancia em 254 nm (dGuo-THF, €354 nm =
7991 M ecm™, pH 7,4) e 286 nm (dAdo-THF, &85 im = 31460 M cm™, pH 7,4).

3.3.4 Sintese e purificacédo dos padrdes Ado-THF e Guo-THF

Os padrdes de Guo-THF e Ado-THF foram obtidos por rea¢do dos nucleosideos
com THF oxidado, como descrito em HERMIDA et al. (2006) apenas substituindo os
desoxinucleosideos pelos ribonucleosideos. A sintese desses padrBes foi realizada
utilizando-se 1 mg de cada ribonucleosideo isolado, 360 uL de THF contendo 11 mM
de peroxidos e 600 uL de tampdo fosfato 50 mM em pH 7,4. Passada uma noite de
incubacdo a 37°C sob agitacdo, foram realizadas extragcdes com volume igual de
cloroférmio e posteriormente as fases coletadas foram injetadas no sistema HPLC/PDA
método 1. Os adutos foram coletados, liofilizados e ressuspensos em 1 mL de tampao
fosfato 0,2 M, pH 7,4 e 50 pL de solu¢do aquosa de cianoborohidreto de sédio (90
mg/mL) e deixados a temperatura ambiente por uma noite. Os adutos reduzidos foram
repurificados pelo sistema HPLC/PDA método 1. As concentracfes foram determinadas

pela absorbancia em 254 nm (Guo-THF, €354 nm = 7991 M™ cm™, pH 7,4) e 286 nm
(Ado-THF, €286 nm = 31460 M™ cm™, pH 7,4).

3.4 Validacdo de métodos para quantificacdo de 8-oxodGuo, 1,N*&dGuo, 1,N°-
gdAdo, dGuo-THF e dAdo-THF em DNA

As validagbes foram realizadas com a participacdo do aluno de doutorado do
laboratério, Tiago Franco de Oliveira. Foi utilizado DNA de timo de bezerro (80 ug ou
30 pg) contaminado com quantidades conhecidas dos adutos de interesse (4 a 80 fmol
dos adutos e 25 a 250 fmol de 8-oxodGuo) e os padrdes internos (1000 fmol de [*°Ns]8-
oxodGuo, 200 fmol de [“Ns]1,N°-edAdo, [*Ns]1,N*edGuo, [*Ns]dAdo-THF e
[*°*N5]dGuo-THF) no volume de injecdo. Apés realizacdo da hidrélise enzimatica e
extracdo em fase sélida (esta etapa apenas para as amostras de 80 pg de DNA), como
descrito adiante, foram feitas as analises como descrito no item 3.2.1 (HPLC-PDA-ESI-
MS/MS-MRM, métodos 1 e 2) e foram calculadas a preciséo (coeficiente de variagdo %
ou CV %), exatid&o e recuperacdo. A recuperacdo foi calculada apenas para os casos de
extracdo em fase solida (SPE). Para isso foram feitas analises de amostras de DNA

contaminadas no inicio da hidrdlise com 40 fmol de cada aduto e as quantidades
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indicadas de cada padréo interno (com excessdo de 8-oxodGuo, que nédo é recuperada da
SPE) concomitantemente com amostras de DNA contaminadas com 40 fmol dos adutos
no inicio da hidrélise, mas com adi¢do dos padrdes internos apenas apds a realizagdo da
SPE.

3.5 Células HepG2

A linhagem de células HepG2 é proveniente de carcinoma hepatocelular humano
(Figura 3). Tais células oferecem vantagens de facil manipulacdo, manutencdo e rapida
replicacédo (NOOR et al., 2009).

Existem diversas linhagens de células disponiveis para anélise de mecanismos
de toxicidade, entretanto, a linhagem celular HepG2 é a que apresenta melhor indicacédo
e caracterizacdo no que diz respeito a testes e mecanismos de hepatotoxicidade.
Também tem sido amplamente utilizada em estudos de metabolismo hepatico,
toxicidade de xenobioticos, além de serem Uteis para aplicacbes na descoberta de
drogas, analisando a inducdo enzimatica ou avaliando o potencial hepatotoxico de
medicamentos (NIKLAS et al., 2009).

Essa linhagem apresenta diversas funcdes hepaticas especificas. Expressam
enzimas de biotransformagao de fase | e fase I, incluindo citocromo P450 (TORRES et
al., 2004; DONATO et al., 2008), além de manter muitas funcdes do figado humano
normal, incluindo sintese de albumina, lipoproteinas e inUmeras outras funcdes

hepaéticas, tornando-se um modelo ideal de testes in vitro.
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3.6 Cultura de células HepG2

A linhagem de células HepG2 ¢ derivada de carcinoma hepatocelular humano e
possui sistema de biotransformagdo ativo (Fase 1 e Fase 2). Essa linhagem é
frequentemente empregada para avaliacdo de toxicidade de varias substancias in vitro e
também muito utilizada em pesquisas na area de toxicologia, pois possui a vantagem de
ser facilmente cultivada, estavel, derivada de humano, 6rgao especifico, além de ter uma
rapida replicacéo.

Essas células foram gentilmente fornecidas pela Profa. Mari C. Sogayar (1Q
USP, S&o Paulo, Brasil) e Profa. Terezinha de Jesus Andreoli Pinto (FCF USP, Sao
Paulo, Brasil). A cultura foi mantida em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), 10 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de sulfato de estreptomicina e
1,2 mg/mL de bicarbonato de sédio. Utilizou-se filtro com membrana de 0,22 um (TPP,
Suica) para esterilizacdo do meio de cultura. As células foram incubadas a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO..

O repique das células foi feito periodicamente da seguinte forma: foi retirado
todo o meio de cultura da garrafa onde as células estavam aderidas e estas lavadas
cuidadosamente 2x com tampéo salina fosfato (PBS). Em seguida, foram adicionados 2
mL de solucéo de tripsina e, ap6s 5 minutos, as células foram ressuspensas no meio de
cultura e transferidas para outras garrafas de cultura para adesdo e crescimento ou para
tubos estéreis para realizacdo de diluicdo e contagem utilizando cdmara de Neubauer.
Apbs contagem, numero adequado de celulas foi transferido para placas de 96 pocos
para os ensaios de citotoxicidade. As células foram manipuladas dentro de um fluxo

laminar utilizando somente materais estéreis.

3.7 Ensaios de citotoxicidade
Para obtencdo de dados sobre a citotoxicidade do THF foram avaliadas a
atividade da cadeia respiratéria mitocondrial através do ensaio XTT, e a

proliferagdo/morte celular utilizando o ensaio com corante cristal violeta. As leituras de
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absorbancia foram feitas em um leitor de ELISA Power Wave modelo X340 (Winooski,
USA).

Para a realizacdo dos ensaios, as células foram transferidas para placas de 96
pocos com meio de cultura DMEM suplementado com 10% SFB e mantidas por 20 h
em uma incubadora a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apo6s o periodo de
incubacédo, o meio de cultura foi removido e as células foram expostas ao solvente THF,
nas concentragdes apresentadas na Figura 9.

Il
[ ]
—
m

2000p] meio de cultura

1l
w
——
m
+

1,6pl THF 1998pl meio de cultura

1]
E -
—
m

8,1pl THF + 1992pl meio de cultura

16,2pl THF + 1984pl meio de cultura

1]

1]
—

m

24,3pl THF + 1976pl meio de cultura

BBOEH0O

1l

|
—

m

32,4pl THF + 1968pl meio de cultura

Figura 9: Procedimento utilizado para incubacdo de células HepG2 com diferentes
concentragOes de THF para os ensaios de citotoxicidade. Foram distribuidos 200 pL de
meio por pogo.

Dois testes foram realizados, sendo diferenciados por tempo de exposi¢édo. O
primeiro teste foi realizado apds um periodo de 24 h de exposi¢do ao THF, sendo
plagueadas 5 x 10* células/poco (200 pL). O segundo teste foi realizado pelo periodo de
5, 24, 48 e 72 h de exposicdo ao THF, tendo sido plaqueadas 1 x 10* células/pogo (200
pL) em virtude do periodo mais longo de incubacdo. Passado o periodo de exposicao, o
meio de cultura foi removido e as células submetidas aos ensaios de citotoxicidade
descritos abaixo. Devido a volatilidade do THF, nas incubacdes pelos periodos de 5 a

72 h foi feita renovacdo do meio de cultura das células por novo meio com a mesma

45



concentracdo de THF ap6s 6 h, 24 h, 30 h, 48 h e 54 h do inicio da incubacéo, para

garantir a presenca de THF em contato com as células por todo o periodo de incubag&o.

3.7.1XTT

O sal de tetrazdlio 2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolium-5-
carboxanilida de sodio (XTT) é utilizado para verificar a atividade da cadeia respiratdria
mitocondrial. O sal de tetrazolio é reduzido a formazam pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, que esta ativa em células com cadeia respiratéria intacta. A
quantidade de formazam produzida é proporcional ao nimero de células viaveis
presentes, sendo quantificada espectrofotometricamente.

Apds o término da incubacdo das células com THF, foi retirado o meio de
cultura da placa, as células foram lavadas 1x com PBS e foi adicionado um novo meio
de cultura contendo 5% de SFB. Uma solucéo pré-formulada de 50 pL do reagente XTT
(reagente XTT : tampdo = 100:1) foi entdo adicionada a cada poco e a placa de cultura
foi incubada por 1 hora a 37°C, 5% de CO,. Os valores da absorbancia (OD = OD450
nm - OD690 nm) foram aferidos fazendo-se a leitura no comprimento de onda de 450
nm, com a leitura de referéncia no comprimento de onda de 690 nm, usando-se um
espectrofotobmetro com leitor de microplaca. Os resultados foram expressos em

porcentagem relativa ao grupo controle.

3.7.2CVD

O corante cristal violeta (CVD) é utilizado para quantificar células aderidas a
placa de cultura. Como as células mortas ndo se aderem as placas, é possivel avaliar a
sobrevivéncia celular através do CVD, que se acumula no ndcleo celular. O corante
fixado é analisado espectrofotometricamente, sendo possivel correlaciona-lo com a
quantidade de DNA e consequentemente com o numero de células vivas.

ApoOs o término da incubagdo das células com THF, foi retirado o meio de
cultura da placa e as células foram lavadas cuidadosamente 2x com 200 uL de PBS. Em
seguida foram adicionados 100 puL de metanol para lavagem e fixacdo das células.
Retirado o metanol, as células foram coradas com 100 pL da solugéo preparada de CVD
(1% de CVD em metanol 20%) e deixadas interagir por 10 minutos a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO,. Passados os 10 minutos, o corante foi retirado e as
células foram lavadas por 4x com 200 pL de PBS. A seguir, foram adicionados 200 pL
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de &cido acético 30% e as placas deixadas em repouso por um periodo de 10 minutos
para solubilizacdo do corante. Os valores de absorbancia (OD = OD570 nm - OD690
nm) foram aferidos fazendo-se a leitura teste no comprimento de onda de 570 nm e a
leitura de referéncia no comprimento de onda de 690 nm usando-se um
espectrofotobmetro com leitor de microplaca. Os resultados foram expressos em

porcentagem relativa ao grupo controle.

3.8 Extracéao e hidrélise do DNA de células HepG2 incubadas com THF

O procedimento iniciou-se com o repique das células HepG2 para 16 garrafas
plasticas de 175 cm? (600mL) para crescimento celular. Apés atingirem a confluéncia,
as células foram incubadas com as diferentes concentraces de THF indicadas na Tabela
1 pelo periodo de 48 horas, sendo feita renovacdo do meio com as mesmas
concentracdes de THF apds 24 h do inicio. Também foram realizadas incubacGes com
THF oxidado e ndo oxidado utilizando PBS como veiculo por tempo de incubacdo de 2
h (Tabela 2). Terminado o periodo de incubacdo de cada experimento foi realizado o

processo de extracdo do DNA.

Tabela 1: Procedimento utilizado para incubacdo de células HepG2 com diferentes
concentracdes de THF para extragdo do DNA utilizando-se meio de cultura com
incubacgdo por 48 h. Foram distribuidos 25 mL de meio por garrafa.

48 horas de incubagéo (Meio de Cultura)

4 garrafas (Controle) sem THF + 100 mL de meio

4 garrafas (10 mM) 80 uL de THF  + 99,92 mL meio 0,08% (800 ppm) de THF
4 garrafas (50 mM) 405 uL de THF + 99,60 mL meio 0,4% (4000 ppm) de THF
4 garrafas (100 mM) 810 uL de THF + 99,20 mL meio 0,8% (8000 ppm) de THF

Tabela 2: Procedimento utilizado para incubacdo de células HepG2 com diferentes
concentracdes de THF para extragdo do DNA utilizando-se PBS como veiculo com
incubacéo por 2 h. Foram distribuidos 25 mL de meio por garrafa.

2 horas de incubagéo (PBS)

4 garrafas (Controle) sem THF + 100 mL de meio

4 garrafas (50 mM) 405 pL de THF + 99,92 mL meio  0,4% (4000 ppm) de THF
THF ndo oxidado

4 garrafas (10 mM) 80 uL de THF + 99,60 mL meio  0,08% (800 ppm) de THF
THF oxidado
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O procedimento de extracdo de DNA das células foi realizado como indicado no
kit Gentra PureGene da QIAGEN® (Valencia, CA). Apos crescimento das células, o
meio de cultura foi descartado e as células foram ressuspensas em 10 mL de um novo
meio de cultura sem SFB. A solucdo com as células foi acondicionada em um tubo de
centrifugacdo, onde as células foram precipitadas a 300 x g por 5 minutos. Retirado o
sobrenadante, foram adicionados 3 mL da solucdo de lise de células (Gentra Puregene®
Kit) e 30 pL de RNAse (15 mg/mL) com incubacdo de 1 hora a 37°C. A remocéo das
proteinas ocorreu com a adi¢do de 1 mL da solucdo de precipitacdo de proteinas (Gentra
Puregene® Kit) e centrifugacdo por mais 10 minutos a 2000 x g. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo contendo 5 mL de isopropanol gelado e a solucdo foi
homogenizada para garantir total precipitacdo do DNA. O DNA foi lavado com 3 mL
de etanol 70% e mais uma vez centrifugado a 2000 x g por 3 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado de DNA foi seco em temperatura ambiente. Em seguida,
foram adicionados 100 pL de desferroxamina 0,1 mM e os tubos mantidos sob
refrigeracdo por 1 noite. Apds completa solubilizacdo do DNA, a concentracdo foi
aferida com leitura de absorbancia em 260 nm e sua pureza pela razdo das absorbancias
em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram congeladas a — 20 °C.

O processo de hidrélise do DNA foi realizado da seguinte forma: foi adicionada
uma aliquota da solucdo contendo 100 pg de DNA em 3,75 uL de tampéo Tris/MgCl,
200 mM (pH 7,4). Em seguida foi adicionada DNAse 1 (10 unidades) e as amostras
incubadas a 37 °C por 1 hora. Foram entdo adicionadas 0,004 unidade de
fosfodiesterase 1 (PDEL) e 10 unidades de fosfatase alcalina e novamente as amostras
incubadas a 37 °C por 1 hora. Em seguida foram realizadas 3 adi¢cbes de NaBH3;CN
intercaladas de 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 1,4 uL de uma solucdo
preparada com 250 fmol/uL. de cada um dos padrdes internos [*°*Ns]1,N°-edAdo e
[*°Ns]1,N*-edGuo e 1,4 uL de outra solu¢do preparada com 250 fmol/uL de cada um
dos padrdes internos [*°Ns]dGuo-THF e [**Ns]dAdo-THF. Finalizamos a hidrélise
ajustando a solucdo para um volume final de 150 puL com &agua deionizada. Foram
separados 10 pL da solucéo resultante para injecdo no HPLC/PDA equipamento 2 e 0s
140 pL restantes foram utilizados para extragdo em fase solida (SPE), seguindo o
procedimento descrito adiante. Apds secagem, a amostra foi ressuspensa em 78,8 L de
agua deionizada e injetado um volume de 50 pL no método 2 do equipamento de

HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM descrito no item 3.2.1.

48



Para as analises de 8-oxodGuo, foram hidrolisados 30 pug de DNA seguindo-se o
procedimento acima, mas sem realizar as adicbes de NaBH3;CN e extragdo em fase
solida. Os volumes dos reagentes foram ajustados para a quantidade de DNA a ser
hidrolisada e volume final de 75 uL. Nessas amostras foram adicionados os padrdes
internos [*°Ns]8-oxodGuo, [*Ns]1,N%-edAdo e [*°Ns]1,N%-cdGuo de forma a serem
injetados 1000 fmol de [*°*Ns]8-oxodGuo e 200 fmol de [*°*Ns]1,N°-edAdo e [*°Ns]1,N?-
€dGuo no método 1 do equipamento de HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM descrito no
item 3.2.1 (volume de injecdo = 50 uL).

3.9 Extracgdo e hidrdlise do RNA de células HepG2 incubadas com THF

O procedimento teve inicio com a incubacdo das células HepG2 com solvente
THF igualmente como descrito no item anterior (3.7). Foram realizados 2 testes. O
primeiro utilizando meio de cultura como veiculo pelo periodo de incubacéo de 24 h e o
segundo utilizando PBS como veiculo por periodo de 2h. Ap6s término do periodo de
incubacdo foi realizado o processo de extracdo do RNA como descrito abaixo.

O procedimento de extracdo de RNA das células foi realizado como indicado no
kit RNeasy Midi Kit (50) da QIAGEN® (Valencia, CA). Apos crescimento das células,
0 meio de cultura foi descartado e as células foram ressuspensas em 10 mL de um novo
meio de cultura contendo 10% de SFB. A solucdo com as células foi acondicionada em
um tubo de centrifugacdo de 15 mL, onde as células foram precipitadas a 300 x g por 5
minutos. Descartado o sobrenadante, foram adicionados 2 mL de Tampdo RLT (lysis
buffer) e 20 uL de p-Me (1%). Posteriormente, com o auxilio de uma agulha e seringa
os grumos formados foram desfeitos. Apds homogeinizacdo da solucdo, foram
adicinados 2 mL de uma solucdo de etanol 70% e transferido todo o conteddo para
coluna RNeasy 15 mL fornecido no Kit e centrifugado por 5 minutos a 5000 x g. Em
seguida todo o sobrenadante foi descartado e trabalhamos em cima do precipitado que
foi conservado na coluna. Foram adicionados 4 mL de Tampdo RW1 (wash buffer),
centrifugado por 5 minutos a 5000 x g e descartado o sobrenadante, em seguida foi
adicionado 4 mL de Tampdo RPE (wash buffer with ethanol), centrifugado por 2
minutos a 5000 x g, e novamente adicionado 2,5 mL de Tampao RPE (wash buffer with
ethanol) e centrifugado por 5 minutos a 5000 x g. A coluna RNeasy foi transferida para

um tubo de coleta estéril, fornecido no Kit, e adicinados 250 pL de agua livre de RNase
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(RNase free water) e centrifugado por 3 minutos a 5000 x g. Ap6s repouso de 1 minuto,
novamente foram adicionados 150 puL de agua livre de RNase (RNase free water) e
centrifugado por 3 minutos a 5000 x g. Em seguida a coluna foi descartada e a
concentracdo foi aferida com leitura de absorbancia em 260 nm e sua pureza pela razéo
das absorbancias em 260 e 280 nm. As amostras de RNA foram congeladas a — 80 °C.

O processo de hidrolise do DNA foi realizado da seguinte forma: foi adicionada
uma aliquota da solugédo contendo 50 pg de RNA em 5,6 pL de tampéo Tris/MgCl, 200
mM (pH 7,4). Em seguida foi adicionada RNAse 1 (5 unidades) e as amostras
incubadas a 37 °C por 1 hora. Em seguida adicionadas 0,002 unidade de fosfodiesterase
1 (PDEL1) e 5 unidades de fosfatase alcalina e novamente as amostras incubadas a 37 °C
por 1 hora. Adigdes de NaBH3;CN foram feitas 3 vezes intercaladas por 30 minutos
cada. Posteriormente foram adicionados 1,8 puL de uma solucdo preparada com 250
fmol/uL de cada um dos padrdes internos [*°"Ns]dGuo-THF e [*°*Ns]dAdo-THF de forma
a serem injetados 200fmol. Finalizamos a hidrélise ajustando a solugéo para um volume
final de 200 pL com &gua deionizada. Foram separados 10 pL da solucdo resultante
para injecdo no HPLC/PDA método 2 e os 190 pL restantes foram utilizados para
extracdo em fase solida (SPE), seguindo o procedimento descrito adiante. Apds
secagem, a amostra foi ressuspensa em 83,1 uL de &gua deionizada e injetado um
volume de 50 puL no método 2 do equipamento de HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM
descrito no item 3.2.1. Curvas de calibracdo das bases Guo e Ado foram injetadas com
concentracdes que variam de 0,5 a 8 nmol e analisados atraves do sistema HPLC/PDA

método 1.

3.10 Extracéo e hidrdlise de DNA de homogenato de figado incubado com THF

Foi gentilmente fornecido pelo laboratério da Prof? Sandra H. P. Farsky (FCF
USP) aproximadamente 1 g de figado de camundongos, que foram homogeneizados em
15 mL de PBS. Foram entdo coletados 1500 pL da solu¢do de homogenato de figado e
incubados com 16,2 pL de THF, o que equivale a concentracdo de 130 mM de THF. As
incubacBes foram feitas em triplicata para controle, THF super oxidado e THF recém
adquirido. Apos 1 hora de incubacdo, foi realizada a extracdo do DNA das amostras.
Para isso, foram adicionados 15 mL de solucdo de lise de células (Gentra Puregene®
Kit) e 150 pL de proteinase K (20 mg/mL). Apds homogeneizacdo e incubacdo a
temperatura ambiente por 1 noite, foram adicionados 40 puL de RNase A (15 mg/mL)

50



com subsequente incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente
foram adicionados 5 mL de solucdo de precipitacdo de proteinas (Gentra Puregene®
Kit), a amostra agitada vigorosamente e centrifugada por 10 minutos a 2000 x g. Em
seguida, o sobrenadante foi vertido sobre 20 mL de isopropanol gelado para
precipitacio do DNA. Apds centrifugacdo por 10 minutos a 2000 x g, o DNA
precipitado foi lavado com 10 mL de etanol 70% e mais uma vez centrifugado por 3
minutos a 2000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA foi seco ao
ar. Em seguida, foram adicionados 200 pL de desferroxamina 0,1 mM e os tubos
mantidos sob refrigeracdo por 1 noite. Apos completa solubilizacdo do DNA, a
concentracdo foi aferida com leitura de absorbancia em 260 nm e sua pureza pela razéo
das absorbancias em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram congeladas a — 20 °C.
O processo de hidrolise do DNA foi realizado da seguinte forma: foi adicionada
uma aliquota da solucdo contendo 300 pug de DNA em 5,6 uL de tampdo Tris/MgCl,
200 mM (pH 7,4). Em seguida foi adicionada DNAse 1 (30 unidades) e as amostras
incubadas a 37 °C por 1 hora. Foram entdo adicionadas 0,012 unidade de
fosfodiesterase 1 (PDE1) e 30 unidades de fosfatase alcalina e as amostras foram
novamente incubadas a 37 °C por 1 hora. Em seguida foram realizadas 3 adi¢des de
NaBH3;CN intercaladas de 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 1,4 pL de
uma solucédo preparada com 250 fmol/uLL de cada um dos padrdes internos [°Ns]1,N°-
edAdo e [*°Ns]1,N%edGuo e 1,4 uL de outra solugdo preparada com 250 fmol/uL de
cada um dos padrdes internos [*°Ns]dGuo-THF e [*°Ns]dAdo-THF. Finalizamos a
hidrélise ajustando a solucdo para um volume final de 150 pL com agua deionizada.
Foram separados 10 pL da solucdo resultante para injecdo no HPLC/PDA método 2 e 0s
140 pL restantes foram utilizados para extragdo em fase sélida (SPE), seguindo o
procedimento descrito adiante. Apds secagem, a amostra foi ressuspensa em 78,8 L de
agua deionizada e injetado um volume de 50 pLL no método 2 do equipamento de

HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM descrito no item 3.2.1.

3.11 Extracdo em fase solida (SPE)

A pré-purificacdo das amostras foi realizada através de extracdo em fase sélida
(SPE) com cartucho de SPE-C18 (30 mg/mL, 33 um, 1 mL, Strata-X, Phenomenex,
Torrance, CA). Os cartuchos foram inicialmente condicionados com 1 mL de metanol e

1 mL de agua. Em seguida as amostras foram aplicadas e os cartuchos lavados com 1
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mL de &gua, 1 mL de metanol 10% em agua e 1 mL de metanol 15% em agua. A
eluicdo dos adutos foi entdo realizada com 1 mL de metanol. Essa fragéo foi coletada,
liofilizada e ressuspensa nos volumes correspondente a cada experimento e injetados no
método 2 de HPLC-DAD-ESI-MS/MS-MRM.

3.12 Determinacdo da concentracdo de peroxidos em diferentes amostras de THF
para utilizacdo nas incubacoes in vitro

A concentracdo de peroxidos no THF foi determinada pelo ensaio do
Fe?*/alaranjado de xilenol (JIANG et al., 1991). Este método se baseia na répida
oxidacdo de Fe?*, mediada por hidroperéxidos, sob condicdes acidas (Fe** + ROOH —
Fe** + RO® + OH"). Fe** forma um croméforo com o alaranjado de xilenol que absorve
fortemente em 560 nm.

Para 0s ensaios, foi preparada uma solucdo aquosa contendo 250 pM de Fe®*, 25
mM de H,SO4, 100 uM de alaranjado de xilenol e 4 mM de BHT (a solucéo original de
Fe?* foi preparada em H,SO, para evitar a sua autoxidacdo, e a solucdo mae de BHT foi
preparada em metanol). Apds preparo da solucgdo, realizamos uma diluicdo de 10x das
amostras de THF utilizando a prépria solugdo como diluente e aferimos a absorbancia

em 560 nm (¢ =4,3 x 10* M cm™). A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 3: Concentracdo de perdxidos em diversas amostras do solvente THF.

Amostras  nm Diluicéo Absorbancia € [peroxidos] Resultado
THF 1 560 10 X 0,076 43000  1,76744E-06 17,6 uM
THF 2 560 10 x 0,384 43000  8,93023E-06 89,3 uM
THF 3 560 10 x 0,077 43000 1,7907E-06 17,9 uM
THF 4 560 10 x 0,058 43000 1,34884E-06 13,4 M
THF 5 560 10 x 0,058 43000 1,34884E-06 13,4 uM
THF 6 560 10 x 0,108 43000  2,51163E-06 25,1 uM
THF 7 560 10 x 0,066 43000  1,53488E-06 15,3 uM
THF 8 560 10 x 0,077 43000 1,7907E-06 17,9 uM
THF 9 560 10 x 0,293 43000  6,81395E-06 68,1 uM
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3.13 Incubacgdes de ribonucleosideos com THF oxidado

A incubacgdo de ribonucleosideos com THF oxidado foi realizado conforme
descrito em HERMIDA et al. (2006), apenas substituindo os desoxirribonucleosideos
pelos ribonucleosideos.

As incubagdes foram inicialmente realizadas em trés diferentes tampdes para
verificacdo do rendimento das reacdes: tampdo acetato de sddio (50 mM, pH 4), fosfato
de potassio (50 mM, pH 7,4) e carbonato de sédio (50 mM, pH 11). Os
ribonucleosideos Guo e Ado (1 mg) foram solubilizados isoladamente em cada tampao
(600 pL) e, em seguida, foram adicionados 360 pL de THF, com incubacédo por 1 noite
a 37 °C. Foram adicionados entdo 700 pL de cloroférmio para extragdo do THF. Apés
centrifugacdo (1000 rpm, 5 min), a fase aquosa foi transferida para outro tubo e
congelada. Aliquotas dessas amostras foram posteriormente injetadas no sistema
HPLC/PDA método 1 (item 3.2.1) para analise dos produtos resultantes das incubacdes,
onde o tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4) apresentou melhor rendimento.

3.13.1 Reducdo com NaBH3;CN

Os adutos de THF s6 sdo estaveis ap6s reducdo da ligacdo -N=C- entre a base e
o0 anel adicionado (Figura 10 e 11). Sabendo-se disso, as solucgdes das incubacdes acima
que apresentaram rendimento significativo de adutos foram reduzidas com NaBH3;CN
para estabilizagdo das estruturas. Para cada 250 pL de solucdo obtida apos incubagéo
com THF, como descrito acima, foram adicionados 50 pL de NaBH3CN (250 mg/mL) e
as amostras incubadas a temperatura ambiente por 1 noite. Apés incubacédo, as amostras
foram analisadas por HPLC/PDA sistema 1 (item 3.2.1). Os produtos resultantes foram

purificados até obtencéo de massa suficiente para as anélises de ‘H RMN e COSY.
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NaBH;CN (HERMIDA et al., 2006).
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3.14 Quantificacdo THF (CG/MS)
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Para a analise do solvente THF foi necessaria ajuda da técnica e farmacéutica
Beatriz Aparecida Passos Bismara, responsavel pelo Laboratério de Analises
Toxicologicas — LAT. Utilizou-se um sistema de cromatografia gasosa (GC) da marca
Hewlett Packard HP6890series (Palo Alto, CA, EUA) com detector de ionizacdo de
chamas (FID -Flame ionization detector). Foi utilizado o software HP Chemstation GC
Systems para analise dos resultados. Foi injetado manualmente 50uL (vapor) do
tetraidrofurano através de uma seringa gas tight (headspace) para as analises. A coluna
capilar utilizada no estudo foi CP- PoraBOND Q Fused Silica (10m x 0,32mm de
didmetro) da marca Varian (Palo Alto, CA, EUA). As condi¢des do método foram:
temperatura inicial do forno 165°C mantendo por 10 minutos. Temperatura do injetor
foi de 200°C no modo split. Fluxo foi mantido constante (1,0ml/min) e a temperatura do
detector foi de 250°C. A condi¢do em que a estufa foi utilizada para aquecimento e
conservacao das amostras foi de 70°C.

A quantificagdo do solvente THF presente no meio de cultura de incubagéo das
células foi realizada em placas de 24 pocos contendo 2 mL de meio de cultura
contaminado com as determinadas concentracGes do solvente THF como demonstrado
na tabela 4. Foram analisados periodos de 1, 5, 24 e 48 horas de incubacéo a fim de
verificar por quanto tempo o solvente permaneceria no meio de cultura. Curvas de

calibracdo foram injetadas no intervalo de 1 a 190 mM de THF.

Tabela 4: Procedimento utilizado para incubacdo de meio de cultura contaminado com
diferentes concentracdes do solvente THF. Foram distribuidos 2 mL de meio por pogo.

Placa de 24 pocos - 2ml/p¢o

Controle 10 ml de meio de cultura

10 mM 10 ml de meio de cultura + 8 UL THF

50 mM 10 ml de meio de cultura + 40,5 puL THF
100 mM 10 ml de meio de cultura + 81 uL THF
150 mM 10 ml de meio de cultura + 1215puL THF
200 mM 10 ml de meio de cultura + 162 uL THF

3.15 Pureza THF (CG/MS)
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Para detectar a pureza do THF, utilizou-se um sistema de GC-MS da marca
Thermo Electron Corporation (Italia), constituido por um cromatégrafo Focus GC
acoplado em um espectrometro Polaris Q utilizando o software X Calibur. Foram
injetados manualmente 50 pL do tetraidrofurano através de uma seringa gas tight
(headspace) para as analises. A coluna capilar utilizada no estudo foi HP-5MS (30m X
0,250mm diadmetro, 0,10 um) da Agilent Technologies (EUA). As condi¢Ges do método
foram: temperatura inicial do forno 30°C mantendo por 2 minutos, aumentando
5°C/min até a temperatura de 220°C mantido por 1 minuto. Temperatura do injetor a
200°C no modo split. Fluxo foi mantido constante (0,6ml/min) e a temperatura da linha
de transferéncia a 220°C. Para a fragmentacdo dos ions foi utilizada a ionizacao
eletronica e um analisador do tipo ion trap, sendo monitorada a faixa de ions de massa
de 35-120. A temperatura da fonte foi de 200°C no modo positivo. Foram analisadas
amostras de THF SOP e THF garrafa.

3.16 Comparativo DNA-THF e RNA-THF in vitro

Foram incubados os nucleosideos dGuo, dAdo, Guo e Ado (1 mg), diluidos em
600 pL de tampéo fosfato (pH 7,4), com 360 uL de THF. Apos 24 horas de incubacéo a
37°C em 90 rpm foi realizada extracdo com cloroférmio e separada a fase aquosa que

foi posteriormente analisada por HPLC/PDA utilizando o método 1.

3.17 Anaélise de 5-metil-dC

3.17.1 Células HepG2

Foram feitas analises de 5-metil-dC em DNA extraido e hidrolisado de células
HepG2 incubadas com THF conforme descrito no item 3.7. Aliquotas de 6 pL das
amostras de DNA foram injetadas no sistema HPLC/PDA método 2 (descrito no item
3.2.1).

3.17.2 Figado e rim de camundongos expostos a vapores de THF
Foram feitas analises de 5-metil-dC em amostras de DNA que foram extraidas
de figado e rim de camundongos fémeas C57BI/6J expostos a vapores de THF (vapor de

1 mL/h, 6 h/dia, 5 dias) durante o trabalho de mestrado da Mestre Silvia Araujo da Silva
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Hermida no laboratorio. Os procedimentos para exposi¢cdo dos animais e extracdo do
DNA estdo descritos em sua dissertagdo. Naquele momento o DNA foi extraido de
figado e rim de 6 animais expostos e 6 controles e armazenado a — 20 °C. Dessa forma,
foi possivel utilizar essas amostras neste momento para quantificacdo de 5-metil-dC por
HPLC/PDA e dos adutos de DNA pelo método de HPLC-ESI-MS/MS validado.

Para a hidrolise enzimética foi adicionada uma aliquota da solu¢do contendo 150
pHg de DNA em 5,6 pL de tampdo Tris/MgCl, 200 mM (pH 7,4). Em seguida foi
adicionada DNAse 1 (15 unidades) e as amostras incubadas a 37 °C por 1 hora. Foram
entdo adicionadas 0,006 unidade de fosfodiesterase 1 (PDE1) e 15 unidades de fosfatase
alcalina e novamente as amostras foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Em seguida
foram realizadas 3 adi¢cdes de NaBH3CN intercaladas de 30 minutos. Posteriormente
foram adicionados 1,4 uL de uma solugdo preparada com 250 fmol/uL de cada um dos
padrdes internos [*°Ns]1,N%-edAdo e [*°Ns]1,N*edGuo e 1,4 pL de outra solucéo
preparada com 250 fmol/uL de cada um dos padrdes internos [*°Ns]dGuo-THF e
[*°*Ns]dAdo-THF. Finalizamos a hidrélise ajustando a solugdo para um volume final de
150 pL com &gua para DNA de figado e 200 pL para DNA de rim. Foram separados 10
pL para injecdo de 6 pL no HPLC/PDA equipamento 2 e o volume restante foi
submetido a extracdo em fase sélida (SPE) seguindo o procedimento descrito no item
3.9. Apds secagem, a amostra foi ressuspensa em 78,8 UL de dgua deionizada e injetado
um volume de 50 pL no método 2 do equipamento de HPLC-PDA-ESI-MS/MS-MRM
descrito no item 3.2.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo da citotoxicidade do THF em células HepG2

Inicialmente, células HepG2 foram incubadas com diferentes concentracdes de
THF (10, 50, 100, 150 e 200 mM) por periodos de 5, 24, 48 e 72 horas para uma
triagem inicial de citotoxicidade através dos ensaios do corante cristal violeta e XTT.
Foi realizado um teste com 1 x 10 células/poco que foram expostas por 5, 24, 48 e 72
horas ao solvente. Devido a volatilidade do THF (Figura 12), o meio de cultura foi
renovado 2 vezes ao dia ap6s as primeiras 5 horas de incubacdo, para garantir o contato
das células com as concentracGes indicadas do solvente.

Como observado na Figura 12, ap6s a primeria hora de incuba¢do do THF em
meio de cultura ha perda de aproximadamente 10% da concentracdo do solvente, e ap6s
5 horas essa perda chega a 50%. Apés 24 e 48 horas observa-se total perda do solvente.
Esse resultado ressalta a importancia da troca do meio de cultura nos experimentos com
longos periodos de incubacdo com o THF, sendo que a troca e re-incubacdo favorecem

um maior contato do solvente com as células HepG2 (Figura 12).
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Figura 12: Concentracdo de THF remanescente no meio de cultura apos diferentes
periodos de incubacio a 37 °C. A quantificagdo do solvente foi realizada por
Headspace-GC-MS. Os valores foram considerados significativos em relagcdo ao
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controle de cada tempo pela analise One-way ANOVA: refere-se *** a p<0,0001, ** a
p<0,01 e * a p<0,05 .

Observou-se, através do ensaio CVD, morte significativa das células no periodo
de 5 a 72 h de incubacdo com as concentragdes de 100, 150 e 200 mM de THF. Nas
incubagcdes com 200 mM do solvente, foi observada morte celular a partir de 24 h
(Figura 13). Como resultado do ensaio XTT, pode-se observar que no periodo de 72 h a
partir da concentracdo de 100 mM ja € possivel observar alteracdo da atividade
enzimatica mitocondrial das células (Figura 14).

Verifica-se, dessa forma, que altas concentracbes de THF sdo necessarias para
induzir morte celular. Anteriormente foi relatado que o THF inibe uma série de reacdes

enzimaticas em concentracdes entre 10 e 100 mM (MOODY, 1999).
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Figura 13: Citotoxicidade do THF avaliada pelo ensaio do CVD. Células HepG2 (1 x
10 células/poco, N = 5) foram incubadas com diferentes concentracdes de THF por 5,
24, 48 e 72 horas, sendo realizada a troca do meio contendo THF 2 vezes ao dia apos a
incubacédo de 5 h. Os valores foram considerados significativos em relagdo ao controle
de cada tempo pela analise One-way ANOVA: refere-se *** a p<0,0001, ** a p<0,01 e
*a p<0,05.
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Figura 14: Citotoxicidade do THF avaliada pelo ensaio do XTT. Células HepG2 (1 x
10 células/poco, N = 5) foram incubadas com diferentes concentracdes de THF por 5,
24, 48 e 72 horas, sendo realizada a troca do meio contendo THF 2 vezes ao dia apos a
incubacgéo de 5 h. CTLE = controle. Os valores foram considerados significativos em
relacdo ao controle de cada tempo pela analise One-way ANOVA: refere-se *** a
p<0,0001, ** a p<0,01 e * a p<0,05.

A partir dos dados de citotoxicidade, selecionou-se as concentragdes de 10, 50 e
100 mM de THF para incubacdo das celulas por 24 h ou 48 h e extragdo do DNA para
analise de leses (1,N%-edGuo, 1,N°-edAdo, 8-oxodGuo, dGuo-THF e dAdo-THF) e do
padrdo de metilacdo global (5-metil-dCyd). Foram realizadas também incubagdes das
células com THF e THF oxidado em solucgéo salina (PBS) por 2 h. Para quantificagdo
das lesbes em DNA, métodos de HPLC-ESI-MS/MS foram validados como apresentado

abaixo.
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4.2 Validacdo de métodos para quantificacdo de 1,N%-edGuo, 1,N°-gdAdo, 8-
oxodGuo, dGuo-THF e dAdo-THF em DNA

Em trabalho anterior realizado por HERMIDA et al. (2006) no laboratério foi
verificado que THF oxidado reage com desoxirribonucleosideos (dGuo, dAdo e dCyd)
in vitro, formando adutos de DNA (dGuo-THF, dAdo-THF e dCyd-THF). E também
conhecido que aldeidos resultantes da peroxidacdo lipidica podem ser convertidos para
derivados epoxidados tanto enzimaticamente como via reacdo com hidroperdxidos de
acidos graxos endogenos ou H,0,. A reacdo desses produtos com bases do DNA leva a
formacdo de etenoadutos, como 1,N°-edAdo e 1,N%edGuo, que levam & incorporacio
erronea de bases ap6s a replicacdo ou transcricdo (MARTINEZ et al., 2003). Nesta
etapa do trabalho foi feita a quantificacdo dessas lesées em DNA de sistemas bioldgicos
incubados com THF para que pudéssemos avaliar tanto a capacidade de reacdo de THF
oxidado com DNA nesses sistemas, quanto a inducdo de dano oxidativo pelo solvente.

Para a validacdo de métodos de HPLC-ESI-MS/MS para quantificacdo dessas
lesbes em DNA foi necessario que tivéssemos primeiramente todos os padrdes com
concentragdes conhecidas, incluindo os padrfes internos. Como descrito no item
Materiais e Métodos, os padrdes 8-oxodGuo e 1,N°-edAdo foram obtidos
comercialmente. O padrédo [*°Ns]1,N*-cdGuo foi gentilmente doado pela Profé Dra.
Marisa Helena Gennari de Medeiros (IQ USP). Os padrdes [“°Ns]8-oxodGuo e
[*°Ns]1,N%-edAdo foram sintetizados e purificados pelo aluno de doutorado do
laboratério Tiago Franco de Oliveira. O padrdo 1,N*-cdGuo é proveniente de um
estoque disponivel no laboratério, sintetizado e purificado anteriormente pela Profa.
Ana Paula M. Loureiro. Os padrdes dGuo-THF, dAdo-THF, [*Ns]dGuo-THF e
[*°*Ns]dAdo-THF foram obtidos anteriormente no laboratério pela estudante de Iniciagdo
Cientifica Mariana Silveira Pedrosa (FCF USP), por reacdo de dGuo, dAdo, [*°Ns]dGuo
e [**Ns]dAdo com THF oxidado, como descrito em HERMIDA et al. (2006) para 0s
desoxinucleosideos normais. Nas Figuras 15 a 19 sdo apresentados 0s cromatogramas

nos quais se observam as purezas dos padrdes sintetizados.
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Figura 15: Cromatogramas e espectros de absorbancia dos padrbes de adutos
dAdo-THF e [*Ns]-dAdo-THF. Foi utilizado o sistema HPLC/PDA, método 4
(A =286 nm).
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Figura 16: Cromatogramas e espectros de absorbancia dos padrdes de adutos
dGuo-THF e [*Ns]-dGuo-THF. Foi utilizado o sistema HPLC/PDA, método 4
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Figura 17: Cromatograma e espectro de absorbancia do padrdo [*°Ns]-1,N°-edAdo. Foi
utilizado o sistema HPLC/PDA, método 3, sistema 3 (A =275 nm).
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Figura 18: Cromatograma e espectro de absorbancia do padréo [*°Ns]-1,N*edGuo. Foi
utilizado o sistema HPLC/PDA, método 3, sistema 3 (A = 284 nm).
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Figura 19: Cromatograma e espectro de absorbancia do padréo [**Ns]-8-oxodGuo. Foi
utilizado o sistema HPLC/PDA, método 3, sistema 2 (A =250 nm).
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Foram padronizadas duas condi¢des de HPLC-PDA-ESI-MS/MS descritas no
item 3.2.1, que nos permitiram sensibilidade para detecgdo de 0,5 fmol dos adutos
dAdo-THF, dGuo-THF, 1,N%-edAdo e 1,N*edGuo e 20 fmol de 8-oxodGuo. Na Figura
20 sdo apresentados os cromatogramas obtidos a partir do método 1, utilizando-se DNA
de timo de bezerro (comercial) hidrolisado enzimaticamente e contaminado com as
quantidades indicadas dos padrdes.

Ve-edAdo 3 I( 284 [M+H]* > 168 [M-dR+H]*
m/z276 [M+H]* > m/z 160 [M-dR+H]* sl ol
/ 25fmol
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P r's
- N a0
e, P o Ay
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= |
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Figura 20: Cromatogramas de DNA de timo de bezerro (comercial) contaminado com
as quantidades indicadas dos padrbes de adutos. Foi utilizado o método 1 do
equipamento de HPLC-PDA-ESI-MS/MS descrito no item 3.2.1.
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Considerando a sensibilidade dos métodos e sabendo-se que os niveis dos
etenoadutos em amostras de DNA estdo na ordem de 5 — 200 lesdes a cada 10°
respectivos desoxinucleosideos normais, decidiu-se inicialmente utilizar de 80 a 100 pg
de DNA para as analises dos adutos. Entretanto, a dimensao da coluna cromatogréafica
utilizada ndo permitia a injecdo dessas quantidades de DNA no sistema, ocorrendo
grande prejuizo das separagfes. Decidiu-se, portanto, realizar extra¢cbes em fase solida
para pré-purificacdo das amostras de DNA, eliminando interferéncias dos
desoxinucleosideos normais no método cromatografico. O método de extracdo em fase
solida foi padronizado pelo estudante de doutorado do grupo, Tiago Franco de Oliveira,
e foi utilizado como descrito no item 3.10. Uma desvantagem dessa pré-purificacdo é a
impossibilidade de quantificar 8-oxodGuo nas amostras que passam por SPE, uma vez
que essa lesdo é eluida dos cartuchos juntamente com os desoxinucleosideos normais na
condicdo utilizada. Os dados de validacdo do método utilizando-se 0 método 2 de
HPLC-PDA-ESI-MS/MS estdo apresentados na Tabela 5. Foi utilizado DNA de timo de
bezerro contaminado com quantidades conhecidas dos adutos de interesse (10, 20, 40 e
80 fmol). Apds realizacdo da hidrélise enzimatica e extracdo em fase solida, as amostras
foram processadas e foram calculadas a precisdo, exatiddo e recuperacdo como descrito
no item 3.4. O método mostrou-se preciso e exato para todos os adutos. Apesar da baixa
recuperacéo do aduto 1,N*edGuo, a precisio e exatiddo para sua quantificacdo foram
adequados. Tivemos problemas para quantificacdo dos niveis mais baixos de 1,N°-
edAdo. Isso se deve ao fato de haver a eluicdo de uma outra molécula um pouco antes
da eluicdo do aduto que, nos cromatogramas do DNA contaminado com 10 e 20 fmol,
atrapalhou as integracdes. O problema foi resolvido ao utilizarmos o método 1, como

apresentado no primeiro cromatograma da Figura 20.
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Tabela 5: Precisdo, exatiddo e recuperagdo do método utilizando extragdo em fase
s6lida para quantificacdo dos adutos 1,N°®-edAdo, 1,N*-edGuo, dAdo-THF e dGuo-THF
em DNA. Foi utilizado o sistema cromatogréafico 2 de HPLC-PDA-ESI-MS/MS descrito
no item 3.2.1.

Coeficiente de  Exatiddo (%) Recuperagéo (%)

variagao (%o) N=4 N=4
N=4
1,N%-edAdo 40 fmol 15,4 90,0 91,8
80 fmol 11,7 102,1
1,N*-&dGuo 10 fmol 9,7 91,0
20 fmol 6,0 98,5
40 fmol 5,9 111,2 70,4
80 fmol 8,4 98,6
dGuo-THF 10 fmol 48 102,0
20 fmol 6,7 105,5
40 fmol 3,3 101,5 83,3
80 fmol 3,3 96,4
dAdo-THF 10 fmol 5,4 101,0
20 fmol 55 103,0
40 fmol 2,9 96,8 83,1
80 fmol 1,1 98,3

Para as analises de 8-oxodGuo, podemos utilizar menores quantidades de DNA
(30 ug), uma vez que os niveis basais encontrados estdo na ordem de 1000 lesdes a cada
10® dGuo. Dessa forma, calculamos a precisdo e exatiddo do método para quantificagdo
dessa lesdo utilizando-se 30 pg de DNA sem pré-purificacdo por SPE. Simultaneamente
aproveitamos para verificar os mesmos dados de validagdo para os outros adutos sem
utilizagdo de SPE. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6. Como pode ser
observado, perdemos exatiddo para quantificacdo do aduto dGuo-THF ao néo
utilizarmos SPE. Como pode ser observado na Figura 20, esse aduto elui em uma regido
na qual uma série de interferentes prejudica sua integracdo. Esses interferentes nao
aparecem ao se analisar amostras que passaram por SPE. A precisdo do método foi

adequada para todas as lesdes.
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Tabela 6: Precisdo e exatiddo do método sem extracdo em fase sélida para
quantificacdo dos adutos 1,N®-edAdo, 1,N*edGuo, 8-oxodGuo, dAdo-THF e dGuo-
THF em DNA. Foi utilizado o sistema cromatogréfico 1 de HPLC-PDA-ESI-MS/MS
descrito no item 3.2.1.

Coeficiente de  Exatidéo (%)

variagao (%) N=4
N=4
1,N°-edAdo 4 fmol 4,0 83,5
8 fmol 10,8 109,3
20 fmol 13,6 1279
40 fmol 4,9 115,8
1,N*-£dGuo 4 fmol 10,4 88,5
8 fmol 10,6 93,9
20 fmol 7,8 103,6
40 fmol 3,6 94,7
8-oxodGuo 25 fmol 11,3 68,8
50 fmol 4,0 87,1
100 fmol 3,6 99,9
250 fmol 10,9 108,0
dGuo-THF 4 fmol 6,8 100,4
8 fmol 5,8 63,5
20 fmol 4,6 41,9
40 fmol 3,1 35,1
dAdo-THF 4 fmol 43 89,8
8 fmol 4.3 84,2
20 fmol 3,5 85,7
40 fmol 8,7 91,5

Na Figura 21 sdo apresentadas as curvas de calibracdo das lesbes, obtidas por HPLC-
ESI-MS/MS-MRM, utilizando-se 0 método 1 para 8-oxodGuo e 2 para as demais
lesdes.
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Figura 21: Curvas de calibracdo de 8-oxodGuo, 1,N*-edGuo, 1,N°-edAdo, dAdo-THF e
dGuo-THF obtidas por HPLC-ESI-MS/MS-MRM como descrito no item 3.2.1.
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4.3 Quantificacdo de lesdes em DNA de sistemas bioldgicos

4.3.1 Analise dos adutos em DNA de células HepG2 e de homogenato de figado de
camundongos

Serdo apresentados a seguir os resultados das quantificacdes dos adutos 1,N°-
edAdo, 8-oxodGuo, dGuo-THF e dAdo-THF em DNA de células HepG2 incubadas
com THF em duas condicdes diferentes: 1) meio de cultura completo por 24 h (Figura
22); 2) PBS por 2 h (Figura 23). Nas incubac@es das células em PBS foi utilizado THF
ndo oxidado e THF oxidado contendo THF-OH. Os adutos dGuo-THF e dAdo-THF s6
foram detectados nas incubacgdes com THF contendo THF-OH.
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Figura 22: Niveis de 1,N®-cdAdo e 8-oxodGuo em DNA de células HepG2 incubadas
com THF ndo oxidado nas concentracdes indicadas em meio de cultura completo por
24 h.
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Figura 23: Niveis de 1,N°-edAdo, 8-oxodGuo, dAdo-THF e dGuo-THF em DNA de
celulas HepG2 incubadas com THF ndo oxidado (50 mM) e THF oxidado (50 mM
contendo 1,6 mM THF-OH) por 2 h.

Os dados acima mostram que THF n&o foi biotransformado pelas células HepG2

para o intermediario reativo capaz de chegar ao nucleo e se ligar ao DNA originando 0s

adutos dAdo-THF e dGuo-THF. Entretanto, uma vez que a espécie reativa esteja

presente (THF-OH estava presente no solvente oxidado e foi detectado por GC/MS,

como apresentado na Figura 23), esta é capaz de chegar ao nucleo das células e reagir

com o DNA. Observa-se maior formacdo do aduto dGuo-THF em relagdo ao aduto

dAdo-THF.
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Além da formacdo dos adutos de THF, o solvente oxidado levou ao aumento do
nivel de 8-oxodGuo no DNA das células, sugerindo a ocorréncia de estresse oxidativo.
Apesar de nédo ter sido significativo, observa-se nas incubagfes em meio de cultura
completo por 24 h uma tendéncia de aumento dos niveis de 8-oxodGuo com as
diferentes concentracdes de THF utilizadas.

Para testarmos a possibilidade de THF oxidado reagir com DNA em um sistema
com diversos constituintes teciduais, foi feita a incubacdo de homogenato de figado de
camundongos (1500 pL, 0,1 g, N = 3) com THF oxidado (100 mM) por 1 ha 37 °C. O
DNA foi extraido e analisado quanto a formacéo dos adutos dAdo-THF e dGuo-THF,
tendo sido detectados niveis altissimos dos mesmos (Figura 24). Os dados mostram
também a formac&o do aduto preferencialmente com dGuo no sistema bioldgico testado.
O nivel de dGuo-THF foi cerca de 3600 vezes superior ao nivel encontrado de dAdo-
THF.
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Figura 24: Niveis de dGuo-THF e dAdo-THF em DNA de homogenato de figado de
camundongo (1500 uL, 0,1 g) incubado com THF oxidado (100 mM contendo 3,2 mM
de THF-OH) por 1 h a 37 °C.

O THF ndo oxidado ndo levou & formacdo dos adutos no mesmo sistema.
Entretanto, o tempo de incubacdo foi de apenas 1 h e o homogenato, apesar de
preparado na hora, pode ndo ser adequado para as reacOes de biotransformacao

necessarias para formacao da espécie reativa.
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Figura 25: Cromatogramas obtidos por GC-MS mostrando em A o pico correspondente
ao solvente puro (THF) e em B a fracdo oxidada para THF-OH.

4.3.2 Andlise dos adutos em DNA de figado e rim de camundongos expostos a

vapores de THF

No trabalho de mestrado da Mestre Silvia Aradjo da Silva Hermida no
laboratorio, camundongos fémeas C57BL/6J foram expostos por inalagcdo a THF (vapor
de 1 mL/h, 6h/dia, 5 dias) e o0 DNA de figado e rim extraido e armazenado a -20 °C.
Nesta etapa do trabalho, aliquotas dessas amostras de DNA foram processadas para
analise de lesdes (1,N*-edGuo, 1,N°-edAdo, 8-oxodGuo, dGuo-THF e dAdo-THF) da
mesma forma que foi feito com o DNA das células. Nao foi possivel observar em
nenhuma amostra de DNA a formacdo dos adutos dGuo-THF e dAdo-THF. Os niveis
de 1,N*edGuo, 1,N°-edAdo e 8-oxodGuo apés 2 repeticdes das anélises estdo

apresentados na Figura 26. Os dados mostram aumento de dano oxidativo (edA, edG) no
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figado dos camundongos que inalaram THF. Tais alteracBes genotoxicas podem

contribuir para a carcinogénese observada em camundongos expostos a THF por
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Figura 26: Niveis de 1,N®-edAdo, 1,N*-edGuo e 8-oxodGuo em DNA de figado (N = 5)
e rim (N = 6) de camundongos fémeas C57BL/6J expostos a THF por inalagdo (vapor
de 1 mL/h, 6h/dia, 5 dias).

4.4 Quantificacdo de Guo-THF e Ado-THF em RNA de células HepG2 incubadas
com THF

4.4.1 Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural de adutos Ado-THF e Guo-

THF para servirem de padrdes para as quantificacdes em RNA

Para avaliacdo dos niveis dos adutos de THF (Guo-THF e Ado-THF) em RNA,
inicialmente foram feitas reagcOes in vitro de Guo e Ado com THF oxidado para
obtengédo de padrdes puros dos adutos, como explicado no item 3.12. Os produtos da
reacdo foram submetidos a reducdo com NaBH3;CN para estabilizacdo dos adutos na
forma de cadeia aberta, assim como realizado anteriormente para os adutos de DNA

(HERMIDA et al., 2006). Cromatogramas dos adutos reduzidos puros estdo
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apresentados na Figura 27. Os espectros de massas dos adutos purificados revelaram os
fons esperados para o aduto Guo-THF reduzido (m/z 356 [M+H]", m/z 224 [M-
ribose+H]") e Ado-THF reduzido (m/z 340 [M+H]", m/z 208 [M—ribose+H]"). Espectros
de 'H RMN e COSY foram também obtidos para o aduto Ado-THF reduzido,
permitindo sua completa caracterizacdo estrutural (Figuras 28 e 29 e Tabela 7), bem

como para o aduto Guo-THF (Figura 30 e Tabela 8).

Pico purificado de Pico 2 purificado de
/ Guo-THF reduzido ] Ado-THF reduzido

\

Figura 27: Cromatogramas obtidos por HPLC/PDA (A = 254 nm) dos adutos puros
Guo-THF e Ado-THF reduzidos com NaBH3;CN.
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*H RMN do aduto Ado-THF reduzido e respectiva estrutura.

Figura 28: Espectro de
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Figura 29: Espectro de *H-'H RMN (COSY) do aduto Ado-THF reduzido.
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Figura 30: Espectro de "H RMN do aduto Guo-THF reduzido e respectiva estrutura.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos no espectro de *H RMN do aduto Ado-THF

reduzido em DMSO-dg.

Ado-THF reduzido

H-1'
H-2'
H-3'
H-4'
H-5'
H-5"
H-8
H-2
N°-H
2H-10
2H-11
2H-12
2H-13
OH-2'
OH-3'
OH-5'
OH-13

0 ppm
515-5.14
412 -4.15
4.59 4.62
5.39-541
3.64 - 3.68
3.50 - 3.57

8.31
8.19
7.8
3.47
1.58 - 1.67
1.43-1.48
3.35-342
6.5
5.88 -5.86
5.95-5.98
4.35-4.37

» 3 3 ~+~ 3 3 o

S
s (largo)
S

Tipo
N-CH-O
HO-CH
HO-CH
O-CH
HO-CH;
HO-CH;
N=CH-N
N=CH-N
HN-C=N
HN-CH,-CH;
CH,- CH,- CH,
CHy- CH,- CH;
HO- CH,- CH,
HO-CH
HO-CH
HO-CH,- CH;
HO-CH,- CH;

m, multiplete; t, triplete; d, dublete; s, singlete
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Tabela 8: Deslocamentos quimicos no espectro de *H RMN do aduto Guo-THF
reduzido em DMSO-dg.

Guo-THF reduzido

0 ppm Tipo
H-1' 5.40 S N-CH-O
H-2' 4.50 - 4.45 m HO-CH
H-3" 5.16 — 5.14 S HO-CH
H-4" 5.70 — 5.68 d O-CH
H-5" 4.05—4.03 m HO-CH,
H-5" 3.98-3.95 m HO-CH,
H-8 7.9 S N=CH-N
N%-H 10.50 S N=CH-N
2H-10 4.01 S HN-CH,-CH,
2H-11 1.81-1.75 m CH,- CH,- CH,
2H-12 1.68 - 1.62 m CH,- CH,- CH,
2H-13 3.99 - 3.97 m HO- CH.- CH,
OH-2" 6.4 S HO-CH
OH-5" 4.10 HO-CH,- CH,
OH-13 4.93 S HO-CH,- CH,

m, multiplete; t, triplete; d, dublete; s, singlete

Com a completa caracterizacdo estrutural dos adutos, foram obtidas solucdes
estoques de cada um com concentragdes calculadas a partir de curvas de calibragédo
construidas em HPLC/UV com os adutos dGuo-THF e dAdo-THF ja utilizados como
padrdes no laboratério. Os estoques dos adutos Guo-THF e Ado-THF foram utilizados
para obtencéo das curvas de calibragdo no sistema de HPLC-ESI-MS/MS, sendo que o0s
padrdes internos utilizados foram [°Ns]dGuo-THF e [*°*Ns]JdAdo-THF. Com pequenas
adaptacdes no método de HPLC-ESI-MS/MS ja utilizado para quantificagdo dos adutos
de DNA, foi possivel quantificar os adutos de RNA. As curvas de calibracdo
apresentaram-se lineares no intervalo de 0 a 80 fmol de cada um dos adutos (Guo-THF
e Ado-THF), com R? = 0,999.
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4.4.2 Analise dos adutos Ado-THF e Guo-THF em RNA de células HepG2

Células HepG2 foram entdo incubadas novamente com THF em duas condigdes
diferentes para extracdo do RNA: 1) meio de cultura completo por 24 h; 2) PBS por 2 h.
Nas incubacdes das células em PBS foi utilizado THF ndo oxidado e THF oxidado
contendo THF-OH. O RNA foi extraido utilizando-se Kit da QIAGEN e observou-se
um rendimento aproximadamente 5 vezes inferior ao rendimento de DNA a partir da
mesma quantidade de células. Tal fato desfavorece o uso do RNA para analises de
adutos, uma vez que uma das limitacGes que temos é a sensibilidade para deteccédo de
niveis baixissimos de leses. O RNA extraido foi hidrolisado enzimaticamente
utilizando-se RNAse / fosfodiesterase / fosfatase alcalina, reduzido com NaCNBH; para
estabilizacdo das lesbes e, apOs pré-purificacdo por SPE, submetido a analise por
HPLC-ESI-MS/MS.

Surpreendeu-nos o fato de o aduto Ado-THF estar presente em todas as amostras
de RNA analisadas, sendo inequivocamente identificado em virtude da intensidade do
pico. Ainda assim, no entanto, foi possivel observar um aumento do nivel desse aduto
no RNA das células incubadas em PBS com THF oxidado. As células incubadas com
THF ndo oxidado em PBS ou em meio de cultura completo ndo tiveram o0s niveis de
Ado-THF alterados em seu RNA (Figura 31). A quantificacdo do aduto Guo-THF no
RNA das células ndo foi possivel em virtude de co-elui¢do de alguma substancia que
acabou levando a supressao do sinal nas amostras de RNA.

Comparando-se as analises em DNA (dAdo-THF, Figura 23) e em RNA (Ado-
THF, Figura 31) verifica-se um nivel 100 vezes maior do aduto em RNA. Entretanto, a
maior dificuldade de obtencdo de grandes quantidades de RNA somada ao fato de ter
sido observado um nivel basal ja alto do aduto em RNA desfavorecem o uso de RNA
para esse tipo de analise. Nao foi possivel ainda verificar se o nivel basal detectado se
deve a algum constituinte do kit de extracdo do RNA. Testes serdo feitos para avaliar
essa possibilidade antes de considerarmos a existéncia de um nivel basal dessa lesdo no
RNA das ceélulas.
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Figura 31: Niveis de Ado-THF em: A) RNA de células HepG2 incubadas com THF
ndo oxidado nas concentracdes indicadas, em meio de cultura completo por 24 h (N =
5); B) RNA de células HepG2 incubadas com THF ndo oxidado (50 mM) e THF
oxidado (50 mM contendo 1,6 mM THF-OH) em PBS por 2 h (N = 4).

Foi realizado um experimento a fim de comparar o rendimento dos adutos de
THF com os nucleosideos de DNA e RNA. O experimento foi realizado igualmente
com todos os nucleosideos (Guo, Ado, dGuo e dAdo) e a mesma concentracdo e volume
do solvente THF. Em analise através de HPLC/PDA utilizando o método 1 como
descrito no item 3.2.1, foi possivel verificar que os adutos de RNA (Ado-THF e Guo-
THF) apresentam rendimento levemente maior que os de DNA. Para quantificar esse
rendimento, foi feita afericdo da area do pico de cada aduto dividida pela area total.
Quando comparados Ado-THF e dAdo-THF, o aduto de RNA apresentou 78,4% de
rendimento, enquanto o aduto de DNA apresentou 76,9%. Comparando Guo-THF e
dGuo-THF, o aduto de RNA novamente apresentou maior rendimento, com 18,8%,
enquanto o aduto de DNA apresentou 15,6%. Essa diferenca de reatividade com
nucleosideos de DNA e de RNA pode levar a diferencas de reatividade com o0s
diferentes acidos nucleicos, podendo por exemplo ser favorecida a reagdo com 0 RNA
das células. Entretanto, apesar de nas incubac6es in vitro o rendimento de dAdo-THF
ser maior que o rendimento de dGuo-THF, o inverso foi observado no DNA das células

incubadas com THF oxidado.

83



4.5 Analise da metilacéo global do DNA (5-metil-dC)

Como citado por RODRIGUES (2010), a alteracdo da metilacdo do DNA em
genes importantes pode acarretar no desenvolvimento de tumores. Tanto a
hipermetilacdo quanto a hipometilacdo tém consequéncias prejudiciais ao organismo,
podendo ser muitas das vezes irreversiveis.

Uma hipermetilagdo pode acarretar no silenciamento de genes supressores de
tumor e uma hipometilacdo pode levar a instabilidade genémica, favorecendo o
crescimento descontrolado e desordenado das células e a formacdo de tumores
(MULLER, PRADO, 2008; CHRISTMAN et al. 1995, CHAUFFAILLE, 2006).

Além da inducdo de lesdes em DNA, substancias podem levar a alteracGes
epigenéticas que podem contribuir para o desenvolvimento de doencas. Padrbes de
metilacdo do DNA sdo alterados em tecidos de cancer e apds exposicdo a agentes
genotdxicos, podendo propagar-se em novas geracoes celulares (YAUK et al., 2008).

Avaliou-se, portanto, a metilacdo global do DNA das células incubadas com as
diferentes concentracGes de THF testadas. Como apresentado na Figura 32, observa-se

que o solvente nas concentracdes de 50 e 100 mM provoca hipermetilacio do DNA
apos 48 h de incubagéo.

3.0 - 4.0 1
*
o o 35 1 _
2 L 2 T
s s l
E. E 3.0
w uw
= S T
i _‘: . _ ] F——
Controle 10mM 50mM 100mM Controle 10mM 50mM 100mM
N=5 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4
Células HepG2 - Meio de cultura Células HepG2 - Meio de cultura
(24 horas) (48 horas)

Figura 32: Niveis de 5-metil-dC em DNA de células HepG2 incubadas com 10, 50 e
100 mM de THF por 24 e 48 h.
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Amostras de DNA de figado e rim de camundongos expostos a vapores de THF,
como descrito acima, também foram analisadas para quantificacdo de 5-metil-dC. Foi
observada hipermetilacdo do DNA de figado, enquanto que o nivel de 5-metil-dC em
DNA de rim se manteve inalterado (Figura 33).

5.0 - * 5.0 -
. 4.5 4 —
% 4.5 %
= B 40
g 40 E
0O © e
¥ 35 - > 35 A e
3.0 . 30 —= i
Controle Exposto Controle Exposto
N=5 N=5 N=6 N=6
Figado de camundongo Rim de camundongo

Figura 33: Niveis de 5-metil-dC em DNA de figado e rim de camundongos fémeas
C57BL/6J expostos a THF por inalacdo (vapor de 1 mL/h, 6h/dia, 5 dias). As andlises
foram repetidas 3 vezes.

A metilacdo do DNA é um evento regulado pela acdo de DNA metil-transferases
(DNMTSs). Tais enzimas estdo mais ativas quando ocorrem danos no DNA e ligam-se
com maior afinidade a muitas lesbes (JAMES et al., 2003). H& a hipdtese de que
DNMT1 seja de fato uma enzima de reparo do DNA conservada ao longo da evolucdo
(ROBERTS, 1995). Com o0 aumento dos niveis de lesdes em DNA em decorréncia da
exposicdo a poluentes, o aumento da atividade de DNMTs leva também a
hipermetilagdo ao longo do tempo (YAUK et al., 2008). A hipermetilacdo do DNA
pode ser associada a alteragOes estruturais na cromatina, diminuicdo da expressao
génica e diminuicdo da frequéncia de movimento de transposons (ROBERTSON, 2005,
SLOTKIN E MARTIENSSEN, 2007, JIRTLE E SKINNER, 2007). Como a metilacdo
global ndo fornece informacéo a respeito do estado de metilacdo de genes ativos, é
importante que a andlise seja aprofundada através da investigagdo da modulacdo da
metilagdo em genes especificos.
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5. CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram que:

1-

THF é um solvente de baixa citoxicidade para células HepG2, sendo
necessarias concentracbes acima de 50 mM por periodo de incubacgéo
superior a 24 h para ser verificada perda de viabilidade das células.

THF induz dano oxidativo em DNA de células HepG2 e em figado de
camundongos expostos por inalacéo.

Uma vez que o solvente esteja oxidado, a espécie reativa THF-OH presente
no meio de cultura é capaz de reagir com RNA e DNA das células, gerando
adutos com dAdo, dGuo e Ado. A espécie reativa possui maior afinidade por
dGuo que por dAdo no DNA. Entretanto, as células HepG2 néo
biotransformaram THF para essa espécie reativa.

Para a quantificacdo das lesbes em DNA e RNA, métodos de HPLC-ESI-
MS/MS foram validados.

THF induz hipermetilagdo em DNA de células HepG2 expostas a 50 e 100
mM do solvente e em DNA de figado de camundongos fémeas C57BL/6J
expostos a vapores de THF (vapor de 1 mL/h, 6h/dia, 5 dias).

THF oxidado reage com os ribonucleosideos Ado e Guo in vitro, gerando 0s
mesmos adutos observados com os desoxirribonucleosideos. Os adutos Ado-
THF e Guo-THF reduzidos foram purificados e os dois adutos foram

caracterizados espectroscopicamente.
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