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I. INTRODUCAD

A estreptozotocina (8T é wm agente alquilante
monofuncional amplamente utilizado na indugfo de diabete em animais de
Taboratorio(RAKIETEN e col, 1963; DULIN & WYSE, 196%; WILSON e col,
i984 ¢ TUCH e col. 1989).

Jd hd alguns anos nosso laboratdrio vem se dedicando  ao
estudo da aclo de drogas diabetogénicas em modelos expevimentails

{(EIZIRICK & col, 1986},

Resultados anteriores obtidos en NOSs0 labovratdrio
evidenciaram a ac8o tdxica da 8TZ em cultura celular humana (EIZIRIK e
wol, i986) . Experimentos paralelos realizados com animais & com
células humanas apresentaram  resultados semelhantes quanto 3
toxicidade do agente, evidenciando =a wvalidade da utilizagio de
culturas celulares como modelo de estudo da acfo tdxica de agentes

diabetogénicos.

& elucidacfo dos mecanismos pelos quais a ST exerce Seus
efeitos toxicos nio consiste em um mero intaresse académico. Este
agente pertence ap  grupo  de compostos N-nitrosos, comumente

encontrados em poluentes ambientais € cujia habilidade em alterar a



molécula de DNA tem sido bem documentada (MASIELLD e col, 4981; BENKNET
& PEGG, 1984; SINGER, 4982; TJALVE, 4983; Le DOUX e col, 1986 e WILSOKN

e col, 1983).

Varios expevimentos fovam aaui realizados na busca de  uma
correlagio entre os mecanismos através dos gquais as células lidam com
as lestes induzidas por 8TZ e agueles vesponsdveis por sua aclo toxica

e diabetogénicsa.

i. ESTREFTOZOTOCINA: ACAD SOBRE A MOLECULA DE DNA

A B8TZ & o produto resultante da fermentaglo do fungo
Streptomyces achromogenes ¢ foi isolada por VAVRA ¢ col em 1959,
consistindo  em uma nitvosowrdia ligada ao C2 da glicose (HERR e col,
1967) (Figura 1A4). Esse composto foi inicialmente dessnvolvido como um
antibidtico & mostvouw boa atividade contva uma ampla gama de bactérias
(LEWIS & BRARBIERS, i99%). Estudos subsegquentes mostvaram uma atividade
antitumoral da droga em tumores de rvoedoves (EVANS € col, 19265). A 8TZ
mostrow, entfo, ssr uma potente toxina para cédlulas beta de pancreas
de roedores e andmais supeviorves (RAKIETEN & col, 19463 & SCHEIN & col,
1967, apresentando tambdm uma atividade oncogénica em vins (ARISUN &
FENDALE, 1967 & RAKIETEN e col, 1968 e ilhotas pancresaticas de ratos

(RAKIETEN & col, 1974).
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Baseando-se nos fatos de que a 8TZ apresentava uma atividade
antitumovral em rvoedores € uma toxicidade especifica para  ilhotas
pancreaticas, © uso da substfncia para o tratamento de tumores
pancredaticos no homem foi logo iniciado e pervsiste até hoje (BRODER e

col, 1973; Du PRIESYT e col, 1973 ¢ BUKOWSKI e col, 1987).

Ji na década de 79, RERUP (1970 apontou a 8TZ como agente

de aclo cancerigena € altamente diabetogénica. A aclo da 8TZ é,
portanto, marvcadamente especifica pava células beta de pancreas

(JOHANSSON & TJALVE, 1978; TJaALVE e col, 1976; TJALVE, 1983; MASIELLO
e col, 1981 & ANDERSON e col, 1988). Seu forte acdmulo nas células
pancredticas pode sev verificado imediatamente apds a administvagio do
agente, dindicando gque a 8TZ captada apresenta-se metabolicamente

inalterada (JOHANSSON & TJALVE, 1978).

0 mecanismo pelo qual a 8TZ ¢ captada seletivamente em
ilhotas pancredticas ndo € ainda conhecido em detalhes. O fato de
andlogos nio wmetabolizdveis de glicose depvimirem os efeitos da 8TZ
parece indicar que o anel de glicose presente em sua estrutura quimica

eatd relacionado & sua alta atinidade com o tecido pancredtico (DULIN

& WYSE, i1i969; ROSSINI e col, 1977 e e DOUX & col, 19846).
Algumas observagbes teém demonstrado que, apos a

administrvracio de MNU, andlogo aglicbnico da 8TZ, occorvem danos em
células beta de roedoves, tanto “in vivo” (WILANDER & GUNNARSSOR,

1975 como "in vitro" (GURNNARSSON e col, 1974). Portanto, conclue-se



que, aembora o residuo de glicose presente na estrutura guimica da STZ
nio seja absolutamente necessdvio na indug8o dos danos celularves, ele
parece estar Fortemente relacionado & especificidade da agio toxica da
S8TZ para células beta, atuando como um veiculo de contato ou carveador

do agente frente 3 membrana plasmitica dessas células.

Apesar dos efeitos carcinogénico e diabetogénico da §T2
serem conhecidos hd bastante tempo (RAKIETEN e col, 1i963) o0 mecanismo
de aclo dessa substdncia nio estd ainda esclarvecido, sendo varias as
hipdteses propostas: a) geraclo de espéoies ativadas de oxigénio; b
inibi¢io de enzimas do mecanismo de defesa contva espécies ativadas de
oxigénio; ¢ agio alguilante diveta da droga sobre o DIINA. Alguns
estudos tém mostrado que seqUEﬁtradmreé de &nion supevdxido, como a
enzima supevoxido dismutase (ROBBINS e col, 198¢) ¢ sequestradoves de
radical  hidroxila, como i-4 dimetilurdia (SANDLER & ANDERSON, 1982y,

diminuem os efeitos tdxicos da 8TZ.

Estudos de CROUSH & col (4984) mostvaram diminuigcio dos
niveis de superdxido dismutase em células beta expostas & 8TZ,
possibilitando o acdmulo intvacelular de vadicais livres de oxigénio
toxicos para as células (ROBRINS e col, 1i98¢). A possivel aglo da 8TZ
atraves da geraglo de radicais livres tem sido questionada por varios
avtores  (UCHIGATA & col, 1982; WILSON & col, 1984 e ELZIRIK & «¢ol,

19863 .



w)
Recentement e, entretanto, foi sugerido que a 5T2

espontansamente se decompde para formar fons carbdnio aue alquilam
bases do DNA (BERNET & PEGG, 1981; TJALVE, 1983 ¢ Le DOUX e col, 41984)

(Figura 2).

g conhecido que a alauilagfo de bases do DNA leva a formagio
de  quebra das ligagdes fosfodiester desta macromolécula (Le DOUX e
col, 1986, i988). Um dos modelos de mecanismos de agfo toxica da  8TZ
mais aceito na atualidade propde que o gvento letal para as células €
o esgotamento do NAD intracelular, o qual é utilizado como substrato
da enzima poli-ADF-ribose sintetase, ativada pela formacfo das quebras
de  DNA (GUNNARSSDN e col, 1974; OKAMOTO, 1i984; UCHIGATA e col, 1988,
WILSON e col, 1984; OKa&aMOTO, 19835; Le DOUX g col, 1986, 1988,

ANDERSSON ¢ col, 1988 e SANDLER & SWENNE, 1989).

e ¥ato, alguns estudos tém demonstrado que inibidoves de
poli-alP-yribosilagio, como nicotinamida € seus derivados, minovizam o
efeito toxico da 872 em células beta "in wvivo” (DULIN & WYSE, 194%) &

Y in vitrvo" (YAMAMOTO ¢ col, 1984; SANDLER e col, 1983 e Le DOUX & col,

1988) .
For outvo lado, foi proposto tambdm aque a nicotinamida,
PYECuUr SOy ta molécula de NAD, pode ser metilada & formar

N-metilnicotinamida, que Ja nio atua como precursor daguela molédcula

(SCHOENTHAL., 1976).
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A possibilidade da molécula de nicotinamida funcionar como
aceptor de  grupo metil proveniente da STZ foi testada & um pequeno
nivel de metilagio foi detectado (JOHANSSON-BRITTEBO & TJALVE, 1979).
Tem sido considerado improvavel, no entanto, que este seja o principal

mecanismo pelo qual a 8TZ afeta o metabolismo do NAD.

2. LESSES INTRODUZIDAS NO DNA FOR AGENTES ALQUILANTES

0s agentes alquilantes s&o  potentes mutagénicos e
carcinogénicos, indwazindo diversos efeitos bioldgicos gue  incluen
abervacBes cromossdmicas, troca entre cromdtides irmis, mutagles de
ponto & morte celulay (NATARAJAN & col, 1984). Estes agentes, muitos
dos  guails aparecem como mutagénicos ambientais, atuam atvavés de
interagdes com regides nucleofilicas de macromoléculas orgdnicas
(ROBERTS, 1978; SINGER & KUSMIEREK, 1982; FATERSON & GENTNER, 1984,

SAFFHILL e col, 1983 ¢ THIELMANN, 1988).

A natureza quimica, a taxa relativa e as caracteristicas
metabolicas dos produtos de reaclo formados no DNA  pela  aglo dos
agentes alguilantes tém sido objeto de intensa investigacio na dltima
década (RAJALAKSHMI e col, 1982; LINDAHL, 1982; SAFFHILL e col, 1985 e

THIELMANN, 1988).



A  interacio dos agentes alquilantes com a molécula de DNA
produz bases alguiladas e fosfotriesteres. SINGER & GRUNBERGER (1983),
apresentam  uma revisio sobvre os produtos de veaclo destes agentes. Em
geval, os nitrogénios pertencentes ao anel das bases s8o mais
nucleofilicos que os oxigénios, sendo o N da guanina & o N3 da
adenina 0% mais veativos (ROBERTS, 1978). A alquilagio do oxigénio
pertencente a ligacHo fosfodiegster resulta na formagio de

tosfotriesteres.

Ja chamados agentes alguilantes monofuncionais, como a BTZ,
possuem um wnico grupo reativo em sua molécula, €, portanto, intevagem
covalentemente com um unico sitio nucleofilico na molédcula de DNA. O
agentes bifuncionais, qUE  POBSUSN doiﬁ A UPOS reativos, s80
potencialmente capazes de reagir com dois sitios na molécula de [NA
(SINGER, 4975; ROBERTS, 1978 e SINGER & KUSHMIEREK, 1i982). S8Se estes
sitins estio situados na mesma cadeia polinucleotidica o produto de
reacio € referido como wm "cross—-link” dntracadeia. 8e, entretanto, os
dois sitios de ligagHo se encontvam em cadeias opostas, formavr—se-a o
que chamamos de  “"cross-link”  intercadeias. Estas lesdes est&o
velacionadas com o potencial antitumoral de agentes alauilantes (KOHKW,

i9%7), pov bloqueavem a sintese de DNA & o processo de transcricfo.

A lesfo N3-metiladenina estd associada ao processo de morvte
celular, por blogueio do processo de veplicacBo do DNA (BOITEUX e col,

i984) enqguanto residuos de Dé-metilguanina sA0 frequentement e



asspociados ao processo mutagénico (EVENSEN & SEEBERG, i982; LOECHLER e

col, 1984; EADIE ¢ col, 1984; MARIANI, 1988 e COUTOD, 1i98%9).

Na década de 60 LOVELESS (1969) sugeriu gque a alguilagio da
guanina na posigfo 09 alteraria o pareamento com sua base complementar
e ius0 poderia explicar o efeito mutagénico € carcinogénico de agentes
alguilantes em vatos. Hoje estda bastante claro que o potencial
carcinogénico dos agentes alquilantes esta estritamente corvelacionado
com  sua habilidade em alquilar atomos de oxigénio na molécula de [INA,
particularmente o 09 da guanina (NEWBOLD e col, 1980; EARIE e col,
1984 € MARIANI, 1988). A presenca de 0%-metilguanina pode ocasionar
incovporagfo incorveta de timidina em oposiglo & guanina modificads,
levando a transiqles G-C ~-) A-T (ARBOTT & SAFFHILL, 1979; LOECHLER &

col, 1984 ¢ MURRAY, 1i987).

Durante algum tempo acreditou-se que residuos de N7 -

metilguanina nfo evam considevados letais ou mutagénicos pov  n#Ho

. 1]

interferirem com 0 processo de sintese de DNA "in vitro” ou “in vivo"
(LAWLEY & ORR, 1979 e BOITEUX & LAVAL, 1983) . Entretanto,
vecentemente, 0CONNOR e col (i988) mostvaram que a metilacHo do N da
guanina leva & formacfo de sitios apurinicos ou a abertura do anel da

guanina, lesties estas potencialmente capazes de induziv movte celular

ou mutagénese.

Trabalhos recentes tém mostrado que a aglo de varios agentes

sobre a molécula de IINA € intluenciada pela sequéncia nucleotidica



vizinha ao sitio lesado (MATTES e col, 1988). A existédncia de
sequéncias  de DNA especificas (sequéncias ricas em 6~0) gque consistem
em sitios preferenciais de  acio de agentes alaguilantes tem sido
sygerida pov varios autoves (DOLAN e col, 1988; MATTES & col, 1988 e

MACK e col, 1988).

{ conhecimento dos mecanismos de  aReiD dos agentes
alguilantes assim como as respostas celulares a estes mecanismos  sHo
de  primovdial  dimpovtancia por constituwivem um dos mais promissores
Y UP OS5 e compostos uwtilizados em quimioterapia  como drogas

antitumorais.

3. MECANISHMOS DE TOLERANCIA

Lesdes no DNA dinduzem uma sévie de respostas Ffisioldoicas.
Além de uma imediata mobilizaclo para eliminar a  grande carga de
lesBes, as células exibem uma resposta mais lenta, cuja cinédtica &
compativel com um processo  indubtivel, e gue consiste, em ulbtima

analise, na agquisi¢lo de tolevdncia s lesdes remanescentes.

0s chamados sistemas de vepavo indutbtiveis conferem as
células wma maior resisténcia aos efeitos deletérvios de mutagénicos
quimicos & radiagtes. Em Escherichia coli estes sistemas incluem  as

regpostas S0 (WALKER, 1984), a rvesposta adaptativa a agentes



i¢

alguilantes (TEQ & col, 19846 & NAKAREFPLU & SEKIGUCHI, 1984 &
respostas  dindutivas a  lesdes pov vadicais livvees no DNA (DEMPLE &

HALBROOK, 1932) .

3.4 RESFOSTAS 808

A exposicio de E. coli a agentes gue lesam o DNA  ou
interferem no seuw processo de veplicaglo vesulta na induglo de  uwma
gama de respostas fisioldgicas conhecidas como respostas $06. Essas
respostas incluem, dentre outras, wum aumento na capacidade de
reativacio de bacteridfagos irradiaddﬁ com luz wltravioleta (UY)
(reativacio MWeigle), dindugSo de lise no sistema E. coli-fago N ,
mut agénese em fago ou mesmo em certos loci da bactéria (WITKIN, 1974
e sio devidas &  induglo de mais de 17 genes conhecidos como  din

("damage inducible genes”) (KENYDN & WALKER, 198¢:.

Aparentemente, 0 reparo 508 facilita o processo de
replicagio do DN& em  detrvimento de fidelidade de cdpia, sendo,
portanto, mutagénico. Um dos mecanismos das respostas S08% em E.  coli
envolve a chamada sintese translesBo, onde ha prosseguimsnto  do
Processo veplicativo atvavés das lesBes presentes na molécula molde,

levando a altos indices mubtacionais. 0 estudo deste gsistema de reparo



il

tem sido alvo de interesse bastante amplo, sendo vadrias as  revisdes
sobre o assunto (GOTTESHMAN, 4981; ECHOLS, 1984i; LITTLE & MOUNT, 4982 e

WALKER, 1984).

A descoaberta da vegposta S08 em E. coli encorajou & pesquisa
por  Ffendmenos andlogos em células de mamiferos. Varios trabalhos  tém
demonstrado a existéncia do fendmeno de veativagdo Weigle nessas
células (RADMAN, 198¢, Das GUFTA & SUMMERS, 1978; SARASIN & HANAWALT,
1978 e CORNELIS e col, 198¢), assim como a indu¢gfo do ciclo litico de
virus  cujo DNA  estd integrado no genoma celular  (HIRSCH &  BLACK,
1974y . Este processo assemelha-se & inducHo de pro-fago em bactdrias

lisogénicas, uma das mais bem caractevizadas respostas S08.

3.2 ESTUDDS DE DOSES FARCELADAS

Varios autores, visando o estudo de respostas indubtivas em
células de mamifevos tém utilizado expevimentalmente protocolos de
doses parceladas, nos quais a primeiva dose do agente utilizado &
relativamente baixa, €, supostamente, atua como estimulo indutor. Uma
segunda  dose, mais forte, € aplicada apds um conveniente intervalo de

tempo que permita 2 ocorrvéncia do processo indutivo.

D AMEBROSIO & SETLOW  (1976) obsevvavam que duas doses de

radiagio UV, sepavadas  por um intervalo de tempo, acarvetouw em  wm



ie

menor efeito na taxa de glongacio da molécula de ONA, em relaglio a uma

dose dnica equivalente ao total das doses parceladas.

CHANG & col (1978) mostraram que células V79 expostas a
doses fracionadas de radiaglo UV apresentavam um aumento na capacidade
de  formacho de coldnias. 0 tratamento com cicloheximida entve as duas
doses de UV suprimia esse eteito, sugerindo a necessidade de sintese

protéica “de nove” parva ocorrvéncia do processo indutivo.

FRIEDEEREG e col (i980), medindo a incorpovacfo de timidina
tritiada, demonstvaram um aumento na taxa de sintese de INA em células
tratadas com doses parceladas de vadiag®o UWW. Quando fibroblastos
humanos  em cultura sio expostos a baixéﬁ doses de vadiacBo UV, ha uma
inibigHo da taxa de sintese de DNA seguida de uma recuperagio algumas
horas depois (VENTURA & MENEGHINI, 1984). Guando esta cinética de
inibigio e recuperacfo ¢ comparada com a observada em células expostas
a doses parceladas, observa-se um aumento significante na taxa de

recuperagio (MOUSTACCHI e col, 1979).

MENEGHINT e col (1981 suygerem que e8%S€ processo  de
recuperacgio pode estar relacionado a um mecanismo indutivel que, de
alguw  modo, permite & maguinaria de vreplicag8o superar blogueios

presentes na moldcula de DNA.
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Apesar das evidéncias citadas, a existéncia de wm sistema de
reparo  indutivel em células de mamiferos ainda € discutida, e 0

assunto constituli matédrvia de grande interesse na atualidade.

3.3 RESFOSTA ADAFTATIVA

0 arande interesse no estudo do reparo das lesdes de [NA

intvoduzidas por agentes alguilantes deveu-se ad descoberta, em E.
coli, de um  sistema de rveparo  indutivel denominado resposta

adaptativa, que protegia especificamente contra as lesBes ocasionadas

por sstes agentes (SAMSON & CATRNSG, 19?7).

Ds  estudos de resposta adaptativa sio geralmente realizados
utilizando-se protocolos de doses parceladas. Assim, o trabalho de
JEGGD & col (4i977) mostrvou que, apds tvinta minutos de exposicio a
baixas doses de N-metil-N-nitvo-N-nitrosoguanidina (MNNG), bactérias
apresentavam resisténcia aos efeitos letal e mutagénico induzidos por

cdoses altas do mesmo agente.

] tendtipo rvesistente nHo era devido =a uma simples
desintoxicacfo do agente gquimico, mas a uma via de repareo  indutivel

que requeria sintese protéica de novo” (SAMBON & CAIRNS, 1977 .
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Fara remover as lesdes 3-metiladeninag ¢ 7-metilguanina, as
células bacterianas empregam a mesma estratégia usada para excisio de
bases andmalas, como a wacila, da molécula de DNA. & ligagio base-
agcar @ clivada por uma DNA glicosilase, libevando a base alterada e
gerando um sitio apurinico ou apivimidinico (HANAWALT ¢ col, 1979;
LINDAHL, 1979, 4982 e LEHMANN & KARRAN, 198i) o qual € substrato para
a aclo de AF endonucleases especificas, pevmitindo a ocorvéncia do
veparo de  excisBo(FRIEDBERG e col, 41978; HANAWALT e col, 1979;

LINDAHL, 497%; LINDAMHL, 19882 e LEHMANN & KARRAN, 19845 .

Celulas de E. coli contém duas enzimas que liberam
J-metiladenina da molécula de INA: F-metiladenina glicosilases I e II.
A atividade induzida, aue torna as aéiulaﬁ resistentes aos efeitos
toxicos do agente alguilante deve-se A& sintese da EnNZima
3-metiladenina-DNA glicosilase I1 (EVENSEN & SEEBERG, 1982; NaAKAREFPFU
& col, 1984 ¢ McCARTHY e col, 1984). A atividade da glicosilase II &
induzida a taxas vinte vezes maiores em células expostas a baixas
concentracdes de agentes alauilantes, enguanto a taxa de glicosilase I

permanece inalterada (KARRAN & col, 1982).

além do vesidup 3-metiladenina, a enzima DNA glicosilase IT1
Tibevra 3-metilguanina, Of-metiltimidina, D2-metilcitosina e, LR

pequena extensio, ?wmetilguanina (LINDAML., 1982).

A& lesfo Oéwmetilguanina, diterentemente das outyas bases

metiladas, ¢ corvigida por um processo especifico de reversio diveta,



com transteréncia do grupo metil para um vesiduo de cisteina  da

propria enzima de reparo (OLSSON & LINDAMHL, 1980).

& enzima responsavel pela eliminacio da 1esio (6
metilguanina é chamada metiltranferase, que sofre inativagio
irreversivel em sua  veagiao (LINDAHL & KARRAN, ie83) &, &
consequéncia, a capacidade de veparo & satwrada aguando ha exposigio a
doses elevadas do agente metilante. A capacidade de vepavo de lesbes
De-metilguanina estd, portanto, relacionada ao ndmero de moléculas

enzimaticas presentes nas cédlulas.

Em E. coli a adaptacio aos efeitos mutagénicos de agentes
alquilantes & devida & inducfo desta enzima gque incrementa 0 reparo
das lesfes 06-metilguanina e 0%-metiltimina (YAROSH, 198%; TED e col,
1986 & SEDNGWICK, 1987, 0 gene gue codifica para  =a SnZima
metiltransferase foi clonado e sua gstrutura e vegulagfo elucidados em

detalhe (Mc CARTHY & LINDAHL, 1983).

0 processo adaptativo em bactérias & Dbastante conhecido,
havendo completas revisties sobre o assunto (LINDAHL, 1982; LINDAHL &

KaRRAN, 41983 e LINDAHL e col, 1i988).

A busca da existéncia de um sistema de vepavo analogo em
celulas de mamiferos despervtow, obviamente, um grande interesse, £,
sabe-se hojde, que as células de mamiteros slo capazes de desenvolver

wma resisténcia s tratamentos com agentss alauilantes sob  condigdes
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adaptativas, isto &, sob  tratamentos crdnicos com estes  agentes

(FROSINA & ARBUONDANDULO, i198%).

0 tendmeno da adapta¢fo tem sido observado numa variedade de
linhagens celulaves, com relagio a diferentes parvametros, dentre eles:
citotoxicidade (SAMSON & SCHWARTZ, i1i98€; KAINA, 1988, 1983; LaVal. &
LAvAaL, 1984); mutagenicidade (KAINA, 41983) e tvoca entre coromatides

irmis (SAMSON & SCHWARTZ, 198€, = KAINA, 1983).

A enzima 2emetiladenina-DNA-glicosilase foi puwrificada =a
partiv  de varios tecidos de mamiferos (CATHCART & GOLDTHWAIT, 41981 e
BRENT, 197 ¢ estd relacionada também 2 rvemogRo de lesbes
Femetiloguanina {Laval, i98%) . NHo estda bem esclavecido, até o
presente, s as células de mamifevos possuem duas DNA glicosilases

diferentes, como em E. coli.

A atividade de 0%-metilguanina-DNA~metiltvansferase +foi
detectada numa diversidade de tecidos: extratos celulares de
camundongos  (BOGIEN e col, 1%981) e vatos (FPEGGE & FERRY, 1981 e
CRADDOCK & col, 1982), linhagens fibrobldsticas de figado humano (TEOD
& KaRRAN, 49823, linfocitos humanos (WALDSTEIN € col, 1982a), células

Hela em cultura (WALDSTEIN & col, 4982b ¢ FOOTE € col, 1983).

£ enzima eucariotica, entrvetanto, nio estd tHo bem
caracterizada com? a  bhacterviana. A enzima mebtiltransferase de

mamiferos assemelha~se A enzima de E. coli no seuw mecanismo de ag&o,



i7

pelo  fato de gque o grupo metil é transferido a um residuo de cisteina
da  propria enzima em W pProcesso eatequiométrico (RODGEN e col, 1981;

HARRIS e col, 4983 e BOULDEN e col, L1987).

As  propriedades da enzima de mamiferos como um mecanismo de
defesa contra agentes carcinogénicos sio detalhadas em revisio recente

COAY TITI & col, 1987 e It INCALCT & col, 1i988).

As  células podem ser classificadas de acordo com  Su’
capacidade de rveparar lesOes DO-alquilguanina em sew DNA.  Assim,
células que nHo possuem atividade de alauiltransferase ou  cuja
atividade apresenta-se em taxas muito baixas s#o designadas Mev™ (DAY
11T e col, 1i98¢, e HARRIS e col,' 1983y e apvesentam grande
sensibilidade aos efeitos citotdxicos de agentes metilantes (SCUDIERD
e col, 1984). Células proficientes nesse sistema de veparo, portanto,

80 designadas Mert & removem ativamente lesdes D%-metilguanina.

Evidéneias de que a enzima de mamiferos € também induzida,
como  em  hactévias, & ainda um fato controverso. Ha duas linhas de
evidéneias, uma baseada em medidas bioguimicas da capacidade de rveparo

e outra em estudos de mutagfo e sobrvevivéncia celular.

Resultados bioguimicos sugevindo uma reposta  adaptativa
Poram obtidos primeivamente em estudos "in vivo™. 0 pré~tratamento
crdnico de vatos com dimetilnitvrosoamina (DMN) (MARGINSON e col, 1976;

MONTESAND e col, 4979, 1986; FEGG, 1980 e SWANN & HMACE, 1988) e
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dietilnitrosoamina (DEN)Y  (MARGINSON e col, 1979) resultou em um
aumento  da capacidade de células de figado em remover 0¢-metilguanina
da molécula de DNA. MARGINSON (4981) confirmou a capacidade indutora
de DMN, nfo encontrando, entvetanto, inducfo com Ne-metil-N-nityvosourea
(HMNUDY ou metilmetanosul fonato (MMS) .

FEm concovdincia com estes resultados "in vive'", PEGG & FERRY
(4981 mostvavam que o pré-~tratamento de ratos com DMN ou DEN resultou
num  aumento da  capacidade de extratos de figado em vemover 06—
met ilguanina  do DNA "in vitre”. Muitos tvabalhos tém demonstvado este
processo  indutiveo em sistemas de mamiferos “in vive" assim como  “in
vitvo"( FOX & col i982; KalINa, 1¥83; LaVal. & Laval, 1984; BOYLE e col,

1986; FROSINA & LAVAL, 1987 & MORTEN & MARGINSON, i988).

0 wmecanismo de indugfo da enzima alguiltransfevase em
mamiferos nin foi ainda slucidado, mas parvece ser bastante difervente
do mecanismo bacterviano, cujia rvregulaglo genédtica estd detalhadamente

conhecida (TED € col, 1984).
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II. ORJETIVOS

Como  primeivo objetivo deste trabalho nos propusemos =
estudar os efeitos citotdxicos da estreptozotocina em células de
mamiteros em cultura. além dos estudos preliminares feitos em nosso
laboratdvio, vérias outras observacOes despertaram o nosso interesse
peln  estudo da agdo da 8TZ "in wvitvo”. A 8TZ constitui um agente
diabetogé&nico largamente wbilizado em animais expevimentais por  sua
forte aglo toxica em células beta produtoras de insulina. 0 mecanismo
molecular pelo aual este agente exevce sua agio toxica, contudo,
permanece  controverso na literatura. Embora seu poder de alauilagBo
tenha sido demonstrado sm trabalhos récentes (Le DOUX & col, 1986 e
WILSON e col, 1988) nido existiam estudos publicados sobvre a
capacidade da 8TZ de induziv ouw ndo resposta adaptativa em mamiferos.
S50 recentemente FRAM e col (4988) demonstryaram que, tanto a 8TZ como a
MRNL induzem o gene  &dd, responsavel pela sintese  da enzima
metiltransferase. Esse fato despevtou o nosso intervesse em evidenciar

algum tipo de adaptacio de células de mamiferos & STZ.

Nosso interesse voltou-se também para a realizaclo de
gstudos comparativos com o agente MRNU. Este composto ¢ um  potente
mutagénico e carcinogénico (KAINA, 1982 e BOYLE e col, 1i986) e,
embora estrutwralmente andlogo & 8TZ ndo exerce agio diabetogénica
(l.e DOUX e col, 1i984). A MNU, ao contrario da 8TZ, constitui um agente

metilante  intensivamente estudado em tevmos de reparo e adaptaglo
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celular (WARREN e col, 1979; KAaINa, 4982, 1983; FOX ¢ ¢ol, 19882;

FROBINA e col, 1984 e RBOYLE e col, 1i986).

BERNETT & FEGE (1984) evidenciaram que os potenciais de
alguilagio destes compostos “in vitvo" sio eguivalentes. Le DOUX e col
(1986 mostraram que, além de possuivem o mesmo potencial  de
alguilacfo, & 5TZ & a MNU causam compariaveis quantidades de quebras na
molécula de  DNA,"in vitro”. Entretanto, estes agentes apresentam
diferentes efeitos Fisioldgicos devidos,provavelmente,a outros fatores
envolvidos em seus mecanismos de agfo que ndo somente seuw poder de
alquilar a molécula de DNA. Recentemente surgiu uma evidéncia na

literatura mostrando que proteinas poderiam  constituiv wum alvo

alternativo da aglo tdxica da STZ.

Ease Fato despertou nosso interesse pela busca de outros
possivelis alvos da aglo da 8TZ e MNU. Isso nos levou a pesquisar  o0s
gfeitos destes dois agentes sobve wmitocdndrias “in  situ”, uma
organela cuja FfuncBo € wvital para a sobrevivéncia celular, por
constituir o sitio principal de transduglo de enervgia nas células de
mami feros. Realmente, estd bem estabelecido que 95% da enevgia da
célula & gevada nas mitocOHndrias, atraveés dos processos acoplados de
respivagio e  fosforilaglo oxidativa. Assim, altera¢des de enzimas
envolvidas nesses processos, e/ou de proteinas estruturais da membrana
mitocondrial podem ter conseguéncias severas pava o metabolismo & =a

sopbrevivéncia celular.
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IT1I. MATERIAIS E MeETODOS

i. CeELULAS: CULTIVO E LINHAGENS

g experimentos  Foram realizados uwtilizando-se um  cloneg
devivado da linhagem V79 de hamster chinés (U79/clone M8), cedido pelo
Frofessor v, Rogério Meneghini da Universidade de 5%0 FPaulo, & uma
Tinhagem twworal humana, Hela, fornecida pelo Instituto &dolfo  Lubz,
B8%0 Fauwlo. As  células V79 slo fibrvoblastos de pulmBio de hamster
chinds, trvansformados pelo virus de cincer animal $V4¢ (Simian Virus
48y . As  células  humanas  Hela cmnﬁiﬁtém em uma  linhagem fumoral
estabelecida obtida a partir de tumor de colo de dtero, sando

originaria da aAmevican Tupe Culture Collection (ATCD), clone CCLE.

s celulas fovam votingirvamente cultivadas para estogus  em
garvatas de vidro, sm meio de cultura completo, ouw seda, meio Eagle
modificado por Dulbecoo (OMEM), contendo 49¢ U/sml de penicilina & 100
ua/ml de sulfato de estreptomicina, suplementado com 18X de sovro fetal
bovinog (8FB). fAs células cresciam aderidas ao fundo da garrvafa, até
atingir a densidade de contludnecia, fovrmando uma  monocamada, sendo

mant idas a 3790 em atmosfera dmida com 5% de COp.



2e

Ds subcultivos Foram feitos mediante repiaues periddicos das
celulas, lavando-se as mesmas com PBRS (Nall 37 mM, KC1 8,7 mM, NapHFD4
£ mM e KHaFDs 1%mMy e tripsinizando-se com solucHo de tripsina @,1i% em

FoAl

FRS  contendo  @,01% de EDTA. Aldiquotas dessa suspensfo  foram  entio

transferidas para novas garvafas de culbturas.

2. TRATAMENTOS COM AGENTES ALQUILANTES

Tanto =& STZ como a MNU Fovam dissolvidas em meio de cultura
imediatamente antes de sua utilizacfo. Para tratamentos  prolongados
(4-& Ry Ffoi utilizado meio de cultuva suplementado com 16% de SFBR e,

para tratamentos curtos (3€@-46¢ min), meio sem sOro.

Todas as incubagdes fovam feitas em atmosfera dmida com 5%

de Ols, a 3700

3. MEDIDAS DE EFICIENCIA DE PLAQUEAMENTO E SOBREVIVENCIA CELULAR

Como parametro de sobrevivéncia celular mediu-se a
capacidade de ceélulas dindividualizadas se veproduzivesm e formaren
ralénins  de pelo menos 59 cédlulas. Fava isso, células de uma cultura

em  crescimento exponencial Foram tripsindzadas, individualizadas por
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pipetagies sucessivas, contadas em cimara de Neubauer e entio diluidas

A uma densidade de 608 células/ml, para a  linhagem V79 e 10600
celulassml  para a2  linhagem Hela. & cada placa de Petrd de 5 om  de
difmetvo contendo 1,5 ml de DMEM suplementado com 20% de SFF era ent#o
adicionado @,5 ml desss suspensio celulay, obtendo-se, assim, 308
células U79placa € 90¢ cédlulas Helasplaca. aApds um  peviodo de
incubagio de &6 hovas, para fixagRo das  cdlulas, procedeu-se ao

tratamento com o8 agentes alouilantes, em concentracdes corescentes,

especificadas nas Figuras 3 e 18.

Apds  a retirvada dos agentes, as células foram lavadas com
FRS e, entlo, as células Hela Fforam cultivadas em meio de cultura
contendo 2% de 5FB & 1% de meio cohdicimnadm (meio previamente
utilizade parva cultura de cdlulas da mesma linhagem) durante 1¢ a 15
dias, para o crescimento clonal. Era feita renovagio do meio de
cultura a cada dois dias. No caso das odlulas VWP o cultiveo era
gftetuado por 7 dias nas mesmas condigHes, sem, entvetanto, o uso de

meio condicionado & sem venovacio do medio de cultura.

as ocoldnias Foram ent8o fixadas com formol a i0% & covadas
caom violeta oristal a 4¥. As coldnias com mais de 50 células  Foram

contadas com o auxilio de um esteveomicroscdpio.

A vazBo entre o ndmero de coldnias Formadas & o ndmero  de
células semeadas Ffornecia a eficiénecia de plagueamento, que , nas

condigdes controle era geralmente de 8¢ a 100X para células U79 e 50%



para células Hela.

A sobrevivénoia {foi expressa em termos da  porvcentagem de

coldnias sobveviventes ao tratamento, em relacio &s células contvols.

4. MEDIDAS DE TAXA DE SINTESE DE DNA

Células de uma cultura em crescimento exponencial  foram
processadas  como descrito no item 3. Apds contagem das células, sstas
Fovam semeadas numa  densidade de 109 cédlulas/splaca de 2,5 com  de
difimetyo ¢ incubadas pov 48 horas em méim de cultura contendo 1é%  de
SFE.  Apds esse perviodo foil feito o trvatamento com os agentes, pov 36
minutos, nas concentrva¢les especifticadas nas figuvas 4 & 17, apds o
qual as odlulas foram lavadas com FBRS e incubadas por &0 minutos em
meio de cultura contendo 10% de SFB. A seguir procedia~se & mavoaglo
das células com timidina-3H, incubando-se as mesmas em meio de cultura
contendo  esste  dsdtopo, (5-4¢ wCi/ml; %0 Ci/mmol) por 3¢ minutos. Ao
Final da marcagio as células Fforam lavadas sucessivamente com  PRS

contendo imM de Catt (FBSB-Cat+y  1ra 5% e etanol, gelados.

Apds  a secagem das placas & temperatura ambiente, procedia-
ae & lise das células adicionando-se 1 ml de NaQH @,9% M/placa seauido

de dincubacio a 3770 por 40 minutos.



# quantidade de timidina-3H dincorpovada no  DNA foi
determinada como a vadioatividade do matevial celulary acido insoldvel.
Fara isso, aliquotas de 102 uwl do lisado celular fovam aplicadas sobre
tiras de papel UWhatman 47, em duplicatas, os  gquais  Foram  lavados
sucessivamente com TCA 3%, etanol 95% e acetona, gelados. As tivas do
papel  foram, entio cortadas em  pedagos  corvespondentes A cada
aligquota do  lisado e detevminou-se a radioatividade dos mesmos em
frascos  de cintilacio contendo B ml de FFO . FOFOF . tolusno (4 g
@,i u 3 1Y em oespectydmetro de cintilagBo liauida. 0 restante do
Tisado Ffoi uwtilizado para  leitura da absovbincia a 26¢ nm, um
parfmetro divetamente propovocional ao numervo de células. A vaz8o entre
a radioatividade incovporada por unidade de absovbidncia a 260 nm  por
minuto foi tomada como expressio da taxé de sintese de DNA. Ds valoves
obtidos em culturas tratadas Fforam expressos como percentuais dagueles

obhtidos em culturas controle.

5. MEDIDAS DE ADAFTACAOD DE CeéLULAS DE HAMIFEROS A0
TRATAMENTO COM STZ 0OU HMKNU

A adaptacHo das células foi medida apods exposigfo das mesmas
a doses  Fracionadas dos agentes alaguilantes, através de dois

pardmetros difeventes, onde buscou-se evidenciar:

a) um aumento da atividade de sintese de DINA pos—tratamento;
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by um aumento da resisténcia celuwlar ao efeito letal do agente

alquilante.

5.1 MEDIDAS DE ADAFTACAO a INIBICAO DE SINTESE DE DNA

Células em crescimento exponencial fovam processadas  como
descrito no item 3. Uma densidade de & x 109 células/placa de 5 ocm de
didmetro Foram incubadas por 48 hovas em meio de cultura contendo 1@X%
die  SFB.  Apds esse periodo de incubagfo as células Foram  expostas a
duas doses do agente, uma indutova e uma dose todxica, sem  intervalo

de  tempo entre ambas. & tabela 1 apresenta os dados dos  protocolos

utilizados pava os tratamentos. As células foram lavadas com PES apds
o primeivo tratamento e tratadas, a seguiv, com a  dose toxica  do
agente. Apds este tratamento, as células Fforam lavadas com FRE e
incubadas  por 4¢ minutos em medo de cultura com 1% de SFR. Frocedeu
se, @ seguir, a medidas de taxa de sintese de DNA como descrito no
item 4. As  placas controle Foram expostas a meio de cultura sem &

presenca do agente.



TABELA 1. Protocolos de adaptacio ao efeito de inibicdo da sintese de DNA em celulas V79
tratadas com agentes alquilantes.

-———— - - - - - -

TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2

PROTOCOLO  AGENTE =--------=---=c-=- INTERVALD  -~-=-=--mm-nmmeeme
CONCENTRACXO TEMPO CONCENTRACZO TEMPO

1 STZ 0,38 aM 6 - 1,004 0,5

2 §17  e38mM 9 - 11,6 s 0,5

3 512 0,60 aM 6 - 11,684 0,5

4 STZ 080 aM 6 - 11,0 8 9,5

5 MNU 25,00 M 6 - 1,0 0,5

6 MNU 50,00 uM 6 - 1,08 8,5

7 MNU 100,00 uM 6 - 1,0 oM 0,5
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5.8 MEDIDAS DE ADAFTACAOD AD EFEITO LETAL

Células em crescimento exponencial foram processadag  como

. , . . - e ‘. . .
descrite no item 3. Uma densidade de 2 » 109 células/placa de 7 om de
difmetrn  fovam incubadas pov £4 horas em meio de cultura com 1@k de

SFE. Apds perindo de incubagio as cdlulas foram submetidas a dois

Fipos  de tratamentos indutores difeventes, descritos nos protocolos A

e B, @ segulir:

Frotocolo A: As células foram submetidas a um tvatamento indutor,
que  consistiu de uma exposicfo dnica A uma concentracio subtdxica do
agente, especificada na fFigura 13, pov & hovas, a 2790, Apds  essa
exposicio as  células  Fforam  lavadas com FRS e procedeu-se ¥}
plagueamento  das mesmas parva crescimento de coldnias como descrito no
item 3. Apds & hovas de incubacHo pava fixacHo das cdlulas, eatas
Foram tratadas com uma concentracio toxica do agente po 3¢ minutos,
conforme especificado na Ffigura. A seguir, as ceéluwlas foram lavadas e
incubadas  em meio fresco por 7 dias. Media-se, entfo, a sobrevivéncia

celular ao tratamento como descrito no item 3.

Frotocolo B: aAs células foram submetidas a um segundo tiro de
tyatamento indutov, consistindo de exposicles miltiplas (4 vezes) a
uma mesma concentracio subtdxica do agents, especificada na Ffigura 14,
por intervalos de 4 hovas, a 379C. A cada periodo de 4 hovas o meio de

cultura contendo o agente foi retirvado & substituido por novo meio Jja
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contendo o agente na mesma concentrvagio antevior. Apds o ditimo
tratamento as cdélulas  foram  lavadas com PBRS e plagueadas para
crescimento de colfnias como descrito no item 3, incubadas pov & horas
e entio submetidas a um segundo tratamento com diferentes doses do
agente  por 30 minutos (Figura 45). A seguir, as células foram lavadas
&  incubadas em  meio fresco por 7 dias para medida do orescimento

clonal como descrito no item 3.

6. ESTUDO DE FUNGCSES HMITOCONDRIAIS EM CeéLULAS V79 TRATADAS

CoM AGENTES ALQUILANTES

0 estudo das fungdes mitocondriails “in situw” ¥oi realizado
comn  suspenstes de Tibvoblastos V79 permeabilizados com digitonina. &
SUSPENSA celular  foi  obtida por tripsinizagio de uma cultura
confluente, seguida de suspensio das células em meio complsto. As
células  apresentavam viabilidade entre 20-95%, medida pela capacidade

de exclusio do covante azul de tvipan.

A aclo de STZ e MNU sobre as fungdes mitocondriais de
células Y79 foi  analisada determinando-se seus efeitos  sobre  dois
PYOCESE0% 1Y o transporte de Cat? atvavés da membrana mitocondrial;

2y o consumo de oxigfnio pelas mitocdndrias.



6.1 DETERMINACAD DOS EFEITOS DE 8TZ E MNU NO  TRANSFORTE DE

Ca** FPOR MITOCSNDRIAS "IN SITU".

Fara wverificar uma possivel interferéncia da STZ & MNU no
transporte de Ca’tt por fibroblastos VP9, suspens@es contendo 8 x 106
células  em meio de cultura com 10% de SFE foram expostas & 5TZ ouw 2
MNL,  por 3@ minutos a 379C, nag concentragtes especificadas na figura
21, Apds o tratamento as células foram centrifugadas ¢ ressuspendidas
em  @,7 wml de meio de veaglo aue continha KOC1 43@ mM, Hepes 1¢ mM (pH
7,82, succinato § mM, fosfato de potdssio 4 mM e MgClp 2 mM. A
temperatura  foi mantida a 3390 durante o expevimento. A amostra foi,
entfo, transferida para a cimarva de um eletrodo seletivo para  Catt
(MADETIRA, i97%)  onde as células foram permeabilizadas por adi¢io de
digitonina (0,02%). Frocedeu-se, entio, 4z medidas das variacdes de
concentracio de Ca*t do wmeio extracelular em funglo do tempo de
incuba¢fo. 0Os sinais do eletrodo de Catt, amplificados através de um
ACEGBHOV Lo de alta dimpedincia, Foram registrados atvavés de  um

. .’. -+

registrador potenciomébyrico. A rvesposta do eletrodo de Ca foi

valibrada povr meio de adigfes de EGTA ao meio de veagio.
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4.2 DETERMINACAO D08 EFEITOS DE STZ E MNU SOBRE 0 CONSUMO DE

OXIGENIO FPOR MITOCONDRIAS "IN SITU".

A rvespiracio mitocondrial de células V79 foi medida apos ©
tyatamento com STZ & MNU, & pevmeabilizacfo com digitonina (1%). Uma
suspensio contendo 4 - 5 x 499 células em meio de cultura com 10% de
SFR  foi exposta & 8TZ (25 mM) ou & MNU (5 mM) por 30 minutos. Apds  ©
tratamento as células fovam centvifugadas, lavadas e ressuspendidas em
1 ml de meio de rvreagio de composicio idéntica 3 descrita no item é&.1.
A tempevatura foi mantida a 3320 duvante o experimento. O consumo de
oxigénio foi determinado polarograficamente, com eletvodo especifico
ligado a um oxiavafo, apds permeabiliaaéﬁm das ceélulas com digitonina.
Da efeitos dos agentes foram expressos em termos de  alteracdes  do

controle respiratdrio (C.R.Y, detinido como a razio entve as
velocidades de consumo de  oxigénio nos estados respirvatovios 3
(respivacio acoplada A fosforilagfo, apds adiglo de ADPY e 4
(respiracio de repouso subsequente ao término da  Fosforilacio do

ADF (OHANCE & WILLIANS, 1906).

7. AFARELHOS

s Tedturas de absorbincia foram efetuadas &m

gapectyofotdmetvo U~visivel da  Beckman, modelo B, 2 RE de
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radinatividade em espectrdimetro de cintilagio liguida também da
Beckman, modelo LS 16¢0. As coldnias foram contadas com auxilio de um

estereomicroscopio.

As variagBes na concentracgio de Catt  foram acompanhadas pov
eletvodo seletivo Calcium Selectrode FRILZ2, Radiometery (MADEIRA,
1975y . Os sinais foram amplificados atvavés de um acessorio Savgent -
Welch Scientific Co. 0 consumo de oxigénio foi determinado com
eletrodo especidfico tipo Clark (Yellow Springs Instruments Cod ligado

a um oxigrafo Gilson.

8. REAGENTES

0 meio de cultura das celulas, meio Eagle modificado por
Dulbecoo, £ a tripsina provinham da Interlab; o sorn fetal bovino foi
da Cultilab e os antibidticos, penicilina e estrveptomicina, da

L.aborociin.

A bimidina radioativa foi obtida da New England Nucleavy (5@

Cismmoll).

O componentes do liaguido de cintilaglo foram PPO (2,5 -
difenil oxazol) & PORPOP (p-bis/B-(HS~Ffenil oxazoil/~benzeno} da  New

England Nuclear & tolueno da Merck.



0 hidroxido de  sodio foi proveniente da  Reagen, W)

formaldetido da HMerok, oristal violeta Carlo Ervba e o TCA da Reagen.

s agentes alquilantes utdilizados, STZ & MNU, Foram ambos

provenientes da Sigma Compand, assim como o succinato, EGTA, rotenona,

antimicina & e ADFP wtilizados nos experimentos mitocondriais.

3 cdemais reagentes ubilizados foram produtos do mais alto

0

Y

grau de puwreza disponivel.
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IV. RESULTADOS

i. SOBREVIVENCIA DE CELULAS V79 TRATADAS COM STZ E HMNU

A taxa de sobrevivéncia, medida pela capacidade de células
individualizadas formarem colfnias de pelo menos 5@ células, £ oum
indicador preciso da capacidade vepvodutiva das mesmas frente aos

tratamentos com o adentes.

Na figura 3 pode-se notar a maior sensibilidade das células
UZ% A  agho da  MRU guando comparada & a¢Bo da 5TZ. As doses  qgue
causaram 5%  de movtalidade Ffovam 1,6 mM & 2,0 mM para S8TZ o ML,

reaspectivamente.

2. ACAD DA STZ E MNU SOBRE A REFLICACAO DO DNA DE CELULAS V79

apds  detectar o5 efeitos letais da 5TZ ¢ MNU na  linhagem
celular V79 procurou-se verificar se estes agentes ervam capazes de
inibiv o processo  de sintese de DNA nestas células. Farva  iss0, as
células  Foram tratadas com diferentes doses de 8TZ por 3¢ minutos =

mediu-se sew ofeito sobre a incorpovagio de timidina—3H.
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CURVAS DE SOBREVIVENCIA DE CELULAS V79 TRATADAS COM
AGENTES ALQUILANTES.

As células foram tratadas com diferentes concentracdes
de STZ (@®) e MNU (A) por 3@ minutos a 379C e as
coldnias +formadas contadas apds 7 dias de crescimento
como descrito em MATERIAIS E METODOS (item 3). As
barras correspondem aos valores meédios com respectivos
desvios da média de dados de 2 experimentos.



Os rvesultados mostvam uma clava inibicio da taxa de sintese
de  DNA  dependente de dose (Figura 4). Uma rvedugBo de 50% na taxa de

sintese foi observada numa concentragfo de 14 mM de STZ e 6 mM de MNU.

fis ceélulas V79, portanto, mostrarvam-se mais sensiveis A

inibicio de sintese de DNA pela ac8o da MRU.

3. CINETICA DE RECUFPERACAD EM CeLULAS V79 TRATADAS COM STZ

Do experimentos anteriores mostvavram que a veplicagfo do DINA

inibida pelo tratamento com STZ: ha uma reduglo na taxa de sintese

.

de DNA medida imediatamente apds o tratamento. A Ffigura 3, entretanto,
nos  mostra  que, apds tratamento com uma dose de 41 mM de 8TZ por 60
min, observa-se, inicialmente, uma vedugio na taxa de sintese de DNA,
atingindo  um maximo de 43% 4 hora apds o tratamento. Fosteriormente,
hd  uma vecuperacdo, alcangando valores de 10€% de sintese 4,5 horas

apos o tratamento.

4. INDUGCAD DE ADAFTACAD EM CELULAS V79 EXFOSTAS a STZ

A busca de uma vesposta indutiva em células de mamiferos

expostas a agentes alguilantes reguer um tratamento prévio com  uma
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TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79 TRATADAS COM

AGENTES ALQUILANTES.

Células em crescimento exponencial foram tratadas com
diferentes concentracSes de STZ (@) e MNU (O) por 60
minutos a 370cC e posteriormente pulsadas com
timidina~-3H (SuCi/ml; iml/placa) por 30 minutos a 37°C.
A incorporacio do isotopo € expressa em porcentagens em
relac3o a células n3o tratadas e sua medida foi feita
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4).As
barras correspondem aos valores médios com respectivos
desvios da média de dados de 2 experimentos.
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CINETICA DE RECUPERACAO DE SiINTESE DE DNA EM CELULAS
V79 TRATADAS COM STZ.

Células de uma cultura em crescimento exponencial foram
processadas como descrito no item 4. Apds o tratamento
com STZ or 30 minutos as células foram pulsadas com
timidina-H (SuCi/ml;ml/placa) por iS5 minutos,
decorridos intervalos crescentes de tempo de
recuperac3o em meio normal. As barras correspondem aos
valores médios com respectivos desvios da média de
triplicatas.
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concentracio nlo toxica do agente alauilante pov um periodo de  tempo
relativamente  longo (WALDSTEIN & col, 1i982b). Segundo estes autorves,
um  tempo de exposicio de 6 horas ao agente mostrou-se adequado para a
obtencio de uma resposta adaptativa, possibilitando a metilagiio de

certos componentes essenciais para a desrvepressio génica,

Frocurou-se entio, inicialmente, determinar a faixa de dose

£

de S§TZ que, em sexposicio continua por 6 hovas, nfno interferisse no

processo de sintese de DNA.

& fiaura & nos mostra que doses iguais ouw infeviores a ¢,8 mM
de 8TZ nio sio toxicas para as cdlulas V79 expostas as mesmas por 6
hovas., A dose midxima de 1,¢ mM causouw uma inibigfo de 37% na atividade

de sintese de DINA.

Apds esse experimento piloto, elegemos um protocolo com  a
dose  prévia de @,38 wmM £ a dose tdwica de L4 mM (Figuwra 7. 0
tvatamento das células com a dose mais baixa, isto é, @,38 mM de 877
por & horas (Frotocolo 4, Tabela 4), como esperado, nfHo altevouw o
nivel de sintese de INA. Entretanto, esse pré-tvatamento levou a um
aumento da atividade de sintese do DNA apds o segundo tratamento com
iimM  de 8TZ. Esse aumento na taxa de sintese de DNA, smbora  pegueno
(média de 1@,3% em 5 expevimentos), foi repetitivo e estatisticamente

significativo, ao nivel de 5% (teste de Kruskall~ Wallis).
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EFEITO DE TRATAMENTO PROLONGADO COM STZ SOBRE A TAXA DE

SINTESE DE DNA EM CeELULAS V79.

Células em crescimento exponencial foram tratadas por 6
horas com diferentes dosec de STZ e pulsadas por 30
minutos com timidina-3H (5uCi/ml; iml/placa). As
medidacs da taxa de sintese de DNA foram feitas conforme
descritc ewm MATERIAIS E METODOS . (item 4) As barras
correspondem aos valores médios de um experimento
modelo, onde cada tratamento foi feito em triplicatas.
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EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ SOBRE A SINTESE DE

DNA EM CELULAS V79 (Protocolo 1, Tabela 1)

A)

B)

nivel da taxa de sintese de DNA apds tratamento
com uma dose de 0,38 mM de STZ por & horas.

niveis comparativos da taxa de sintese de DNA em
celulas pré-tratadas, ou n3o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposici3o a uma dose de
14 mM de STZ por 3@ minutos. As células foram
pulsadas com timidina-3H (SuCI/ML; {ML/PLACA) por
30 minutos, imediatamente z2pds o pré-tratamento ou
ih apds a retirada do segunco tratamento. As
medidas da taxa de sintese de DNA foram feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4).
#c karras correspondem aos valores medios de cinco
experimentos.
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Em face do vesultado obtido na figuwra 7, buscou-se verificar
se  um aumento do tempo de exposicio A& dose previa de STZ causaria uma
inducio maior da taxa de sintese de DNA apds o segundo  tratamento.
FPara isso foram testados intervalos crescentes de exposiclo (9, i2 ¢
i8 h) cujos resultados estfo apresentados na figura 3. Fxposicdes de
i2 e 18 horas ao agente reduzivam os niveis de sintese de DNA em B7 g
47%, respectivamente. Somente a exposicio de ? hovas a ©,38 mM de 8TZ
nio interfeviu no processo  de ﬁintése de DNA e, por  isso, foi
selecionado como o tempo de  indugRo. A Figura 9 apresenta  og
resultados obtidos com este tratamento prévio, seguido de um  seagundo
tratamento de 32 minutos com 41 mM de STZ (Protocolo &, Tabela 1)
Verificou-se aue o pré~tratamento por ¢ horas produziun um aumento  da

taxa de sintese de DNA de 12%, em relaclo & dose dnica, valor esse

gquivalente ao obtido com o pré-tratamento pov & horas.

Tentou~se, entio, outra variante do protocolo, mantendo-ss o
tempo de pré-exposiclo de & horas e slevando-se a dose de 8TZ  ao
maximo possivel, sem gue e produzisse efeito nos niveis de sintese de

DINA .

A Figura 104 nos mostra que o tratamento prévio com @,46 mM
de  STZ por & horas ndo alterow a taxa de sintese de DINA. Os niveis de
sintese fovam reduzidos em 32% apds tratamento com a dose unica de 14
mM  de STZ, enguanto as células pré-tratadas com @,46 mM do agente
apresentaram  uwma redugBo de  B5% nos niveis de  sintese apds  este

tratamento. Este tratamento prévio, portanto, nfo foi mais eficaz em
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induzir maiores niveis de sintese apds o segundo tratamento (Frotocolo
3, Tabela 413, em comparagio ao protocolo anterior (Frotocolo 1, Tabela
1). FResultados semelhantes foram obtidos com um tratamento prévio com
uma dose de 0,8 mM de STZ (Figura 419B) (Frotocolo 4, Tabela 4). Este
tratamento prévio nio alterouw os niveis de sintese de  DNA, como
ecsperado. Novamente, as células pré~tratadas com @,8 mM de 8TZ

mantiveram um nivel de sintese superior em {@¥% em relaglo as ceélulas

tratadas com a dose dnica.

fal diticuldade de obtencio de uma rvesposta adaptabiva
pronunciada em células Y79 tratadas com 8TZ, nos levou a questionar os

seguintes pontos:

a) a capacidade da 8TZ de, rvealmente, induzir uma resposta

mais acentuada;

by o pardmetvo utilizado para detevminacfo desta vesposta;

e a competéncia do tipo de linhagem celular utilizada para

responder adaptativamente,
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EFEITO DE DIFERENTES TEMPOS DE TRATAMENTO COM STZ

SOBRE A TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79

Células em crescimento exponencial foram tratadas com
uma dose de ©,38 mM de STZ por diferentes periodos
tempo e pulsadas por 30 minutos com timidina-3H
(SuCi/ml; iml/placa). As medidas da taxa de sintese de
DNA foram feitas conforme descrito em MATERIAIS E
METODOS (item 4). As barras correspondem aos valores
medios de um experimento modelo, onde cada tratamento
foi feito em triplicatas.
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A

EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ SOBRE A SINTESE DE

DNA EM CELULAS V79 (Protocolo 2, Tabela 1)

A)

B)

nivel da taxa de sintese de DNA apds tratamento
com uma dose de ©,38 mM de STZ por 9 horas.

niveis comparativos da taxa de sintese de DNA em
células pré-tratadas, ou n8o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposi¢c@o a uma dose de 11
mM de STZ por 30 minutos. 1 hora apds a retirada do
agente as células foram pulsadas com timidina-3H
(SuCi/ml; 1iml/placa) por 30 minutos. As medidas da
taxa de sintese de DNA foram feitas conforme
descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4). As barras
correspondem aos valores médios de um experimento
modelo onde cada tratamento foi feito em
triplicatas.
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FIGURA 10: EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ SOBRE A SINTESE DE

DNA EM CeLULAS V79 (Protocolos 3 e 4, Tabela 1)

A) nivel da taxa de sintese de DNA apos tratamento
prévio com uma dose de 0,6 mM (10A) e 0,8 mM (11A)
de STZ por & horas.

B) niveis comparativos da taxa de sintese de DNA em
células prée-tratadas, ou n8o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposi¢8o a uma dose de 11
mM de STZ por 3@ minutos. As celulas foram pulsadas
com timidina-3H (S5uCi/ml; iml/placa) por 30 minutos
imediatamente apds o pré-tratamento ou 1 hora apos
a retirada do segundo tratamento. As medidas da
taka de sintese de DNA foram feitas conforme
descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4). As barras
correspondem aos valores médios de dois
experimentos.
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5. INDUCAO DE ADAFTACAD EM CELULAS V79 EXFOSTAS A MNU

Com o objdetivo de verificar se um  agente conhecidamente
indutor de adaptacfo, como a MNU, seria capaz de induziv uma resposta
positiva em células V79, submeteram-se as células ao mesmo tipo de
fratamento com doses parceladas que levou a um resultado significativo

em cdlulas tratadas com STZ (Frotocolos 5, 6 & 7, Tabela 1).

A figura i1 nos mostra aque tratamentos por é hovas com doses
de 2% uM, 50 uM e 10¢ uM de MNU nfo interferem significativamente no
processo  de sintese do  DNA.  Submetendo-se agora as células  ao
tratamento prévio com estas doses ur&nicéﬁ de MNU por & horas se ob
servol que apos sstes tratamentos prévios, as células aprvesentaram os
mesmos niveis de sintese de DNA que as células tratadas com a  dose
dnica de 4 mM de MNU (43% de inibigfBo). Fortanto, nenhum aumento
significativo da atividade de sintese de DINA  foi detectado apds o0

segundo tratamento. (Figura i),

&. EFEITO DE PRE-TRATAMENTOS NA SORREVIVENCIA DE CeLULAS V79

EXFOSTAS A STZ

o outyeo ponto sob gquestionamento eva se a abovdagem

experimental ubilizada seria realmente a mais adeqguada para  se
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FIGURA 11: EFEITO DE TRATAMENTO PROLONGADO COM MNU SOBRE A TAXA

DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V79.

Células em crescimento exponencial foram tratadas por
é horas com diferentes doses de MNU e pulsadas por 30
minutos com timidina-3H (S5uCi/ml; 1iml/placa) As
medidas da taxa de sintese de DNA forarm feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4). As
barras correspondem aos valores meéedios de um
experimento modelo, onde cada tratamento foi feito em
triplicatas.
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FIGURA 12: EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM MNU SOBRE A SiINTESE DE

DNA EM CELULAS V79 (Protccolos 5, 6 e 7, Tabela 1)

A)

B)

nivel da taxa de sintese de DNA apos tratamento
com diferentes doses de MNU por é horas.

niveis comparativos da taxa de sintese de DNA em
células pré~-tratadas, ou nd3o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposi¢cao a uma dose de
1,6 mM de MNU por 30 minutos. As células foram
pulsadas com timidina-3H (SuCi/ml; iml/placa) por
30 minutos imediatamente apds o pré-tratamento ou
i hora apos a retirada do segundo tratamento. As
medidas da taxa de sintese de DNA foram feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4).
As barras correspondem aos valores médios de um
experimento modelo onde cada tratamento foi feito
em triplicatas.
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detectar 2 adaptagino. Frocurou-se, alternativamente, a indu¢io de uma

resposta positiva em termos de sobrevivéncia ao efeito letal de 8TZ.

Iois protocolos experimentais  Foram desenvolvidos com  ©
objetivo de wveriticar se tratamentos preévios das cédlulas Ure
conferiviam a e€las uma maior resisténcia & morte celular apds  um

segundo tratamento toxico com S§T2Z.

Em um primeiveo expevimento as células foram expostas o @,38
mM  de STZ por 6 horas (Frotocolo A, item S5.28) & posteriorments
plagueadas para o crescimentns de coldnias. Verificou-se, entretanto,
que este  tratamento prévio foi bastante tdwico para as  celulas,
reduzindo o crescimento clonal em 86X, Seguindo eate mesmo protocolo,
as  células foram tratadas com uma dose prédvia de @,4 oM de STZ, quE

nio mostrvou-se toxica para as cdlulas (Figuva 13).

Entretanto, n#o se obteve nenhum auvmento da  fraclo de
gsobreviventes a uma dose toxica de 10 mM de STZ que pudesse evidenciar
a indugio de alguma vesposta adaptativa. Ao contrario, observou-se que
o pré-tratamento diminuiu a porvcentagem de sobveviventes em  29%  em

relagfo ao tratamento com 10 mM.

Num autro protocolo experimental foram feitos pr g
tratamentos miltiplos com a mesma dose de @,4 mM de 8TZ (Frotocolo B,
item 5.2, seguidos de uma posterior exposicio das células a tdoses

toxicas do mesmo  agente. Os tratamentos prévios nio se mostraram
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FIGURA 13: EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ NA TAXA DE

SOBREVIVENCIA DE CELULAS v78.

a)

B)

Taxa de sobrevivéncia celular apds exposi¢cio a uma
dose de 0,1 mM de STZ por 30 minutos.

Taxas comparativas de sobrevivénclia celular em
células pré-tratadas, ou n&o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposi¢ao a uma dose de 10D
mM de STZ por 3D minutos. Em A e B, apbs os
tratamentos, fol felto plaqueamento para medidas de
sobrevivéncia celular como descrito em MATERIAIS E
METODOS (item 3). As barras correspondem ao0s
valores médios de um experimento modelo, onde cada
tratamento foi feito em triplicatas.
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toxicos para as células V79 como mostra a figura 14.

Entretanto, a pré-exposicfio a doses miltiplas de STZ nio
levouw a diferencas significativas nas taxas de sobrevivénoia celular
em rvelagio as cédlulas ndo tratadas previamente (Figura 1i5). Fortanto,
também a exposicio a vérias doses subtdxicas sucessivas de 8TZ nio

induz adaptagiSo das células U779 an efeito letal de 8TZ.

0 terceivo ponto sob guestionamento era s2 as cdlulas Y79
seyiam competentes para a indugfo de alauma vesposta do tipo

adaptativa.

Fara tentar responder & que%tﬁh acima, procurou-se trabalhar
com  uma linhagem sabidamente capaz de responder & adaptagio com
alaguilantes classicos, as  células humanas estabelecidas Hela.
Trabalhou-se, inicialmente, nas mesmas condicdes expevimentails  gue
tevaram a um aumento da atividade de sintese de INA em célulag V79

(Figura 143.

Entryetanto, observamps que a dose toxica para V79, ou seda,

14 mM de 8TZ inibiu a taxa de sintess de DHNA nas coélulas Hela
somente em 7%. Tornou-se necessario, povtanto, a detevminacio da curva

dose-reaposta  para a lTinhagem Hela, apresentada na figura 17: ha  uma
nitida dinibicBo da taxa de sintese de INA dependente de dose, havendo
uma  reducio de S0% numa concentracio de 34 oM de S5TZ. Essa mesma baxa

de  inibigio Ffoi induzida por uma dose de 8 mM de MNU. Fortanto, A%
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FIGURA 14: EFEITO DE PRE-TRATAMENTO GCOM STZ NA TAXA DE

SOBREVIVENCIA DE CELULAS V78,

Células em crescimento exponencial foram expostes @&
uma dose de 0,1 mM de STZ por 4 horas em 9 tratamentos
sucessivos e posteriormente plaqueadas para medidas de
sobrevivéncia <celular como descrito em MATERIAIS E
METODOS (item 3).
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EFEITO DE PRE-TRATAMENTOS COM STZ NA TAXA DE

SOBREVIVENCIA DE CELULAS V79.

Células em crescimento exponencial foram previamente
expostas (A) ou nSo (@) a exposicbOes multiplas de 0,14
mM de STZ por 4 horas em 4 tratamentos sucessivos
(Protocolo B, item 5.2). A seguir as celulas foram
plaqueadas para crescimento clonal e tratadas com
diferentes doses de STZ por 30 minutos. ApOs o©
tratamento as ceélulas foram incubadas por 7 dias em
meio fresco, para medida da sobrevivéncia celular,
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 3). As
barras correspondem aos valores medios de um
experimento modelo, onde cada tratamento foi feito em
triplicatas.
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FIGURA 16: EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ SOBRE A SiNTESE DE
DNA EM CELULAS HELA

A) nivel da taxa de sintese de DNA apds tratamento
com uma dose de 0,38 mM de STZ por & horas.

B) niveis comparativos da taxa de sintese de DNA em
celulas pre-tratadas, ou n8o, como em A, e
submetidas a uma segunda exposi¢3o a uma dose de 11
mM de STZ por 30 minutos. As celulas foram pulsadas
com timidina-3H (SuCi/ml; iml/placa) por 30 minutos
imediatamente apos a retirada do pré-tratamento ou
1 hora apbs a retirada do segundo tratamento. As
medidas da taxa de sintese de DNA foram feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4).
As barras correspondem aos valores médios de um
experimento wmodelo onde cada tratamento foi feito
em triplicatas.
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TaXA DE SINTESE DE DNA EM CdLULAS HELA TRATADAS COM

AGENTES ALQUILANTES

Células em crescimento exponencial foram tratadas com
diferentes concentrac8es de STZ (@) e MNU (A) por 60
minutos a 379C e posteriormente pulsadas com
timidina-3H (SuCi/ml; 4iml/placa) por 30 minutos a
379°cC. A incorporaci3o do isdtopo € expressa em
porcentagens em relaciio a células nlo tratadas e sua
medida foi feita conforme descrito em MATERIAIS E
METODOS (item 4).As barras correspondem aos valores
médios com respectivos desvios da média de dados de 2

experimentos.
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células Hela tambeém mmﬁtréramwﬁe mais sensiveis & inibiglo de sintese
dee DNA  pela agfo da WMNU. A Figura i8 apresenta os resultados de
sobrevivéncia celular desta linhagem apds exposicio aos agentes, onde
as  doses de 4,6 mM e 1,6 mM levavram & 37% de movtalidade, para STZ e

MWL, respectivamente.

Frocurou-se, entfo, determinar a faixa de dose de 8TZ  que,
em exposicio continua por 4 hovas nio interferisse no processo  de
sintese de DNA. & Ffigura 19 evidencia que doses iguais ou inferviores a
i wmHM de 8TZ nio sfo tdxicas para as células Hela expostas as mesmas
por & horas. As doses de 2, 3 ¢ 4 mM de STZ reduziram os niveis de

sintese gm 23, 42 S4¥%, rveaspectivamente.

1

1 tratamento prévio das cdlulas com a dose de 1 mM por 6
horas, como esperado, ndo alterou o nivel de sintese de DRNA  (Figura
194) . Apds o seaundo tratamento com 30 mM de 877, cédlulas pré-tratadas
ou nHEo, mostravam uma mesma inibigfo de sintese de DNA, nfo  havendo,
portanto, & inducHo de um aumento dessa atividade de sintese (Figura

2.
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CURVA DE SOBREVIVENCIA DE CeELUI AS MELA TRATADAS COM

AGENTES ALQUILANTES

AAs células foram tratadas com diferentes
concentracdes de STZ (m) e MNU (4) por 30 minutos a
3709C e as coldonias formadas contadas apds 7 dias de
crescimento como descrito em MATERIAIS E METODOS
(item 3). As barras correspondem aos valores medios
com respectivos desvios da meédia de dados de @
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FIGURA 19: EFEITO DE TRATAMENTO PROLONGADO COM STZ SOBRE A TAXA

DE SINTESE DE DNA EM CELULAS HELA.

Células em crescimento exponencial foram tratadas por
é horas com diferentes doses de STZ e pulsadas por 3@
minutos com timidina-SH (SuCi/ml; iml/placa). As
medidas da taxa de sintese de DNA foram feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4). As
barras correspondem aos valores medios de um
experimento modelo, onde cada tratamento foi feito em
triplicatas
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EFEITO DE PRE-TRATAMENTO COM STZ SOBRE A SiNTESE DE
DNA EM CELULAS HELA

A) nivel da taxa de sintese de DNA apds tratamento
com uma dose de 1,¢ mM de STZ por & horas.

B) niveis comparativos da taxa de sintese de DNA
cdlulas pré-tratadas, ou nfo, como em A,

submetidas & uma segunda exposicio a uma dose de 30
mM de STZ por 30 minutos. As células foram pulsadas
com timidina-3H (SuCi/ml; iml/placa) por 3@ minutos
imediatamenta apds a retirada do pré-tratamento ou

1 hora apos a retirada do segundo tratamento.

medidas da taxa de sintese de DNA foram feitas
conforme descrito em MATERIAIS E METODOS (item 4).

As barras correspondem aos valores meédios de

experimento modelo onde cada tratamento foi feito

em triplicata.



7. ESTUDOS DE FUNCBES MITOCONDRIAIS EM CeELULAS V79 EXFOSTAS a

STZ E MNU

Em compavagio & 8TZ, seu analodo MNU mostrouw sey um toxina
mais potente para cédlulas V79 (Figura 2). Entvetanto, podemos observar
aque o0% padries de inibigHo de sintese de DNA nfo sBo tRo distintos
para  confirmar a idéia de aue a molécula de DHNA seja o Jdnico alvo de

agRo desses  agentes. (Figura 3). WILSON ¢ ool (4988, abservando o0

3

poder  da STZ & MNU em alguilar moléculas protdicas conclusm aue, SEm
duvida, ha necessidade de estudos que identifiguem sitios nio

nucleares de alguilacio destes agentes.

Fara verificar se as mitocOndrias podeviam constituivr num
autro  alve de aglo da STZ e MHL, foram analisados os seus efeitos
sobre o transpovte de Ca’tt e consumo de oxigénio pov mitocbndvias "in
situw”, pevmeabilizando 3s cdlulas com digitonina. Esta saponina
permeabiliza & membrana plasmitica das células sem afetar a estrutura

e  Fungio de organelas intracelulares (GRANGER & LEHNINGER, 1987 w

VERCESY & col, 1989).

Com base nos rvesultados apresentados na figura 21 pode-se
veridificar gque mitocdndrias de células VP9 nHo expostas aos  agentes
captam o Catt exdgeno e retéem-no por um perviodo de tempo longo

(Figura £1Aa). Ceélulas  tratadas  povy 3¢ minutos com 25 M de STZ,

entretanto, captam & estocam este cation por um peviodo de tempo menor
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FIGURA 21: EFEITO DE AGENTES ALQUILANTES SOBRE O TRANSPORTE DE

Ca** POR CELULAS V79 PERMEABILIZADAS COM DIGITONINA.

As células foram incubadas a 33°C em 0,2 ml de meio de
reagdo contendo SUC 5SmM, CaClp 2mM, Pi imM, KC1
130 mM, e HEPES 10 mM, pH 7.,2.

A) Células controle.

B) Células previamente expostas a 25 mM de STZ por 30
minutos.

C) Células previamente expostas a 5 mM de MNU por 30
minutos
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3] relagio a0 contrvole, libevando-0o a seguir (Figura 2iB). 0
tratamento das células com 5 mM de MNU, nas mesmas condigdes, produzid
um efeito similar ao obtido com 25 mM de 8TZ, o que evidencia uma

maior poténcia de agHo desta droga (Figura 21C).

Na figura 22 apresentam-se os resultados da velocidade de
consumo  de oxigénio por células V?79 permeabilizadas com digitonina,

utilizando succinato como substrato oxidavel.

Yerificou-se, inicialmente, que 0 tratamento dos
Fibroblastos V79 com tripsina, para obtencfo da suspEnsio celulgr, n&o
torna as células permedveis para o succinato, mantendo-se a respiragHo
em um nivel basal. Somente apds a adigio de baixas gquantidades de

digitonina as células PRSESAVAM A consumiv pxigénio rapidamente (Figura

ttilizou-se COmo parimetro comparativo o controle
respivratorio das células, definido como a ragio entre as velocidades
de consumo de oxigénio nos estados 3 (respirvagfo acoplada &
Fosforilacin, apds adiglo de AL e 4 (respivacio de repouso,
subsequente ao término da fosforilagfo do ADP)Y. Nas células controle
permeabilizadas com digitonina, tendo succinato  como substrato
oxidavel, obteve-se um controle respiratdrio de 2,44 (Figura 2a2ty. 0
tratamento prévio das células com 85 mM de STZ produzia um aumento da

velocidade de consumo de oxigénio, arentuadamente no  estado 4,

causandno uma diminuicio significativa do controle respiratorio, para o
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valor de 1,8% (Figuvra Z2B). Nas mesmas condigdes, a exposicio das
células a % mM de MNU causou um aumento ainda maior da vespirvagfo no
estado 4, diminuindo o valor do controle respivatdrio para 4,17,
Fortanto, o efeito da MNU sobre a vespivagfo celular € mais intenso

que aquels produzido pela 5TZ.
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FIGURA 22:

EFEITO DE AGENTES ALQUILANTES SOBRE A VELOCIDADE DE
CONSUMO DE OXIGENIO POR CELULAS V79 PERMEABILIZADAS

COM DIGITONINA.

As ceélulas foram incubadas a 33°C em { ml1 de meio de
reacao contendo SUC SmM, CaClp 2mM, Pi imM, KC1}
130 mM, e HEPES 10 mM, PH 7,2. A medida do consumo de
oxigénio foi iniciada ap6s a adi¢3o de digitonina
(1%X). ADP foi adicionado em pulsos de 100 nmoles.
Estdo representados 0s valores de controle
respiratorio (C.R.).

A) Células previamente expostas a S mM de MNU por 3@
minutos.

B) Células previamente expostas a 25 mM de STZ por 30
minulos.

C) Células controle.




Y. DISCUSSAD

1. ESTUDOS DE MECANISMOS DE TOLERANCIA E ADAFTACAO EM CeLULAS

U779 TRATADAS COM STZ OU MNU.

4 inibicgHo do processo de replicagiio do DNA  consiste numa
resposta  celular gendrica e imediata & presenga de lesdes NEssa
molécula, induzidas pela aglo de diversos agentes, quimicos ou fisicos
(FPAINTER, 1977,  4978). Essa dinibicio do processo  de sintese,
entretanto, & gervalmente vevertida algum tempo apds &  remogio  do
agente, como pode  ser observada na Figura 5. As cédlulas V79  foram
capazes de recuperar 08 nivels normais de sintese apds uma inibigHo

inicial de 40%. Este resultado nos levouw a concluir gue:

i)Y as células UZ9 mostvaram-se capazes dg se rvecupevay  da
inibigHo do processo de sintese induzida pela S5TZ. A cindtica de
recuperacio nos  indica que a inibigHo do processo de sintese de D[NA
induzrida pela aclo deste composto € provavelmente devida A pressnga de
lesBes nessa molécula. Estas lesBes, portanto, constituwiviam blogueios
% maquinaria de duplicacHo, impedindo a continuidade do processo de

replicagdo do DNA.
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o ponto de vista molecular, sgste processo de vecuperacio de
sintese de DNA & bastante intevessante, pois pode revelar a ocovvéncia
de mecanismos de tolevdncia em células eucarioticas (VERTURA & col,

1987

Com o objetivo de averigusay se as cdlulas U779 possuem  um
mecanismo de tolerincia as lesfes intrvoduzidas no seuw DNA pels acglo da
STZ e FMNU foram desenvolvidos alguns protocolos experimentais de doses

parceladas .

Apds experimentacio vepetitiva com diferentes combinagfies de
doses parceladas, obtivemos um efeito significativo. Este efeito foi
obtido apos um tyatamento prévio das células com a dose de 9,38 oM

de  85TZ pov & horas £ postervior tratamento com uma segunda dose de 14

mM (Figuvra 7).

Fagses vesultados nos mostram gue o tratamento prévio das
células  causouw um aumento de 11,6% na taxa de sintese de ORA apds o
segundo  tratamento, em rela¢fo as células nfo tratadas previaments.
FEeste aumento na taxs de rvreplica¢Bo do DINA, embora pegusno, Feoyi
vepetitivo e estatisticamente significativo ao nivel de 5% (Teste de

Kruskall-Wallis).

Com o objetivo de amplificar o efeito acima obtido, procuvou-
sg averiguar se um aumento no tempo de exposigfo  ouw nas concentragdes

das  doses prévias seviam mais eficazes em induziv um aumento na  baxa
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de sintese de DNA apods o tratamento com uma segunda dose.

A figura B nos mostrya que, dentre os intervalos de tempo
testados, somente  uma exposigiio de 9 hovas & dose de @,38 mM de 8T2Z
niEo dinterferiu na taxa de sintese de DNA. Utilizando este protocolo de
indugio, entretanto, podemos  observar que as oélulas  tratadas  com
doses  parceladas  mostrvaram um aumento de 18X na taxa de sintese de
IINA, em relagio As células tratadas com a dose dnice de 11 mM de 5TZ
(Figura 9. Este resultado €, portanto, similar Agqueles anteviormente

obhtidos.

e resultados da Figura 1@, onde 2s células foram tratadas
com doses prévias meis elevadas, nos mostra oue os aumentos na baxa de
sintese de INA obtidos em células pré- tvatadas com doses de @, 6 ¢ @,8
mM  foram de £ e 1P%, respectivamente, em relacio ds células tratadas
com  dose dnica de 14 mM. 0 aumento da concentvaglo de 8TZ no  pré-
tratamento, portanto, também nEo produziuc uma slevacio da taxa de
sintese de  DNA, apds o segundo tratamento, para niveis maiores que

aquieles obtidos com @,38 mM.

A taxa de sintese de UNA sm células pré-tratadas, medida no
moments  do segundo tratamento, fol sempre semelhante ao de células
controle nfo pré~tratadas. Este fato indica que o pré-tratamento n#o
sincronizow a populagio celular a um grau mensuravel, o gue poderia

Justificar o vesultado positivo obtido.
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Os  resultados obtidos, portanto, nos levaram a formular 2
sgguinte  hipdtese sxplicativa: fungBes de veparo induzidas em cédlulas
preé-tratadas HsEriam responsdveis pela vemocBo das lecles o
conferiviam As mesmas A capacidade de  supera-las  através  de  oum

mecanismo de tolerv8ncia.

& importante enfatizar que, embora as células VP9 venham
sendo extensivamente utilizadas em estudos de megcanismos de aclo de
diversos agentes citotdxicos, a sua capacidade de reparav  lesdes
induzidas por  agentes alauwilantes nfo foil ainda esclarecida  em

detalhes (KAINA, 1982, 1983; NATARAJAN & col, 1984; FROSINA e col,

1984; RBOYLE & col, 1986 & MORTEN 2 col, 1988).

Ja na decada de 79, WARREN & col, (i1i979) observaram que =as
células V79 eliminavam lesdes J-metil-adeninag & F-metil-guanina de seu
A atvaves de wum processo enzimaticamente mediado. Sabe-se hode que a
eliminagdo destas lesdes em células de mamiferos deve-se a a§§o de [RNA

alicosilases especificas (LAVAL, 198%).

0 resultado por nds obtido poderia dever—se, em principio, &
uma  maior atividade de DINAa-glicosilases. Esta maior atividade seria
induzida pelo tratamento prévio, como obssrvado por LAVAL (4985) Esta
autora, entvetanto, observow um aumento da btaxa de sobrevivéncia em

células pré-tratadas, o gue nfo Ffoi por nds detectado (Figuras i3 =&
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Varins autorss tém demonstrado que & resisténcia celular aos
efeitos citotdxicos de agentes alaguilantes nfo pode sev explicado pela
remwgﬁc de N-alauil-purinas da molécula de DNA ( KAINA & col, 1987 e

AQUILINA & ool, 1i988).

0 mecanismo indutive de rvemogBo das lesfes introduzidas por
agentes alauwilantes no DNA envolve também, como se sabe, 3 sintese da
enzima mebiltransferase. Sabe-se, entvetanto, que linhagens celulaves
transformadas pelo vivus SV49, como as células V79,880 deficientes em
remover lesSes D%-metilguanina de seu DNA (fendtipo Mer™) (DAY III e
ool , 1986, Musk e col (i989) demonstraram que a alta sensibilidade
de linhagens transformadas por SV4¢ & aclo de agentes alguilantes
deve-se & perda da atividade da enzima D%-alaguiltransferase. Embora os
efeitos toxicos & mubtagénicos de agentes alquilantes wvenham sendo
sstudados  extensivamente, ainda nfo estio claramente compreendidos os
mecanismos gnvolvidos nesses fendmenos. Embora as  Iesdes &
alavilguaninag nfo  constituam um blogueio pava a atividade de IINA
polimerases (89AFFHMILL = col, 1{98%), a Presenca no DNA dessas  lesdes
ndo reparadas @ altamente toxica parva as células (GOLDMACHER & col,

1984; DAS GUFTA e col, 1287 e HALL, 1988).

Resultados pov nos obtidos, entretanto, nos mostram que 37%
das ceélulas VP9 ainda sobrevivem a uma concentracio de 13 mM de 8TZ
(Figuvra 31}, dose letal para 99% das ceélulas Hela (Figura 48,

Fenotipicamente Mert (DAY IIT & col, i986).



Seguindo  um protocolo de inducio semelhante ao ubtilizado em

celula

@

Y79, pode-se observar na que células Hela tratadas com doses
parceladas mostravam um nivel de inibicio similar aguele apresentado
pelas células tratadas com a dose dnica de 1 mM de 5TZ. As celulas
Hela, portanto, nHo mostraram a mesma adaptagﬁa verificada em células

Yy

&

Fetes rvesultados pavecem indicar ague as ceélulas V79 possuem
um mecanismo gue as auxilia a tolerar essas lesfes induzidas pela ST
em  =seu  DNA, sugerindo que esta lesfo ndo ¢ particularmente toxica A
gstas  oélulas. DURRANT & col, (1981) obssrvaram que  uma  malor
resisténcia & morte celular ocorre em células V79 expostas a doses nio
Faxicas de MNU antes mesmo de um segundo tratamento com uma dose alta
do  mesmo agente. Entretanto, nem a frequéncia de mutacio nem a perda

de lesBes 0%metilouanina da molédcula de DNA € afetada nestas celulas.

Similarmente, FOX & ool (1982) verificaram que 0 pPré-
tratamento das células V79 com doses sub~tdxicas de MM aumentava a
Faxa de sobrevivéncia destas células apds tratamento com uma  segunda
dose toxica. Estes autores, entretanto, nHo wverificaram nenhum
decréscimo na taxa de mutacio induzido pelo pré-~tratamento. Sua
conclusio ¢ a de que as células V79 possuem um mecanismo de toleréncia

que uwltvapassa as lesdes Déwmetilguanina presentes no [DNA.

GOTH-GOLDSTEIN & HUGHES, (4987) identificaram wuma linhagem

celular resistente aos efeitos citotdxicos de agentes alguilantes,



derivada da  conhecida Tinhagem CHD {(células de ovirio de hamster).
Fates auwtores verificaram gue @ssa maior vesisténcia nfo eva devida a
diferengas na  eficiéncia de reparo das bases metiladas & sim &  wum
mecanismo de tolevancia desconhecido, que altera 08 gfeitos

citotoxicos de agentes alguilantes.

Nossa hipdtese parece concovdar também com os rvesultados de
TOKUDA & BODELL, (1988, Estes autores, estudando os efeitos
citotdxicos de agentes alguilantes em células humanas & de  rvoedores,
observaram gue estas apresentam-se 5-1% vezes mals resistentes d acho
toxica da STZ e MNU em compavacio as células humanas. Isto levou-os a
sugerir  gue a sobrevivéncia de cdlulas humanas parecs ser  dependente
do  reparo de lesBes D%-metilguanina, ao passo gue células de roedores
possuem  um  mecanismo adicional de tolerfncia em resposta a8  agentes

metilantes.

Resultados obtidos pov BIGNAMI & col, (1989, demonstraram
que  um clone de células CHO tolesram uma significante cmntﬁntragﬁa te
lesBes 0%alguil-guanina em seu DNA, sugerindo a nio toxicidade desta

lesio & a PresEnca de algum mecanismo de tolevdncia nessas cdlulas.

Como  uma possivel explica?ﬁm PARVFR 0 mecanismo acima citado,
uma  alteraclo no processo de reconhecimentso de parveamento errdneo com
a  bhase Dé-metilguanina e outros, tem sido sugevido em células de
mamiferos (ISHIDA & TaAKAHASHI, 19388), semelhante ao sistema ativo em

E. coli (KARRAN & MARINLUE, 1982).



£
]

A existéncia ou nio de um mecanismo adaptativo em  cédlulas
Ve, gntretanto, ainda pervmanece contvoverso na  litevatura. s
mecanismos de  tolerd@ncia, em principio, podem ser devideos a  uma
capacidade adauirida da magquinaria de duplicagio de supevar  o0s
bingueios presentes na moldcula de DHNA /o0 também 3 capacidade de
ativar origens de duplicagfo normalmente nio uwitilizadas (PaRK &

CLEAVER, 1979,

Embora as células V79 por nds estudadas tenham mostrado uma
adaptacio aos efeitos induzidos pela 8TZ, 0 mesmo ndo  ooorveu  apds
tratamentos pavcelados com seuw analogo MNU. Os vesultados da Figura 12
nos  mostram gue as cdlulas tratadas com doses parceladas mostraram wm
nivel de inibic¢lo de aproximadamente 49%, similar Aquele apresentado

pelas células tratades com a dose dnice de § mM de MNL,

Fode-se aqui avgumentar que sgsse vesultado negativo se deve
a0 uso restrito de protocolos experimentais. De  fato, nds  nos
concantramos somente no tipo de protocolo gue nos levouw a um resultado
positivo  com  sew analogo STZ, ndo explovando outras combinagdes de

doses parceladas.

Um  outyo fator a sey considerado & o de que, embora sendo
andalogos estruturais, a 5TZ © a MHU parecem diferir, pelo menos  em

parte, quanto aog seus mecanismos de toxicidade. Este fato servrsa,

entretanto, discutido mais adiante.
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Finalmente, um problema significante associado a esses
estudos de respostas celulares a lesfes de INA em ceélulas sucaridticas
refere-se A tendéncia em extrapolar-se mecanismos moleculares &  vias
hioauimicas divetamente de bactévias e outros sistemas procaridticos
para células eucaridticas. Embora a procuwra de paralelos entre
bactéria & o homem seja, até certo ponto apropriada, € impovtante
jembrar  que Fenbmenos bioldgicamente relacionados em organismos  tHo
diferentes podem difevivr profundamente. Nesse sentido, gatudos
relativos  aos  processos  de replicacio = reparo de  DNA  mostram 2
existfnocia de mecanismos diferentes em sistemas sucavioticos e
procaridticos. Especificamente, sm relaclo aos mecanismos de adaptagio

+

g tolevdncia As lesdes de DNA em mamiferos, o problema, estada  ainda

hode, inconclusivo, devido & propria complexidade do assunto, ® A

divergéncia de informagdes g hipdteses encontradas na litervatura,

2. ESTUDOS DE MECANISHMOS DA CITOTOXICIDADE DA STZ E MNU

RNeste trabalho Foram verificados os efeitos tdxicos da 8TZ &

MMU  sobre os processos de viabilidade celular & veplicagio do DNA O em

3

duas linhagens celulares distintas. A Feixa de dose de STZ utilizada &

sur

raelativamente elevada om  COMPAragan concentyagio toxica parm as

ngn‘

células  beta do tecido pancreatico. te Fato, a STZ constitui wm

composto altamente seletivo para celulas heta de paEncrens, onde numa



concentraciio de 4 mM mostra-se extremamente taxica (RERUP,

TJaLVE & col, 19746 & JUOHANSEDN & TJALVE, 1978).

3
37t

i976;

dados & seguir sumavizam o resultados obtidos apds  as

medidas de  sobrevivéncia celular (Figuras 3 & 48) & inibiglo da

replicacHo do  DNA  (Figuras 4 e 417) em células U779 ¢

respectivament e

5TZ HMiNU

Cmii) (mpd

Tlhmp 14,9  IDsp 4,8

U7e Doy i2,8 L2

i

~
i
£

Hela e 34,0 Hizg 8.0

Dy b, R ln» 2,6

e

Varias observagbes importantes podem ser extraildas dos

da tabela acima:

17 a MNU mostrou-se mais efetiva que a STZ, tanto ao

Hela,

dados

nivel

de  sintese de DNA, como ao nivel da toxicidade, em ambas as linhagens

celulares .
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&) a linhagem celular Hela mostrou-se mais resistente a

s
if

inibicEo de sintese de DNA pela aclo da STZ e MNU, em comparagcio

cElulas VPSP,

3y a linhagem celular Hela mostrou-se mails sensivel &  aglo

Tetal da STZ, em comparacgio as células V79,

42 a  MMU  mostyou-se dgualmente toxica para ambas  as

tinhagens celularess.

s diferentes efeitos toxicos dos dois agentes estudados

podem dever—-se a diferentes fatores, dentre eles:

a) uma captagio difevencial de 8STZ & MNU.

b)Y 2 difevente reatividade dos compostos.

o) A opevancia de mecanismos distintos de agfRo da STZ & MRNU.

dy & uma alauilacio diferencial de outros componentes

celularves diferentes do DNG.

Realmente, uma captacio diferencial de 8TZ  foi observada em
celulas beta de paAncreas (ANDERSON e col, 4988), onde ocovre um maior
acimulo de STZ. Parece provavel gue essa maior captacio de 5TZ se deva

a presenca do anel de glicose em sua molécula, o aue a difevencia de
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seu  analogo MNU.  As  cédlulas beta, entfo, através de receptores
especificos de membrana, reconheceriam e trangpovtariam a S8T2 de
maneira mais eficiente. Entretanto, para explicar a maior atividade da
MM por  uma captagio diferencial deveriamos admitiv que a MNU seria
captada mais facilmente pelas cédlulas estudadas. Isto sevia o mesmo
que supoy que a moldcula de glicose presente na estrutura molecular da
5TZ dificultarias seu acesso ao meio intracelulav, ou seijs, as células

seviam  pouco permedveis & STZ. Nio ha nenhum tvabalho, entretanto,

aque coavroborve essan idéia.

e acordo com a segunda hipdtese, poderiamos  supoy A&

Formacio de difersntes produtos de metilacio do DNA pela aglo da 8TZ e

MNU.  Entyetanto, BENETT & PEGG (i984), observando os diferentes
efeitos  Ffisioldgicos causados pela STZ & MRU, mostvaram gue, &m
concentyagBes eauimolaves dos agentes, a reatividade & concentragio
dos  produtos  formados na moldoula de DNA Vin vitro” evam  idénticas.
Além de produzivem alauilacfo na mesma extensfo, ambas as  toxinas
produzem & mesma  quantidade de aquebras no INA de células beta, =a2m

consequéncia da atividade de reparo de excisio (Le DOUX e col, 1i9848).

A suposicio de gue mecanismos distintos de aclo podeviam sev
responsavels epelos diferentes efeitos todxicos dos dois agentes,
também parece improvavel . & reatividade da 877 € devida a um processo
de decomposicfo para uma estvutuwra andloga & MNU com formacdo de fons
carbonio CARRZes de alauwilar macromnldculas intracelulares

(TJALVE, 1283 (Figura 2.



Os resultados  obtidos em cédlulas UZ9 mostram  que ES
toxicidade da  MNU & bastante maior gque a da 872, enguanto  a  sua

atividade dinibitdria ao nivel da sintese do DNS ndEo  mostra-se t3o

diferente como  para explicar tal mortalidade elevada. Além disso, =
MNL mostrou-ze dgualmente toxica pava ambas as linhagens celulares, =
despeito de seuws diferentes efeitos na inibicfo do processo de sintese
de  DRA. Isso parece indicar que o blogusgio da rveplicagBo, por si sd,

nio explicaria oz diferentes efeitos letais dos agentes estudados.

A resisténeis  das células VP9 an efeito letal da 8TZ pode
stgeriv  gue esta linhagem celular possuei um mecanismo  para toleray
altas taxas de lesdes no IRA ou também  que as lesies letais induzidas
por agentes alauilantes tenham um outro alvo de aclo. Parece razosvel,
portanto, admitir a existdncia de outras moléoulas-alvo, diferentes do
DA, susceptiveis & alauilacHo por MNU e STZ, como pov  exemplo, as
proteinas. Uma maior reat;vidade da MR pory certas enzimas centrais no
metabolismo celulav, podervia vesultar na maior taxa de morte celular

ohservada nas células U9,

e +ato, WILSON & col, (498B6&), mostrarvam gue a 5T produsz
aloguilacio de proteinss em maior extensio em células bets do que  em
células resistentes A BTZ. Este fato corvobora a idéia da existéncia

de outros alvos de acio toxica para os agentes setudados.

A hipotese da  existéncia de outvros alvos celulares de

alauilacio admite 5 atuscio preferencial da MRY, em cdlulas V79, na
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metilagio de outras moldculas~chave, diferentes do DRA, cauvsando A
inibigio de outros processns metabdlicos essenciais PAT A a

sobrevivéncia celular.

A bhusca de  um outvo alveo celular coritico, difeventes do

ndclen, nos levouw a investigar a agHo da 85TZ & MRU em wmitocdndrias “in

aitu” em cédlulas U799,

Frocuramos entio estudar os efeitos da ST e MNU nos processos

de respivacio & transporte de Catt em mitocBndrias de cédlulas VP9,

0 estudo das Tungfes mitocondriais em células sempre foi dificil
devido & diticuldade de obtencio de mitocdndrias isoladas destas
células  no estado acoplado. Recentemente, entretanto, demonstrou-se
que o uso de digitonina permite o estudo da fosforilagio oxidativa e
transporte de Cat+  em mitocdndrias “in situ” (00 CaMPO & VERCEST,
198%) . A digitonina foi usada indcialmente para pevmeabilizar
seletivamente a membrana plasmitica de uma ampla variedade de células,
sem afetar a estrutura & funglo de ovaganelas intrvacelulares (GRANGER &
LEHNINGER, L9828 e VERCESI e col, 4989). Desta téocnica, a observagio
mais importante & a de que as organelas localizadas dentvo daz células
permeabilizadas com  digitonina  estio presentes  em  um ambiente
estyuturalmente mais fisioldgico do gue aguele presente em susrensdes
mitocondriais dsoladas. A uwbilizacBo de baixas concentracies de
digitonina tornou possivel a medida do consumo de oxigénio & da

captacio de cdlcio por cdlulas V79 em suspensio.



A Figura 214 nos mostra gue FTibroblastos U779 permeabilizados

.*. B

com digitonina tém a capacidade de captar o Ca do meio externg

T oewdgeno livre

retéE-lo por um longo peviodo de tempo, tamponando o Da
na  concentragio de #,2% uM. Esse padrio de vesposta celular & andlogo
ag obtido com mitocdndrias isoladas, mostrando que a captagBo das

celulas reflete, principalments, & captagio pelas mitocdHndrias  “in

situ’,

Células previamente tratadas por 39 minutos com 25 mM  de
&§T7, entretanto, captam menoves guantidades de Ca™, e estocam este
cation  por  um  peviodo de  tempo menor  aque  as  oelulas controle,
liberando-o a seguir (Figura 248). O tratamento das células com 5 mM
de FMNU, nas mesmas condigBes, produziu um efeito similav ao obtido com

2% omM ode STZ, o gue evidencia uma maior poténcia de agBo desta droga

(Figura 2480).

A homeostase do Ca’? reflete um estado dinfmico de Ffluxo
desss fon atrvaves das membranas plasmatica, do rveticulo sndoplasmidtico
g mitocondrial. Alguns estudos vecentes mostram que a aglo tdxica de
varios agentes estd associada & producio de altevaegdes no transporte
de cdlcio mitocondyial, com consequente desequilibrio da homeostase

desse 1on no meio intracelular(NICOTERA € col, 1i98%9).

Mossons resultados mostram, pela primeiva vesr, que 0% agentes
alguilantes MNU = STZ alteram a homeostase do cdlcio em células V79, e

aque a MNU é mais efetiva aue a 5TZ.
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As  medidas da velocidade de consumo de oxigénio por células
Y7o  permeabilizadas, tendo succinato como substrato oxiddvel, mostram
um  efeito diferencial destas toxinas sobre sses processo (Figura 220
0 pré-tratamento das célulag com 25 mM de 8TZ levouw a um aumento da
velocidade de consumo de oxigdnio no estado 4 (Figura 22BR), indicando
i desacop lamento dns  processos  de  respivacio e fostorilagio
oxidativa. 0  tratamento com 5 mb de WMNU produziu uma  ativagfo mais
intensa do consumo de oxigénio (Figura 22a), indicando que este agente

alauilants ¢ um desacoplador mais potente gue a STZ.

0 fato da MNU mostvar-se mais efetiva ao nivel das  fungdes
mitocondriais das células VPP esetd em concordincia com  sux  maior

gficdcia na inducgio de mortalidade nestas cdlulas.

Nossos resultados  sugerem, porvtanto, gue altevagies das
fungdes maitocondy iRis induzidas  por  S8TZ =& HMNU parecem aatar
relacionadas com os efeitos toxicos destes alauwilantes em cdlulas V79,
Tais alteragbes podeviam resultar de uma aglo destas toxinas ao nivel
da membrana interna mitmamndrialj causando alteragfes estruturais, gus
por  suma vez, produziviam altevagdes ao nivel do transporte de calcoio.
Modificactes do potencial de membrana, vesultantes da desestrubtwacio
da membrana intevrna, poderiam causay altevagtes do  tvransporte de

glétvons € da Fosforilacio oxidativa.

Fosa  hipoatese encontya apoio nos tvabalhos de HOLKE & o©ol,

{19858 ETRE- estudando os efeitos toxicos de  um novo agent s



&1

quimioteriapico, um complexo de coordenacBo com owro, mostraram  a
indugdo de alterag8es de funegles mitocondviais, decorventes de um
colapso o potencial da  membrana interna, inlnll i consequentes
desacoplamento da  fosforilaglo oxidativa., Em rvelagfo & 8TZ, Ja ha
muito  tempo se havia demonstrado gue sua aclo em ilhotas pancreaticas
satava associada A uma aueda nas concentragdes de ATP (GUNNARSSOMN e
col, 1974, Entretanto, somente vecentemente, (WILSON e col, 19880 se
levantouw uma hipotese explicando a velagfo entre a queda dos niveis de
ATF e o efeito tdwico da STZ em células beta. Esses autores
demonstrarvam  aue a  8TZ tem » propvisdade de produzir metilagio de
proteinas  com grande eficiéncia em células beta, tal gue a razio de
metilagio proteinas/DNa nestas  células € bem maior aue em  células

resistentes & STZ.

Com  base nos resultados acima, fol provosto que os efeitos
toxicos da 8STZ em células bets rvesultarviam ds  sua  capacidade  de
produzivy  alguilagdes ndo s no DNA, mas também em certas proteinas-

chave, como por exemplo, snzimas ativas na sintese do ATF. A queda nos

niveis intracelulares de ATF, associadsa & inibi¢fo de sintese de NaD,
seria critica para 2 sobrevivéncia celular.

Fessa hipdtese nos levou a pensar que, sendo as células Hela
particularmente sensiveis aos efeitos toxicos da S8TZ, tambeém podeviam
ser susceptiveds A uma taxa de metilacio slevada de proteinas. Esaa

idgin nos abre perspectivas intevessantes de continuwidade do tvabalho,
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na  pusca de uma explicacio das diferengas observadas nas células

humanas & de roedoves.

g  dmpovtante lembrar que a proposta de WILSON 2 col, (1988
nio foid ainda comprovada  experimentalmente. Lima possibilidade
intevessante de  abordd-~la servis atvravés da andlise das  fungdes

mitocondriais de células beta expostas a 5T7.

ficveditamos  gque esses  @studos possam contribuily  para o
geclarecimento do mecanismo molecular de induglo de  diabste por

estreptozotocina.



VI. RESUMO

A estreptozotocina € uma nitvosoamida de ocovvéncia natural
aue btem sido lavgamente utilizada como indutora de diabete em animais

experimentais,

Fstudos sobre o mecanismo de acfo da STZ spontam o INA como
alvo molecular de  seus efedtos, pela sus reatividade como  agente
alauilante. Agentess alguilantes $i8o capazes de induzir uma vesposta
adaptativa em  bactérias ¢ &m alaguns tipos de cédlulas de  mamiferos.
Isso nos levow a pesauisar os efeitos da 8TZ na taxa de sintese do [DNA
de células de mamiferos {(Fibroblastos de hamster ohinds, Tinhagem
MPSY . A B8TZ inibiu a taxa de incorporacho de timidina~%H em cdlulas

VP79 de maneirva dependente de dose.

Realizando-se um btratamento com doses parceladas (0,38 mM e
14,9 mM) observou-se um aumento estatisticamente significativo (teste
de Kruskall-Wallis) da  dncovporvacio de timidina-=H em velagio  aos
valoves obtidos para  a dose toxdics de £4,9  md. Eates rvesultados
indicam gue & ST, similarmente a oubtros agentes alaouilantes, & capaz

de dnduziv uma vesposta adaptativa em fTibroblastos V79,

Analisando  tambdm os efeitos da 872 sobre a tawxa de sintese
de [MNA na linhagem celular bhumana Hela, observamos um padrfo diferente

de inibigho quandn  comparado A Tinhagem Y79, “s CUYVES de
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VII. SUMMARY

Strveptorotocin 18 a naturally occuring nitvosoamide that has
been exbtensively wsed as diabetes inducer in experimental animal

meodsels . Studies at the moleculay level indicated the INA as the major

tavget of 8TZ, because of ite alikylation propeviies.

Itra  known that alkylating agents  induces an  adaptive
responss in bacterias and in some mammaiian cell lines. This led us to
investigats the esffects of STZ on DNA synthesis rate in  VZ79
fibroblastse. &T7 dinkibited timidine-2H uptake in this cell line in  a
doge  dependent mannesr . In & split-dose protocol (&,38 mM and 11,¢ mM)

vate when compaved to  that

we  obsevved an inorease in DNA suntbhe
For  the highey dosg treatment only. Although this increase in DNA
synthesis rvate i1s small it was repvoducibly found and statisitically
significant (Kruskall-Wallis test). These results show that 8TZ,
asimilariy  to other alkulating agents, induces an adaptive vesponse in
Ure cells.

Im compavison to VW9 cells, Hela human cell line showed a

[

different DNA synthesis inhibition pattern: at the same concentration,

STZ showsd o be & mach move potent toxin to UF9 cells.

Determinations of cellular  survival capacity to ST

v

treatment showed, howevey , an absence of parvallelism between both
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wffects, the Hela oells being more susceptible to the 572 lethal
efdect  than Y79 one. These vesults indicate that ST towxicity disn’'t
execlusiveliy related with DNA and, therefore, alkuelation in  targets

other than DNA may be involved on the STZ toxicity mechanism.

Fesides, we observed bthat, din compavison to 53TZ, the naon-
drabetogenic analogue  MNU, srowsd to be a move pobtent ftoxin to UP9
cells.  However, the DRA sunthesis dnhibition patterns of both drugs
were not much diffevent to support the view that the DNA dis the unigue

targelt for their toxic action.

With the aim to determine wether the mitochondria could be
another  targest for S5TZ or HMRU inducing ocell killing, we analysed the
eftects of both drugs  din mitochondria  Yin sitw”  of digitondin-e
permeabilized V79 oells. Determination of Ca*t Flux and oxygen
consumption  have indicated that these drugs increasse the pevmeability
of  the dnner  membrane of mitochondria. The order of mitochondria
susceprtibility  to MNU was markedly highev than to 8TZ, in accorvdance

to thedr killing effects.

The results of the present studies provide an alternative
For  the toxic action of 5TZ and MNU, suggesting that besides DN&
gdamage, injuries  to mitochondria could exert a critical role din  the
citotoxicity of these nitroso coumpounds and dn the diabestogenic

action of 871
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