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i. INTRODUGCED

o oxigénio livre apareceu na atmosfera terrestre ha
aproximadamente doils biihBes de anos, paralelamente & evoiugao de
organismos futossintetizadores;ﬁ evolugio de organismos aeréabicos
foli favorecida pelas vantagens energéticas decorrentes da
utitizagdo do oxigénio como acepter final de elétrons. No
entanto, a presenca de oxlgénio Intracelularmente possibiltitou a
ocorréncia de reagdes de oxiredugdo deletérias entre os radicals
de oxigénio e as biomoiéculas organicas. A medida que a
concentra¢adao de oxigénio aumentava na atmasfgra, a mateéria
organica foi sendo exposta aos seus efeitos deietérios, ievando a
ums pressao seletiva para o desenvolivimento de mecanismos de
defesa oque pudessem viabilizar a vida em aerobiose ( HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1985 3.

0s organismos aerdobicos encontram-se diante de uma situacac
paradoxal: @ao mesmo tempo que dependem do oxigénio para obtengdo
&e energia, sh 0o fazem em func¢i30 da presen¢s de mecanismos de
defesa gque possibilitem enfrentar seus efeitos deletérios. A
faixa estreita de seguran¢a a que estaoc submetidos pode ser
itustrada peloc exempio de que o5 mamiferos nao sobrevivem a uma
concentracio de oxigénio da ordem de 10 vezes superior a presente
no ar ( FRIDOVICH, 1876 ). Nos organismes anaerobicos, @&
exposi¢cso a concentragdes de oxigénio inferiores a do ar & letal,

Ia que estes nao apresentam mecanismos de gefesa contra 8

sXxigénio.
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Acredita-se atuasimente que & toxicidade resultante de uma
situagio de hiperbxia seja decorrente da producdo de espeacies
reativas de oxigénio (ERO) em concentragcies superiores as
encontradas fisiologicamente, de forma que o008 mecanismos de
defesa celulares sejam incapazes de inativar essas espécies
JAMIESON, 1888 ).

Os efeltos das ERO0 nes sistemas biolégicos foram
investigados inicialmente a partir dos estudos dos efeltos
deletérios da radiacgso ionizante. DEWEY (1860) verificou que na
presenca de oxigénlo @& dose letal de radiagdo ionjzante para
céiulas corresponde a um terco daqueia necessaria para produzir
efeito simiiar na auséncla de oxigénio ( JAMIESON, 13889).

A partir dos estudos da agdo da radiacdo ionizante
GERSCHMANN & colaboradores (1954) propuseram gue o dano celular
causado pela radiacio ionizante e por concentragioes toéxicas de
oxigénio era decorrente de um mecanismo em comum : a produgao de
espécies reativas de oxigénio ( JAMIESON, 1888).

0 dano oxidativo causado nos sistemas bioldgicos  #
decorrente de processos degenerativos em todas as macromoléculas
celulares, comoe por exemplo proteinas, lipideos, carbohidratos e
4cidos nucléicos ( SIES, 1885).

Este estudo constitue um modelo biogquimico para 8
compreensSo dos mecanismos molecuiares envolvidos na toxicidade
do oxigénio. Temos como objetivo mais amplo investigar ©0s eventos
citotéxicos decorrentes da presenga de ERO.

0 ponto de partida deste trabalho foram os estudos pioneiros

realizados por MENEGHIN| e colaboradodes sobre a ianvestiga¢do do
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efelte do peroxido de hidrogénio nos sistemas biolbgicos
( HOFFMANN & MENEGHINI, 1879 e MENEGHINI & HOFFMANN, 1880 ). Estes
estudos estabeteceram o efeito genotéxico do peroxido de
hidrogénio, assim como a dependéncia de componentes celulares
para a sua ocorrénclia. 0s efelitos genotéxicos foram relacionados
3 presen¢ga do radical hidroxila (DH-) , indicando uma ag¢ao do
peréxido de hidrogénio mimética a da radiacio ionizante.

1] objetivo deste trabalho fol estudar @& acao da
tetrahidroxiquinona (THQ) em céiulas fibroblasticas da Ilinhagem
V78. As quinonas tém despertado um grande interesse na atualidade
em vista de serem amplamente distribuidas na natureza, e de
constituirem o segunde maior grupo de compostos antitumorais
aprovados para usc clinico nos Estados Unidos ( BRUNMARK &
CADENAS, 198B8 e POWIS,1888).

Ainda n30 est3oc bem estabeiecidos os mecanismos envolvidos
na ac3o cltotéxica das guinonas, Dentre 0s possiveis eventos
bioquimicos estudados encontra-se a propriedade de quinonas em
sofrer ciclo redox com formagio de espécies reativas de oxigénio
e radical semiguinona. A ag30 seietiva de quinonas antitumorais
tem sido relacionada a deficiéncia de mecanismes antioxidantes
nas célutas tumorals ( POWIS, 1988).

£ dentro deste contexto gque prctendemos ampiiar 0s
conhecimentos basicos reiativos aos mecanismos envolvidgos na agao
citotéxica de quinonas, buscando estabelecer os alves celulares
de sua agao e a participacao de ERO nos efeitos observados.
Enfocamos o ONA ceiutlar como alvo de ag&o da THY, e

principaimente ¢ processc de sua repiica¢ao semiconservativa.



1. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E SEUS EFEITOS DELETERIDS.

0 oxigénio molecular em seu estado fundamental possue dois
elétrons desemparelhados de mesmo spin. Esta forma triptete impbe
restricbes & tranferéncia de elétrons, }& que a maioria das
motéculas encontram—se na forma singlete ( spins contrarios).
Consequentemente, © oxigénio acelta preferenciaimente a redu¢so
monoeletrénica, sendo pouco reativo com espécies nio radicalares.

Ds Intermediarios da redugdo ménceietranica do oxigénio sao
espéacies radicalares, @8 4quals apresentam uma reatividade
aumentada em relagio ao oxigénio molecular, sendo por is8s0
denominadas de espécies reativas de oxigénio ou ERD ( HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 18B5). S30 consideradas como especies reativas de
oxigénio o3 seguintes tipos moleculares: radical anion superaxido
(ep™)  ,radtcal hidroxila (OH-), oxigénlo singlete (pp1y e
perbxido de hidrogénio (Hp0p). Estes dois Gltimos embora nac
sejam espécies radicalares s&o incluidos como ERO uma vez que 0
0,7 & wuma moltecuia de oxigénio com reatividade aumentada, ¢ O
Hp0p uma molécula que devido a sua instabilidade leva oquase
sempre & formagio das espécies anterjores.

A inversao de spin de um elétron do oxigénio molecular dsa
origem ao oxigénio singlete, o qual possue propriedades oxidantes
sumentadas em decorréncia do desaparecimento das restrigdes 3
tranferéncia de elétrons.

A reducio monoeletrdnica do oxigénio leva a formagdo dos

seguintes intermediarios:
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t+e + _te +e” . *+e
02 027 v~ H202 “ﬁ*mg\—g- OH HF H0
Ho0
A formagio de ERO nos sistemas biolbdgices envolve 8

participagao de metais de transig¢do, uma vez gue estes possuem &
propriedade de participar de reagbes de pxiredugao
monoeletrénicas ( AUST & col.,1885). A reagao de Fenton (i), por
exemplo, considerada uma rea¢io de Importdncia nos sistemas

»

bioitégicos leva & forma¢so de OH-.

Fe2t + Hp0p — = OH' + OH™ + Fe>t (1)

0 ferro possue agul uma funcdo catalizadora, podendo ser
novamente reduzido por espécies radicatares como o radical anion
syperoxido ou por redutores celulares. A reagao entre o Op~ €

Ho0o catalizada por ferro & conhecida como reagao de Harber Welss

(b1

Fe3* + 0y —= Fe?* + 0,

Fe?* + H,0,—=OH' + OH™ + Fe°*

05"+ Hp Op—0OH  + OH™ + Op (11)
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0 027 & uma espécie muito reativa em ambientes hidrofabicos,
¢ pouco reativa em sclucies aguesas. Nestas ele sofre dismutacao

esponténea (111) com formagio de peréaxido de hidrogénio.

+

HoO2 + Oz (111

0 HpDz & também um oxidante fraco. O radical hidroxilta, por
sua vez, & uma espécie muito reativa, reagindc em uma distancia
de 1 a 5 diametros molecuiares do seu local de formagao ( PRYOR,
1988). Esta propriedade faz com que sua presenga ~tenha sido
considerada o evento mais critico de toxicidade do oxigénio
( JAMIESON & col.,1888).

As ERO s3o formadas nas células tanto através de Pprocessos

fisiolbgicos come pela participacao de espécies exdgenas. 0 0p~ @
formado em todas as células aerdbicas durante seu metabolismo
( FRIDOVICH, 1878). Por exempio, ele parece ser formado no
intertor da mitocdndria como um desvio da cadeia transportadors
de elétrons (CADENAS & col.,18B4). Verifica-se também a liberagao
de 0z~ durante o surto respiratério de macréfagos estimuiados
(BAEHNER & col,188B2), e como produto de varias enzimas oxidativas
comp por exempio a xantina oxidase.

A descoberta da enzima superidxido dismutase (S0D) ( MCGCORD &
FRIDOVICH, 1869) impuisionou a teoria de que o O0p" seria um
radical fislolégico de Iimportdncia na toxicidade do oxigénio, &€
gque tal enzima deveria ter uma funcdo protetora nas células.

O0s mecanismos celulares de prote¢dc contra as ERO incluem

putras enzimas antioxidantes e também alguns componentes
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cetulares de baixoe peso molecular ( HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1985). Dentre as enzimas encontram—se & catalase e glutationa
peroxidase, as quais catalizam a degradagdc do HpOp, além de
outras que participam indiretamente de mecanismos antioxidantes.
Dentre o©s componentes celulares com fun¢do antioxidante estio
por exemplo, @ glutationa, o acido ascérbico e o <-tocoferol.

SIES (18B5) definiu ums situacio de estresse oxidative

quando gcorre um desiquilibrio no balango entre espécies pro e

antioxidantes, em favor das primeiras. ¢ dano oXxidative
decorrente "de estresse esta assoclade & lesgtes em varios
componentes celulares como &cidos nucléicos, proteinas, lipideos,

gcarbohidratos, etc.

Uma série de mecanismos potenciaimente toxicos san
desencadeados gquando as céjulas si&o expostas a agentes que levam
aso estresse oxidative. Incluem—se alteragoes no equilibrio
oxiredutor ceiular, deple¢do de tidis, peroxidacdo de lipideos,
alteracGes na homeostase do GaSt intracelular e lesdes no DNA
{ BELLOMO & coi., 18987 ; VIDELA & FERNANDEZ, 1888 e MENEGHINI,
1988 ).

A glutationa (GSH) tem fun¢doc antioxidante participando como
redutore nc metaboiismo do HpOp e de hidroperdxidos orgdnicos
{ ORRENIUS & MOLDEUS, 1884). A redu¢ido das glutationa disulfidrica

(G556 de voita a GSH & felts peta glutationa redutase com

consumo de NADPH.
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Durante o estresse oxidativo as céluias tendem 2 eliminar o

EXCEes880 de GSSG6,. a fim de evitar o8 efeltos deieterios

decorrentes de seu acamulo. Como consequéncia ocorre @ deplec¢ao
do "pool”™ de glutationa intraceiular,

Os principais mecanismos responsaveis pelo transporte de
tact através de membranas cetulares sio dependentes da homeostase
de grupos tibdls de proteinas ( ORRENIUS & «col.,b1883). Segundo
estes autores, a oxidag8o e/ou liga¢so destes grupos podem levar
& ipnativacgso de mecanismos reguladores da compartimentaiizagdo do
CaB* cetular, e a alteracbes nos nivels de GCaCt citossélico. O
aumento da concentracio de GaZt citossélico ativa enzimas Ga®*t
dependentes como fosfoiipases, proteases, endonuclieases,
ccasionande danos irreversiveis, 0s quais podem resultar nos
efeitos téxicos decorrentes do estresse oxidativo ( NICOTERA &
col.,1886).

A peroxidagio de iipfdeos nas membranas bioldgicas tem sido
enfocada como um evento importante na toxicidade de espécies
reativas de oxigénto < HORTON & FA!RHURST, 18B7). 0 OH- & um
radical capaz de iniciar o processo de peroxidagao, levando a
alteragBes estruturais de membrana ( TAPPEL, 1973) e & producao
de compostos intermediarios potencialmente téxicos ( VAGA & col.
,1988). Entre estes incluem—se 08 radicals jipidicos gerados na
etape de propagagdo, e compostos aldeidicos produtos do processo
de lipoperoxidagdo. Fstes compostos parecem interagir com ¢ DNA,
evidenciando uma passivel correlagao entre o evento da
peroxidagho e os processos de mutagénese & carcinogénese ( VAGA &

col.,1888).
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As espécies reativas de oxigénio estdo também envoividas nos
eventos citotaxicos decorrentes de varias condicdes patologicas.
Temos, por exempio, © danp Isquémice, Inflamacdo, artrite, e
cancér ¢ HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989 ; PRYOR, 18868 e CADENAS,
1989). O processo de envethecimento também tem sido atribuido 3

uma acio téxica gradativa do oxigénio ( PRYOR,1888).

2. AgX0 DAS ERO SOBRE 0 DNa.

0 DNA constitue um alvo importante dos efelitos deletérios da
radiagso lonizante ( FRIEDBERG, 1985). Os mecanismos envolvidos
na acao genotéxica da radiacio ionizante té&m sido assoclados a
eventos mutagénicos e carcinogénicos ( SCHULTE-FROHLINDE & VON
SONNTAG, 18B5).0 efeito da radia¢ao ionizante & atribuido a
somatéria dos eventos decorrentes de uma agdc direta de radiagao
sobre moléculas alvo come o DNA, e da a¢do indireta de espécies
reativas de oxigénio formadas a partir do evento da radidglise da
agua ¢ HUTCHINSON, 13985). Dentre estas encontra-se o radical
hidgroxiia, considerado o radical gue mais reage com o DNA nos
sistemas bioldgicos ( PRYOR, 1888).

A partir do estabelecimentc da formacac de espécies reativas
de oxigénio nos sistemas biolégicos através de mecanismos
diferentes da radia¢do ionizante, houve um grande interesse no
estude d& agao dessas espécies sobre o DNA. Radicais gerados

durante o metabolismo celular tém sido consgiderados como

possivels fatores envolvidos nos eventos de mutagénese e
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carcinpgénese espontdneos ( HSIE & col., 189B6 e ZIMMECRMAN &
CERUTT!, 1884). Adlcicnalmente, a ag¢ip toxica de substéncias
geradoras de ERO tem sido associada aos seus efeitos genotoxicos.

Sabe-se gque a8 ERD tém efeltos deletérios sobre o DNA
purificade ¢ DEMPLE & LINN, 18B2) e sobre o DNA de células
procariéticas e eucarioticas ( IMLAY & col.,1988 e HOFFMANN &
MENEGHIN!, 1878)., Este assunto foi revisado recentemente por
MENEGHINI (1888).

0 efeito téxico do perdxido de hidrogénio sobre células em
cuitura foi correlacionado a producao de gquebras de fitas simples
{qfs) do DNA celular ( HOFFMANN & col.,1884a). Este efelto sobre
o DNA mostrou ser dependente de algum componente celular , uma
vez que nao ocorria com o DNA purificado ( MENEGHINI &
HOFFMANN, 18B0).

Entretante , num sistema gerador de &nion superoxido sao
detsctadas gfs no DNA purificado, as quais saoc protegidas na
presen¢a de catalase ( LESKD & col.,1880).

Estes dados, somados a baixa reatividade das espécies 0p" e
Hp0> Isocladamente sobre o DNA ( HUTCHINSON, 1885), foram tomados
come evidéncia da participacio do radical hidroxila na produgao
de qfs por essas espéecies. A produgdo dos radicais hidroxilias
através de uma Reagdo de Harber Weise catalizada por ferro, foi
evidenciada através da protec¢3o conferida por quelantes de ferro
¢ sequestradores de radicals OH- ( MENEGHINI & HOFFMANN, 1380:
MELLO-FILHO & MENEGHIN!, 18984 e 1888 ), assim como da
potencializagaoe do efeito por inibidores da S0D celular

(MELLO-FiLHO, 1888).
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A aita reatividade do0 OH- aliado & enorme quantidade d¢
rmolécutas organicas existentes nas células capazes de reagir com

essas espécies sugerem gue sua formagio deva ocorrer proxima &

S P -t

macromolécula alvo. Portanto, 8 ag3o genotéxica do HapOp e 027 via
Reagao de Fenton e Harber Weliss sugerem & proximidade do metal
catatizador ao DNA.

Ds metais de transigdo envolvidos nas reacoes radicalares
850 Iinsoldveis nas condigdes fisioldgicas. Admite—se que a maior
parte esteja compiexada & proteinas ou a componentes celulares
como citrate, ATP, GTP e putros fosfoésteres ( AUST & col.,1885).

Floyd & Lewis (18983) demonstraram a formagio de OH- peio compliexe

Fe2t nucleotidec e Hz0z ™in vitro". VILE e colaboradores (1387)
evidenciaram a participa¢so de ferro complexade ao citrato, ADP,
e ATP na catalize da Reag¢do de Fenton dirigida por radicais
orgénicos.

SHIRES (198B2) mostrou a existéncia de ferro complexado ao
DNA. MELLO-FIiLHO (188BB) realizou uma estimativa da quantidade de
ferro presente no nacieo de célutas em cultura, encontrande
quantidades significativas desses ions |igados a estruturas nao
nisténicas. O autor admite a possibilidade de 1iga¢ao dos ions

ferro aos fosfatos do DNA.

0s estudos relatados caracterizam ¢ mecanisme de &¢ac
envoivido nos efeitos genotoxicos decorrentes da presenga do

snion superdoxido e do perdxido de hidrogénio,



3. QUINONAS

As ' quinonas 650 compostos ampiamente distribuidos na
patureza, sendo encontradas em piantas superiores, fungos,
bactérias, e como participantes dos processos de Trespiragac
cefuiar e fotossintese ( SMITH & «c¢o!., 1885). Eias estdo
presentes tambam em varios poliuentes ambientais, sendo
encontradas por exemplo nas fumagas do clgarroc e da combustdo do
petriéleon.

Muitos estudos tém sido realizados no sentido de elucidar 08
papéis fisiolbdgicos de quinonas, assim como os? mecanismos
envoividos na sud a¢do téxica ( NOHL & col.,1886 e DRUNMARK &
GADENAS, 1888). o

Os estudos da acic citotéxica de gquinonas tém sldo
realizados através da utiliza¢do de quinonas exégenas. Existe um
grande jnteresse nesses estudos, uma vez gque as gquinonas
constituem 0 segundo mailor Srupo de agentes antitumorais
aprovados para uso clinico nos F.U.A. ( POWIS, 1989).

As atividades biolégica de gquinonas sioc atribuidas as suas
propriedades fisico quimicas,. Quinonas 830 dicetonas derivadas de
compostes aromatices, com propriedade de sofrer processos de
oxireducido reversiveis, assim como de participar de rea¢des de
adigio & grupos nucleofilicos ¢ BRURMARK & GADENAS, 1989,

A redu¢ao monoeletrdénica da agquinona forma o radical

semiguinena, © qual transfere o elétron recebldo para o oxigénio

rapidamente com formagido do &nion superoxide e da guineona
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oxidada. Estabele-se assim um cicio redox com formacao continua

de 0p7 ( SMITH & coi., 1885).

i g o
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QUINONA RADICAL HIDROCUINONA
SEMIGUINGNA

A redugdoc da gquinona ao radical semiquinona ocorre via
reagdes catalizadas por flavoenzimas e/ou via reacbes nao
enzimaticas. Incluem—se nestas a reducioc da quinona por redutores
celulares como @ glutationa e ascorbato ( SMITH & col., 188B5). O
radical semiquinona pode ainds ser formado & partir de reagbes de
oxiredugdo envolvendo & hidroquinona e radicais de oxigénio,
assim como pela rea¢gao de desproporcionamento entre a quinona ¢
nidroguinona ( POWIS, 1889).

A redugan bieletrdnica da quinona a hidroguinona
intracelularmente é catalizada por de quinona redutases. Este tem
sido considerado um possivel mecanismo de protegao, uma vez que a
conjugagio enzimatica de hidroquinonas a giucuronatos ou sulfatos
alteram as caracteristicas de hidrofobicidade das mesmas,
tornando-as mails hldrofilicas e consequentemente mais faciimente
excretaveis ( BRUNMARK & CADENAS, 18B89).

Varios estudos tém demonstrado ¢ efelto cltotéxico,
genotdéxico e mutagénico de quinonas ( BEGLEITER, 1885; LEWIS &
col.,1988 e CHESIS & coi.,1984), enfocande a formagio de espécies

reativas de oxigénio , via ciclo redox, como um evente importante

no mecanismo de agho desses compostos.
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gutras hipoteses alternativas tém sido investigadas sobre o
mecanismo da ag¢d0 citotoxica de quinonas, Por exemplo, &
menadiona f(naftoguinona) leva & uma depie¢do de giutationa
intraceiuiar anteriormente &4 manifestacdo de seuy efeito
citotéxico ( DIMONTE & col.,1884)., Esta deple¢dc pode ser
decorrente de rea¢des de oxida¢®o como também da formag¢ao de
adutos entre a quinona e glutationa ou grupos tiois de proteinas
{ ROSSI & col., 1888).

A menadiona promove também uma alteragdo da homeostase do
caBt intracelular, aumentando a concentragao de GCa®t citossélico
em hepatécitos isolados ( MOORE & coi.,1888).

Qutros mecanismos foram revisados por BRUNMARK & CADENAS
(1988). Todavia, 08 mecanismos responsaveis peio evento
citotéxico de quinonas n3o estdo compietamente elucidados. Varias
alteracdes biogquimicas foram detectadas, sem que ainda estejam

definides as relagbes de causa e efejito envolvidas.

4. TETRAHIDROXIQUINONA E SUAS PROPRIEDADES QUIMICAS.

] E,B,S,B-tetrah%dr&ximE,S“cic!nnaxadieno~1,QHdiona, (137}
tetrahidroxigquinona (THQ), & wumes benzogquinona com estrutursa
enediol simiiar & do sitio ativo da coenzima Q.

A adigio de grupos hidroxiis na p—benzoguinona tem como
consequéncia uma diminui¢do do seu potencial de reducas
aumentando @& sua velocidade de autooxidagdo em relagdo ao

composto parental sem substitul¢do ( BRUNMARK & CADENAS, 1888,
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& THO sofre autooxidagdo espontanea quando em condigtes

s¥figjolegicas, com forme¢3o de acido rodlzdénico (RDZ, forma

oxidada da THG ), e de radicais Intermediarios como 0O Snion

syperdpxido, o radical hidroxiia, radical semiquinona e peraxido

de hidrogénto ( HOFFMANN & col., 1987),( Vide esquema - abaixo).
. ,
HO on HO 0%,
2 =2 +a H® (i1
HO oH HO o®
D
o] O
HO o® HO 0* -
2 +20; — 2 i 207 {2
Ho o HO o
1 . 8
HO Coe . O ’ o
2 HD + + 0 — + HD (31
HO o2 HO
o
HO o HO Z0
wt+ $ HpOp —= +OH +HxC (4}
HO* ™ o9 HO 0

-OH + 0F 0, + OH® {51
o]
HO O #HO o
vl o= 4 HO (61
HO DH OHO o
o 0
THQ RDZ

A autooxidac¢ao de hidroguinonas em spiugdéo pode ogcorrer por

transferancia de um ou dois elétrons para o oxigénio motecular,

com forma¢hioc de Op™ ou HpOp respectivamente. A operdncia de um ou
outro mecanismo preferenciaimente dependerd da estabilidade do

complexo coiisional entre esses espécies ( BRUNMARK & GCADENAS,

1988).

0 Ha0z pode ser formado também pela oxida¢do da hidroquinona

pelo 0Dp”,ou pela reagdo de dismutagdo do Dp~.
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£ THQ tem sido utilizada em nosso laboratdrioco como um modeic
de estudo da& @a¢ho de espécies reativas de oxigénlo e do8
mecanismos enveividos na produ¢do de seus efeitos bilologicos.
Constitue uma molécula interessante pela sua simplicidade
estrutural gquando comparada a outras guinonas, assim como por
syas propriedades oxiredutoras. Ressalta-se também o fato de que
diferentemente de outras quinonas, os efeitos citotoxicos da THQ
independem da adig¢so de cofatores de flavoenzimas.
Em reilagdc & permeabilidade da THQ na membrana celular,
SERIS & BRU (1862) mostraram gue ela atravessa a membrana celular
de leveduras, sugerindo a inexisténcia de barreiras de

permeabilidade.



1. MATERIAL E METODOS

1. GELULAS: LINHAGEM UTILIZADA E GULTIVOD.

A linhagem celular utilizada foi um clone da V739 designado
M8, proveniente do laboratérie do Dr. Rogérie Meneghini da
iniversidade FEstadua! de S3o0 Paulo. S0 células fibroblasticas
originadas de puim3o de hamster chinés que crescem aderidas a
um substrato sélido e tém um ciclo celular de aproximadamente 12
horas.

As células sdo cultivadas em garrafas de vidro, em meio de
cultura DMEM ( Meioc de Eagle modificado por Dulbecco) acrescido
de 10% (v/v) de séro fetal bovino , 1,2 g/1 de NaHGO3, penicilina
( 100 wug/ml ) e de suifato de estreptomicina ( 100 ug/mi’ ). A
incybag3o das céluias & feita a temperatura de 370G , no escuro,
e sob atmosfera amida contendo 5% de GOp. A manutengao das
culturas & feita por subcultives periddicos, em condigbes de
semiconfluéncia , descolando—-se as célutas com tripsina (0,05 %

p/v) e transferindo—as para uma garrafa nova em menor densidade,

2. REAGENTES F SOLUGBES : PROGEDENCIA, PREPARO E DOSAGEM.
gs reagentes utilizados possuem grau de pureza anpalitico

(P.A.).

-icido Tricloroacético ( Reagen ) 5% (p/v).
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-Benzoato de S6dioc ( Cario Erbg ) PM = 144,11

~Catalase de figado bovino ( Sigma ) 20008 U/mg . A atividade
enzimatica fFol determinada através do procedimento da Sigma
Chemical Gompany, onde 1 unidade decompde 1 umol de HpDp por
minuto (pH 7.0, 25°C ), quando a concentrac¢ao de H-0z cai de
10.3 para 8.2 umoi/mi na mistura de reac¢ao. Utillizou-se uma
solugdo de HoDz com A240 de aproximadamente 0.52. Apés a adigao
da enzima cronometrou—-se o tempo de decréscimo da A240 de 0.45

para D.40, que corresponde & decomposigio de 3.45 umoies de HpOp.

-Soguetel de Cintitacdo PPD/POPOP ( New England Nuciear ). PPO =

<. 0 g/1 e POPOP = 0.1 g/1 em toluenc ( Ecibra ).

-pesferal ¢ Desferrioxamine mesyliated) ( GIBA GEIGY ) PM = 560,71

~Digitonina { Sigma ) PM = 1228,3. Solugdo estoque em

dimetilformamida. Estocada em freezer.

~DMEM, Meio de Eagle Modificsdoe por Duibecco, com glutamina

{ intertab) pH 7.0.

-EDTA, Sal Dissbdico do Acido etiienodiaminotetraacetico { Sigma’

PM = 372.2%

-Etiteno Glicol ( J4.T.Baker ) PM = 63,07 d=1,111
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-o—- Fenantrolina (1,10-fenantroiina) ( Merck) PM = 188.,£3

~-Hidréxido de Sodio ( Merck) PM = 40,0

~-Manitot ( Carlo Erba > PM = 1B2.,12

~-Peroxidase de HRabansete (HRP)Y ( Sigma, Tipo VI) PM = 40.000,

Eqgg nm = 102.000 M~1 em™7,

~perhxido de Hidrogénio 30% (Ecibral). As dosagens do perbdoxido de
nidrogénio foram feitas segundo 0 método de COTTON & DUNFORD
¢(1973), através de sua reagao com o jodeto na presenga de
peroxidase, @a qual! & seguida espectroscopicamente. 0 ensaio de
2.0 m! continha O0.2 ml da solugdo de perdxido de hidrogénio,
peroxidase de rabanete 0.5x16°8 M, KI 0.05 M & tamp&o acetato O.1
M, pH 3.8. 0 ditimo componente adicionado ac ensaio foi o Ki na
forma soétida. Apds a adi¢do do KI media-se a absorgdc do iodo

formado @ 353 nm ( E = 2.55 x 10% M™1 ¢m™') contra um branco sem

Kil.

~Sacarose ¢ Quimis 3.

~TampSo Salina Fosfateo ( PBS-A): NaG! (Reagen) 137 mM, KCI
(Riedel de Haen AG), NapHPDgq ( Sigma) B.1 mM e KHPO4 (Ecibra)

1.47 mM. pH = 7.2-7.4. PBS~Ca®t: PBS-2 + 1 mM CaClz (Merck),

-S&re Fetatl Bovino ( Cuttilab)
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~-Superaxido Dismutase de eritrocite bovino. (5igma) 3100 U/mg.
Foi feita uma avaliacho gualitativa da atividade enz.imatica da
sob, peto método de MARAL e colaboradores {1877), através da
deteccao de inibigdo da redu¢doc do azul de nitro~-tetrazdlio
( Nitroblue Tetrazoillum, NBT) pelo 0p” gerado na reoxidacdo da
ribaefiavinsa fotoreduzida. Os ensalos continham: vriboflavina
(4.0ug/ml ' Sigma ), triptofano (160Dug/mi, Sigma 3, NBT
(2,5x107%M,Sigma), PBS-A e 500 (10ug/mi). Esta ditima ndo foi
adicionada nos ensailos contrdle. As spoiugdes foram irradiadas em
placa de vidro com luz fluorescente { bulbo GE tipo FBTS W),
fixgda & 5 cm de altura do fundo da placa, € pré aquecida por 10
minutos. Controles nao irradiados foram mangidos ne escuro. A
cade tempo escolhide de irradiacdo fez~se uma leitura da
absor¢3o0 & 580 nm de aliquotas das solugbes |rradiadas contra um

branco sem irradiar.

~Timidina Tritiada (3H-Tdr) (DuPont, NEN Products) 50~-80 Ci/mmoi.

-Tigurdia (J.T.Baker) PM = 7B6,1&8

~-Tripsina (Difco 1:260) 0.05% (p/v) em PBS-A contendo TmM de

EDTA.

—Tetrahydroxy-1,4 benzoquinone (Sigma) PM = 172.,1
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3. MEDIDA DO EFEITO HEMOLITICO DA THO.

Este ensajo avgiila o efeito litico do composto sobre
hemacias humanas, através da quantifica¢do da hemoglobina
tiberace apds o tratamento em retacio a um controle onde a lise &
total (SHEETS & col., 18958).

0s ensaios tforam realizados com um "pooi”™ de hemacias obtido
de amostras de sangue periférico de quatro doadores.Ap6s a colets
de sangue na présenca de heparina ( 500 U/ml), procedeu—se a
layagem de 5,0 mi de cada amostra da seguinte maneira,
-gcentrifugag¢io a 2000 RPM por 5§ minutos a 50C, descartando-se ¢
sobrenadante.

-Resuspensiaoc do precipitado em 2,5 mi de salina 0,8% . Agitagao
suyave. Gentrifugagdo a 2000 RPM por 5 minutes a 50C, descartando-
sg0 sohrenadante,

-{dem anterior.

~Resuspensido do precipitado em 3,0 mi de saiina 0,8%. Agitagao
suave. Centrifugagiaec a 2500 APM por 10 minutos, descartamdo—se o
sobrenadante. |

-Dijuigdo 1:1 do volume do precipitado de hemacias em salina
D,9%. Suave agitagdo para obtencdo da papa de hemacias , & qual

foi manticda a 49C.

ENSALD:

Fpi Ffeitoe um "pool” de hemacias misturando—se a papa dos
quatro doadores. O ensaio foi realizado com 50 ul do "pooi”™ de

heméacias num votume final de 2,5 ml. O controle de 0% de hemblise



foi tratado em saiina 0,8% e o 100% em salina D,1%. Fez—se um
branco para cada dose de THQ, sem hemécias.

Dispensou—-se @& salina 0,9% nos tubos e adicionogu-se 50 ui
do T"pool™ de hemacias. Fez—se a dissolucdo da THO ( solugdo
estogue 1mM) em salina 0,9%, no escuro. Adicionou—-se volumes
variaveis dests solugdo, segundo a concentra¢ao final! desejada.
Agltou—se 0S8 tubos suavemente, incubando-os por 15 minutos @
370C.

Apbs o tratamento os tubos foram centrifugades por 10
minutes a 2500 RPM ( 20 9C). Foi feita entdoc a iejtura de

absorbancia dos scbrenadantes & HB76 nm.

4. DETECGAD DE QUEBRAS DE FiITAS SIMPLES NO DNA CELULAR.

& determinagio da formagao de quebras no DNA celular foi
feita como descrito previamente ( HOFFMANN ,1878).

A .marcagdo isotdpica do DNA celular fe! feita Incubando—se
células em fase exponencial de crescimento com meio contendo
timiding tritiada (3H-Tdr) durante 24 horas (1uCi/mi, 50-80
ci/mi). A sequir plaguecu—se 5x10° céiutas por piaca de 5,0 cm de
diametro, e tratou—-se as céifulas 15 horas zrds o plaqueamento. As
céluias foram entao lavadas duas vezes com pBS-Cac*t e Iisadas com
meio de lise {( NaDH 0,3 M, NaG! 1 M e EDTA 10mM ) por uma hora a
370C. Aliquotas de 150 ul foram aplicadas no topo de gradientes
alcalinos de sacarose de 4,5 ml ( 5 a 20 % de sacarcse (p/v) em

0,3 M de NaOH, 1 M NaGl e 0,07 M de EDTA?. Os gradientes foram
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centrifugados em Rotor Spinco SW g5 por 120 minutos & 25000 APM,
209G, numa centrifuga Beckman modelo L-5. Apbs a corrida coletou~
se as fragoes ( 27-30 / gradiente ) a partir do fundo do tubo
sopre tiras de papeil Whatman nd 17, segundo © procedimento de
CARRIER & SETLOW (1871). A radicatividade de cada fracac fol
determinada por cintilagdo i1iquida, em 5,0 mli de coquetel de

cintila¢ao PPO/POPOP.

§. MED!CA DA TAXA DE SINTESE RO DNA.

A gquantidade de timidina tritiada (3H-Tdr) incorperada no
material celular &cido insolavel foi utilizada como medida da
atividade de sintese de DNA.

Cétulas em fase exponencial de crescimento (48 horas apos o©
plagueamento) foram expostas ao tratamento indicado na legenda
das figuras. 0s plagqueamentos foram feitos em placas de 5,0 cm dge
dismetrv ¢ 2x105 céi/placa ) ou de 3,5 cm ( 1x10% cél/placa ).
Apés o tratamento as célutas foram lavadas duas vezes com PBS~—
ca2t e incubadas em meio de cultura compieto por um periodo de
recuperacso de 90 minutos. Em seguida as células foram incubadas
em meio contendo 3H-Tdr ¢ 5 & 10 uGi/mi ) por um periodo de
marcacio de 30 minutos. As células foram entdo lavadas com PBS—
caSt gelado duas vezes, fixadas com &acido tricloroacético (TGA)
5% gelado por S5 minutos, ¢€ {avadas duas vezes com etanol gelado.
Apbts a secagem Uas ptacas ao ar foi feita a tise celular com 1 oU

0.5 ml (place de 5 ou 3,5 c¢m de diametro respectivamente) de NaOH
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p,5 ™M durante uma hora. Aligquotas de 100 ul de cada [lisado
cetular foram aplicadas em papel Whatman n® 17 ( 1,5.X 1,8 cm) em
dupticata, sendo posteriormente precipitadas com TGCA geiado 5%, €
lavadas duas vezes com etanol e uma vez com acetona gelados. Os
papéis foram secados em estufa e procedeu—se & medida de
radicatividade: de cads amostra em 5,0 ml de coguetel ge
cintilagio PPO-POPOP. Uma aliquota de 100 ul go lisade celufar
foi utilizada para leltura de absorbincia a 280 nm. A razao entre
a radloatividade e absorbéncia de cada amostra foli tomada como
express®o da taxa de sintese do DNA (GPM/A260).0s dados foram
expressgs em porcentagem relativa a sintese do controle ¢ 100% 12,
o quat foi exposto somente ao tampao. R
0os resultados foram obtidos a partir de dois ekper;mentos
indepencentes ( realizados em triplicata), sendo apresentada a

média das porcentagens de sintese e © desvio da media de cada

trataménto.

5. DETERMINAGAO DD PEROGXIDO DE rIDROGENIO EM SOLUGYES DE THQ

POR QUIMIOLUMINESGENGCHA.

0 objetive desta determina¢io fol a detecgdo de uma variagao
da concentracaoc de peréxido de hidrogénio na solug¢do de THQ apos
intervalos crescentes de sua estocagem.

Seguiu—se o método proposte por TOLEDOD & colaboradores
( 1980), onde os compostos | e 11 da peroxidase sdc reduzidos por

estados excitados da molécula de eosina, gerados por
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transferéncia ¢e energis das especies excitadas para a ecsina em
excesso. =

U ensaioc @& 4,0 mi realizado num vidro de cintitagdo em
tamp3o fosfato ¢ 0.1 M, pH B.2) continha: 0.5 mM EDTA, eosina 4.5
x 10-5 M, e 10 u! de uma solugioc de THQ 0,5 mM estocada a 25 °C e
noe escuro. Os valores de quimioluminescéncia de amostra foram
obtidoe num contador de cintilagdo liquida, com o circuito de
coincidéncia desiigado. Foram feltas contagens consecutivas até a
obtencio de uma leltura estavel (background). A reagao foi
iniciada pela adi¢ado de HRP ( horse readish peroxidase) 1,8 x 10
-8 M, imediatamente ap6s a adi¢cio dessa enzima fez—se a contagem
de gquimioluminescéncia durante dois minutos, com lelturas a cada
10 segundos. A somatéria das contagens no intervalo de deois
minutos foi tomada como o vailor dge intensidade de
guimicluminescéncia do tratamento, descontando-se 0o "background”
referente & contagem sem HRP. Cada ensaic foi repetido 3 vezes.
Foram feitas as medidas de quimioluminescéncia da sclugido de THQ
estocada por 0; D, ;: 4 ¢ 6 horas, e de wuma solu¢do de  Hplp
108 M previamente dosade espectrofotometricamente pelo método de
COTTON & DUNFORD (1873). As intensidades de quimioluminescéncia
obtidas para as solugies de THQ foram corrigidas pela dituigdo da

THQ no ensato (400 x).
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7. DETECGCAC DE RADIGAIS SEMIQUINONA E HIDROXILA POR RESSONANCIA

TARAMAGNETICA ELETRONIGA.

Ds espectros desses radlcais foram registrados em um
espectrometro Hruker (ER-200D-SRG), em uma "flat cell™ de 100ui.
Ds espectros dos radicais semiguinona foram obtidos a partir ge
uma solugic de THO 1mM (PBS-A, pH 7.8)> , na presenca de ions Znet
(BDmM), e em condig¢des aerdbicas. As lelturas foram efetuadas @
temperatura émbiente, com 20 mwWw de poténcia de microonda, com ume
amplitude de moduiacio de 5 Gauss, constante de tempo de 2 8 &
veloclidade de registro de 12 Gauss/minuto.

0s espectros dos radicais hidroxila foram obtidos a partir
de uma solucdo de THO 1mM (PBS-A, pH 7.2) ., na presenca de 100 mM
do captador de spin DMPD (5,5-dimetil 1 pirrotlina 1 axido), e em
condi¢Bes aerbdbicas. As leituras foram realizadas a temperatura
ambiente, <com 20 mW de pot&ncia de microonda, com uma ampl itude
de modulacgio de 1 Gauss, constante de tempo de D.2 8 ; €

velocidade de registro de 3D Gauss/minuto.
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1i{i. RESULTADGS

1. ALVOS CELULARES DA AGAO GCITOTOXICA DA THQ.

1.1 Efelto da THQ sobre a membrana eritrocitaria.

A partir do estabelecimento do efeite letai da THQ sobre
celuleas da 1linhagem V78 ( GIAMPI & HOFFMANN, dados nae
publicados) tivemos como interesse verificar uma possivel agao
sobre a membrana celutar. £ sabide que espécies reativas de
oxigénio atuam sobre membranas bloldgicas levando & eventos
téxicos come hemdiise e peroxidacio de lipideos ( MICHELSON &
DUROSAY, 1877 e TAPPEL, 1973).

Reallzamos experimentos para avaliar o potencial hemolitico
da THO. Utilizando como padr3o de hembdlise @ quantidade de
hemogtobina liberada em condigdes hipotdnicas ( 0,1 % de salina),
observamos & auséncia de efeito hemolitico em concentragdes de
THO entre 0,1 e 0,75 mM , e um pequenoc efeite ( 10,8 %) nea
concentra¢do de 1,0 mM (Tabela 1). Estes resultados indicam a

ausénpcia de uma efelito significativo da THQ sobre & membrana

cefular.
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TABELA 1. EFEITO LITICO DA THQ SOBRE HEMACIAS HUMANAS,

( THQ ) mM % HEMOLISE
1,00 10,9
0,75 , 2,7
0,50 0,6
0,25 0,6
0,10 0,7

Um "pool™ de hemacias humanas foi exposto a diferentes con~—
centracdes de THO ¢ 15 min, 37°C, sallina D.9%, escuro). A
teltura de A578 nm fol reaiizada contra uma branco sem he~
macias. A porcentagem de hemébliise & retativa ao controle
100% obtide por lise hipotdnica em salina 0.1%. Vide "Méto-
dos™ (item 3 ).£ apresentada a porcentagem média de hemoli-
se de tres experimentos independentes.



1.2 Efeito da THQ sobre o DNBA celuiar.

Estudos anteriores de nosso laboratdrio haviam estabelecido
uma a¢30 genotéxica da THQ, detectada através da produgdo de
quebras de fitas simpies em DNA purificado e da Inibigaoc da
transformag3o blastica de linfécitos ( HOFFMANN & col., 1884 bl.

Nossos resultados estabeleceram ¢ efeito da THQ sobre o© DNA

de células V78 "in viveo™,

1.2.1 Producdoc de Quebras de Fitas Simpies do DNA de cetulas

expostas a THQ.

0 DNA pelo seu papel como portador da informagio genética
tem sido considerado o principal alve celuiar da agao toxica de
agentes mutagénicos, dentre 05 gquals inciuem-se 08 geradores de
espéciec reativas de oxigénio (BRAWN & FRIDOVICH, 1881 e HOFFMANN
& MENEGHINI, 1874),. [As quebras de fitas da cadela do DNA
constituem uma les3o tipica mediada por espécies reativas de
oxigénlo.Essa lesao foi intcialmente caracterizada a partir dos
estudos da ag¢dc da radiagdo ionizante sobre o DONA ( GERUTTH,
1878J.

Analisando o DNA de células V79 tratadas com THQ para &
detecgsc de oquebras, atraves de sedimenta¢dao em gradientes
alcalinos de sacarose, verificamos uma diminuigac do peso

moilecular médio do DNA proveniente de células tratadas em reliagaoc

ap de céiulas contrdlie ( FIG.Y1 ).
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Figura 1 — QUEBRAS DE FITAS SIMPLES DO DNA DE GELULAS EXPOSTAS
A THQ.

Celulas V79 com o DNA marcado isotopicamente e se-
meadas em placas de Petrl de 5 cm de diametro ( 5 x
10° cél/place ) foram tratadas com 0 ( O ) ou 0.5mM
( @ ) de THO ( 3D min, 37°C e PBS—A ). Apés © tra-
tamento 0s lisados celulares foram analisados por
ultracentrifugag¢do em qgradientes de sacarose em
melo alcalinoe como descrito em "Métodos™( item 4 ).
S50 mostrados os perfis de distribuicio de radioa—
tividade no gradiente (sedimentagaoc da direlta
para a esquerda).
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Este efelto indice @ presenca de descontinuidades fisicas na
. cadeia do DNA, as quais podem ser decorrentes de rompimentos
reais de ligagbes fosfodiésteres ou de certas modificagbes de
bases gque tornam estas ligacbes susceptivels de gquebra em meio

alcatino ¢ STRAUSS & HILL, 1970 e LINDAHL & NYBERG, 1972).

1.2.2 Inibigio da Taxa de Sintese do DNA de céjulas expostas
& THQ. Cinética de Recupera¢do da Inibigao da Taxa de
Sintese do DNA.

pApss a verificagio de um efelto da THQ sobre o DNA celular,
interessou-nos investigar sua a¢io ap nivel da replicacdc do DNA.
para tanto determinamos 8 atividade de incorporagdao de timidina
tritiada no DNA de células V79 previamente expostas & diferentes
concentragoes de THQ.

verificamos que a THQ inibe a replicag¢io do DNA de céluias
y78, c¢om uma resposta dose dependente ( FiG.2). A resposis
bifasica observada mostra um efelto intenso em baixas doses e um
aumento pequeno da inibigcio em doses mals elevadas.

A fim de melhor compreender o mecanismc envelvido ns
inibigao da sintese do DNA celutar pela THOQ realizamos
experimentos para verificar a ocorréncia ou nao de recuperagao da
taxa de sintese de DNA aos niveis normais.

verificamos que @ inibigio da repticacdo causada por D,5 mM
de THQ apresenta uma cinética de recuperagao onde a velocidade de
sintese inicial & retomada seis horas apbs o tratamento (Fi1G6.3).

A cinétice observada @ caracteristica da parada da sintese do DNA

decorrante de lesbes na sua estrutura molecular (PAINTER, 1877 3.
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Figura 2 — TAXA DE SINTESE DO DNA DE CELULAS EXPOSTAS A THG.

Células V79 em fase exponenctal de ecresciemntoe fo-
ram tratadas com doses crescentes de THQ (PBS—A, 30
min, 379C).A med!i!da de sintese de DNA fol reallzada
aptés um periodo de recupera¢ao de 1,5 hora ( DMEM +
10% SFB), incubando as célutas em meio contendo SH-
Timidina (10 uCi/m!) por um periodo de 30 minutos.A
quantidade de SH-Timidina Incorporada no material
celutar acido insoldvetl foi utilizada como ativida-
de de sintese de DNA (Vide "Métodos™ item 5)., A ra—
Z80 entre a radioatividade e absorbancia de cada a-
mostra foi tomade como expressio da sintese de DNA
(CPM/APBD %).0s dados foram expresspos em porcenta—
gem refativa a sintese de controle <(100%), o gual
fol exposto somente ao tampdo. 0Os desvios apresen—
¢os referem~sSe g0 desvip da médie d& porcentagem de
sintese de DNA de dois experimentos independentes.
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CINETICA DE RECUPERAGXD DO EFEITO DE INIBIGAO DA
SiNTESE DE DNA INDUZIDO PELA THQ.

Célutas V79 em fase exponenciel de crescimento fo-
ram tratadas com D.SmM de THOQ (PBS—-A, 30 min, 379C)
A marcac3o com SH-Tdr foi realizada apés intervalos
crescentes de recupera¢io.Foi feito um controle pé-
ra cada tempo de recuperacio. A taxa de sintese de
DNA fol medida como descrito na Fig.2. Experimento
tipico realizado em tripilcata, sendo apresentados
0os desvios da médieg.
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2. INIBIGEO DA TAXA DE SINTESE DO DNA DE CELULAS EXPOSTAS A THO

EM FUNGAD DO TEMPO DE-ESTOGAGEM DA SOLUGAC.

Este experimento foi realizado com o objetivo de investigar
o papel dos intermediarios da autooxida¢aoe da THQ no efeilto
inibitério & nivel de sintese do DNA.

Dbservamos uma diminuic¢io gradual do efeito de inibicidoc da
taxa de sintese do DNA em fungdo do tempo de estocagem da solu¢do
( FI1G.4 ). A inibigio produzida pela solu¢do de THQ dissoivida
imediatamente antes da exposigio ( 55 % ) & reduzida a 15% apos
4,0 horas de estocagem da splugdo, e praticamente desaparece
depois de 6,0 horas da dissolugdo.

0 resultado obtide indica a particlpagdo das espécies
intermediarias produzidas durante & autooxidacio da THQ no
evento da inibi¢So da replicagac.

4 partir deste ponto nosso interesse voltou-se para o estudo
de mecanismo de agao peio qual esses intermediarios estariam

promevendo lesdes no DNA.

3. ESTUDOS DE PROTEGAD DO EFEITO DE iINIBIGAD DA SINTESE DE DNA

EM CELULAS EXPOSTAS A THQ.

3.1 Efeito das enzimas antioxidantes catalase ¢ superoxido

dismutase.
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Figura 4 — TAXA DE SINTESE DO DNA DE GELULAS EXPOSTAS A SOLU-

GOES DE THQ GOM DIFERENTES TEMPO DE ESTOGAGEM.

Céiulas V79 em fase exponenclal de crescimento fo-
ram tratadas com sclugdes de THQ (0.5mM) estecadas
por 0O, 0.5, 2.0, 4.0, e 6.0 horas apos s sua dis-
solugao (PBS—-A, 30 min, 379C). As solugoes foram
estocadas a 25 9C e protegidas da ltuz. A taxa de
sintese do DNA foi medida e expressa como descrito
na Flg.2.
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Como © HpDp e o 0z si0 produzidos a partir dea reagac de
autocoxidagao da THH , realizamos experimentes para evidenclar, &
participagao dessas espécies no evento da Inibigdo da replicagsao.
pPara tanto realizamos exposigoes das céluias a THQ na opresenca
das enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase.

A FIG.5 mostra o efelto de prote¢so total «conferido opela
cataiase (AY , e a auséncia de protecdo da superdxido dismutase
(BY sobre a 1inibi¢3o da sintese de DNA causada pela THG. A
nrote¢3o conferida pela catalase é dependente de sua atividade
enzimatica, Jj& que & catalase inativada peilo calor ndoc apresenta
efeito algum (FIG.5A).

A auséncia de protegao pela superoxido dismutase indica a
nao participacao dos radlcais &nlion superdxidos gerados
extracetularmente na inibigio da repiicacac do DNA causads pels
THH .

s resultados apresentades evidenciam o papel centrai do
Hp0p no mecanismo de inibi¢3o da sintese de DNA induzida pela

THGQ.

3.2 Efeito da 1, 10-fenantrolina e desferal.

Estes complexantes de ferro foram utiiizados com a
finalidade de detectar a participacdo desse metal no mecanismo
estudado.

A 1.,10-fenantrolina & um complexante de Fect que
impede & redug¢ao do HpOz por esses fons ( BURGESS & PRINCE,

1865), e tem a propriedade de atravessar membranas
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Flgura 5 — EFEITO DA CATALASE ( GAT D E SUPERG6XIDO DISMUTASE

(S0D) NA INIBIGKO DA SINTESE DE DNA INDUZIDA PELA
THG.

Celulas V79 em fase exponenclal de cresclemente fo—
ram expostas a 0.5 mM de THQ na presenca de 250u/mi
de catalase (A) e 100 U/ml! de SOD (B) ( PBS-A, 30
min, 379C ), Fot realtzado um controle com catatase
inativada (GATI) pelo calor (fervida por 7 min). A
taxa de sintese de DNA foi medida e expressa como
descrito na Flg.2. * {(experimentoe tipico onde & a-

presentado o desvio da meéedia das triplicatas do
tratamento).
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biolbgicas ¢ NUNEZ & coil.,1883). 0 desferai & um compiexante com
atta afinidade por Fe3*,

A fenantrolina e o desferal nao apresentaram efeito protetor
sobre @& inlbigAo da taxa de sintese do DNA causada pels THQ
( Fi6. B A e B ), indicando a ndo participag¢ao do ferro no sey

mecanismo de agan.

3,3 Ffeito dos sequestradores de radicel hidroxila Ben-

zoato de Sé6dio e Manitotl.

Com & finalidade de verificar a participagcao dos radicais
hidroxila no mecanismo de Inibigcdo de sintese de DNA produzido
pela THO realizamos estudos de prote¢do com sequestradores
especiticos desses radicails.

Os sequestradores Benzoato de Sa4dic e Manito! ndo conferiram
protec&o sobre a inibigdo da sintese de DNA causada pela THQ
(FIG. 7 A e B ), da mesma forma que outros utilizados ( Tiouréis
10 mM e DMSO 0.2%) cujos resultados ndc estdoc apresentados aqui.

A resposts negativa obtida n3o elimina a participagcao desse
radical no processo de les3o do DNA pela THQ. CZAPSK: e BORE &
SCHAIGH ¢ apud, WINTERBOURN & SUTTON, 1888) apontaram algumas das
raz5es pelas quais a auséncia de prote¢3o por segquestradores de
radicais hidroxila n3o elimina a possibitidade do envelivimento
desses radicals no evento estudado. Dentre estas estdo a formaglo
dos OH- na proximidade do alvo (reac8o sitio especifical), e =&

existéncia de barrelras de permeabilidade aos seguestradores.
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Flgura 8 - EFEITO DA 1,10-FENANTROLINA (FEN) E DESFERAL (DF)
NA INIBIGXO DA SINTESE DE DNA INDUZIDA PELA THQ.

GCélulas V79 em fase exponencial! de crescimento fo-
ram expostas a 0.5 mM de THQ na presenca de 0.1 mM
de fenantrolina (A) e 50 uM de -desferatl (B) ( PBS
~A, 30 min, 379C).A taxa de sintese de DNA foi me-
dida e expressa como descrito na Fig.2.
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Figura 7 — EFEITO DO BENZOATO DE S6DI0 (BZ) E MANITOL (MAN)

NA INIBIGAO DA SINTESE DE DNA INDUZIDA PELA THQ.

Gélulas V79 em fase exponencial de crescimento fo-
ram expostas a 0.5 mM de THQ na presenga de 50 mM
de benzoato de sodio (A) e 50 mM de manitoi (B)
(PBS—-A, 30 min, 379C).A texe de sintese do DNA foi
medlda e expressa como descrito na Fig.2.
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Desta maneirsa resolivemos expicrar - algumas condi¢oes
experimentais, buscando a confirmagao da participardo ou naoc dOS
radicais hidroxila.

Real izamos um estudo comparativoe da ag¢do do H202 sobre &
replicag3o do DNA como controle positive, uma vez que a produgao
de qfs do DNA de cétulas expostas aoc HpOp & tida como decorrente
da presen¢a de radicals hidroxila formados via Reagsoc de Harber

Weiss catalizada for ferrpo ( MELLO-FiLHO & MENEGHING, 19841).

4, EFEITO DO HpOp SOBRE A REPLIGCAGAO DO DNA GELULAR. ESTUDOS DE

PROTEGRO COM 1,10-FENANTROLINA E ETILEND GLICGOL.

verificamos que o perdxido de hidrogénio inibe a sintese do
DNA em células V79 , e que a fenantrolina confere prote¢aoc
significativa sobre esse efeito (FIG.B). Nas duas gconcentragoes
de peroxido de hidregénio utilizadas a fenantrolina (0,7 mMJ
reduziu aproximadamente BS % do efeito inibitério detectado.

Eate resuitado estabeiece uma dlferenca fundamental entre o
mecanismo de agdoc da THQ e do HpDp sobre a replicagdc do DNA: ums
via independente e outre dependente de ferro, respectivamente.

Para evidenciar a participagdo do radical hidroxita no
evento de inibigioc de sintese do DNA induzida vpeio HpOp
utiiizamos ¢ etilenc glicol como sequestrador, uma vez que MELLO-
FILHD (1888) obteve oprotecdo das qfs do DNA e do efeito letal

causados pelo HpDz em células V78 utilizando esse sequestrador.
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Figura B - EFEITO DA 1,10-FENANTROLINA (FEN) NA INIBIGAO DA
SINTESE DE DNA INDUZIDA PELO HpOz.

Célutas V79 em fase exponencial de crescimento fo-
ram expostas ao HpOp na presenca ou nao de fenan—
trolina (PBS—-A, 30 min, 379C).A taxs de sintese ae
DNA foi medida e expressa como descrito na Fig.Z2.
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verificamos gque o etiieno gllcol nao confere prote¢ao sobre
a inibigio da replicagdo causada pelo Hz0p L FIG.9 AD.

Este resuitado negativo evidencia & dificuidade de se obter
protecio ao nivel de replicagdo atravées do uso de seguestradores
de radicails hidroxila, indicande a possiblliidade de que @
concentrag¢do intracelular desses sequestradores no sitio de agan
nao seja suficiente para conferir protegac.

Buscande estabelecer yma condi¢ao gue permitisse um maior

aporte do sequestrador para dentro da célula reajizamos
experimentos de prote¢ao em cé&luias permeabilizadas com
digitonina.

5. EFEITO DO ETILEND GLIGOL SOBRE A INIBIGAO DE TAXA DE SiNTESE

DO DNA EM CELULAS PERMEABILIZADAS EXPOSTAS AD HpOp E A THO.

Aqui, @ exposigdo des células a0 HpO0p ou a THQ foi feita nsa
presenga de digitonina. Esta saponina tem sido wutilizada para
permeabilizar a membrana plasmatica de diferentes tipos
celuiares, sem afetar a funcionalidade de organelas
intracelulares como @ mitocdndria e o reticulo endopiasmatico
( DOGCAMPO & VERCES!|, 1888).

iniciaimente selecionamos & concentragdo de digitonina que,
em nossas condigdes experimentals, nido afetava 8 morfoiogia dos
fibrobiastos. Verificamos gue 1079 % (p/v) de digitonina mostrou-
se ser a concentragiac gque morfologicamente nd3c afetava as
células. Ne concentracdo de 5x10°% % observames alteragdes

morfoitgicas, descolamento de céliulas e incorporacao de azul de
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tripano.

’ verificamos oque n@a presenga de 1079 % de digitoning o
etitenc glicol conferiu protegdo significativa sobre a inibigao
da sintese de ODNA causada por HpOp e THQ (FIG.9). Nas mesmas
condicbes experimentais nSo0 se observou protegac guando oS
tratamentos foram realizados na auséncia de digitonina (FIG.8).

Apesar ga protegcio observade ter side parcial , eis
constitue uma evidéncla da participag¢do do rat¢ical hidroxila no
mecanismo de inlbi¢g8oc da sintese de DNA pela THU e HpOp se
considerarmos a alta reatividade desses radicais ( PRYDR, 1888).
Esta alta reatividade faz com que 08 OH - reajam
indiscriminadamente com qualguer substrato, sendo portanto
inesperado um efelto de prote¢do total por sequestradores
especificos.

Estes resultados indicam que, embora através de vias
provaveimente distintas, os efeitos do HpOp e THO aoc nivel de

repticacgo do DNA envolvem a formagdo de radicails hidroxiia.,

6. FESTABILIDADE DAS ESPECIES INTERMEDIARIAS PRODUZIDAS DURANTE

A AUTOOXIDAGE0 DA THQ EM SOLUGBES ESTOCADAS.

Fol observade que o efelito tnibitéorio da THQ sobre @&
replicagao do DNA desaparece gradativamente em fungao do tem#o de
estocagem da solucdo . Buscando o entendimento de tail evento ao
nivei molecuiar realizamos estudes pare investigar a estabilldade

das espécies geradas durante a autcoxidacdo da THQ em splugdo.
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Figura 89 - EFEITO DO ETILENO GLIGOL (EG) SOUBRE A INIBIGIO D&

TAXA DE SINTESE DO DNA DE GELULAS PERMEABILIZADAS
EXPOSTAS AQ HpOp E THO.

Celulas V79 em fase exponencial de crescimento fo-
ram expostes a8 1 mM HpO0p (A) e D.5 mM THO (B} ns
presenga ou ndo de 0.5 M de etileno glicol, assim
come de dlgltonina 10 ~ % (PHS—-A, 30 min, 37°G}.
A taxa de sintese de DNA foi expressa e medida co~
mo descrito ne Fig.2. * {(experimgnto tipice onde @
apresentado o desvio da medis das tripticatas de
cade tratamentol.

EG
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6.1 Detec¢do do HpOp na solugdo de THO em fungao do tempo de

estocagem da solugao.

Foram realizadas dosagens do perdoxido de htdrng@nio nas
solucses de THQ estocadas por intervalos de D a B horas. 0Os
resultados s5o0 apresentados na TABELA 2. Verificamos um aumento
gradativo da intensidade de guimiocluminescéncia medida ag longo
do tempo de estocagem, atingindo 37 % a mais do valor inicial
depois de B horas dge estocagem. A intensidade ge
quimioluminescéncia de uma solugido rescém dissolvida , 8¢
comparada a da solu¢so de HpOp 1078 M indica uma concentragdo de
Hop0p da ordem “de 10-B M. Este resultado evidencia que 0 HpOz nao
4 a espacie responsavel pelo desaparecimento do efeitoc de
inibigao da replica¢Boc na solugao de THO estocada por 6 horas. 5@

assim fosse serlia esperado umadiminuigaoc de sua concentragdo, com

g tempo de estocagem, na solugdo de THO.

6.2 Detecgno dos radicais semiquinona € hidroxila na solugao

de THO em fungso do tempo de estocagem da solug¢ao.

Detectamos através das técnica de ressonancia eletrénica
paramagnatica (EPH)Y @& presenca dos radicais semigquinona @&
nidroxila na solugac de THQ rescem dissolvida, como mostrado
anteriormente por HOFFMANN e colaboradores (1987) (FiGs 10a ¢

11&).



TABELA 2. DOSAGEM DE H,O_. EM SOLUCOES DE THQ.

47

22
TRATAMENTO X IQ (contagem/2 min)

+ d.m.
THQ = O 40,330.666 + 1.926.666
THQ = 30 min 45.88%8.333 + 4.414.667
THQ = 4,0 hs 50.628.606 + 6.306.000
THR = 6,0 hs 55.365.333 + 5.481.333

._8 :

H,0,= 10 237,065 + . 21.567

Foram realizadas medidas de intensidade de¢
quimioiuminescanclia (1Q) de solugoes de THQ
D.5 mM apbdbs os sequlintes tempos de sua disso~-
lug¢io: O, 30 min, 4 ¢ B horas. Vide "Métodos™
(item B). Uma solugdo de Hp0p 1078 M dosads
por método espectrofotométrico ( vide T"Mate-
rial e Métodos, item 2) +foi utilizada como
padr&oe de referéncis.

580 apresentados o8 valores médios e os desvios
ds madia (d.m.) de dols experimentos indepen~
dentes.



Figura 10 - ESPECTRO DE RESSONANGIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

DO RADICAL SEMIQUINONA DA THQ.

0s espectros foram registrados nas condig¢des des-
critas em "Métodos"™ (f{tem 7 ) ,a partir de ums so-
lugic de THQ 1 mM, na presenca de zZntt (8D mM)
{PBS-A, pH 7.2).

a) solugio rescém dissoivida.

b) solug¢do estocada por 30 minutos.

a)

b)
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0 espectro do radical semiqguinona foi obtido em condigdes
aerdbicas e na presengs de ions Zntt, o0s quais estabilizam o
radical semiqguinona ( EATON, 1969). 0 sinal deste radical nag ¢&
mais detectado na sclu¢ho estocada por 30 minutos (FiG.10b).

A FIG.11 mostra o espectro do radical adutoc DMPO-OH ne
sglugao de THO. ©O DMPO & um captador de spin wutiiizado com
frequenciea na detec¢io de radicais hidroxila (BORS & col.,1878).
0 DMPO reage com o radical hidroxiia com uma constante de reagao
de aproximadamente 3,9 x 10 8 M~1s~1, formando um radical aduto
DMPO-0H com espectro caracteristico, Detectamos na solugdc de THOQ
rescém dissolivida um sinal tipico e intenso do adute ODMPO-OH-
(FIG.11a). Este sinal! decresce gradativamente nas solugdes
estoca#as por 1 e 2 horas (FIG.11 b e c), desaparecendo apds 6
horas de estocagem da soclug¢do (FIG.11 d).

Os resul tados obtidos mestram um paraletlo entre o
desaparecimentec do efelto da THO ao nivei ds replicagao ¢ ©

desaparecimento do radical hidroxila na solugdo de THQ.

7. ESTUDOS DE PROTEGAO DD EFEITO DE PRODUGAO DE QUEBRAS DE Fi-

TAS SIMPLES DE DNA EM GELULAS EXPOSTAS & THO.

Eates experimentos foram resalizades com o objetivo de
verificar @& existéncis de uma correla¢do entre 0S5 mecanismos
molecuiares de inibig3o da replicagso e de produ¢ao de quebras de

fitas simples do DNA celular induzidos pela THQ.



7.1 Efeite da catasiase.

Gomo a catalase mostrou protegdo total ao nivel de
repiicagdo (F16.58) analizamos seu efeito sobre a formagao de
guebras no DNA de cétulas expostas a THG. verificamos que &
catalase ndoc conferiu protegdoc alguma sobre as 4qfs produzidas
pela THG (F16.12). Este resultado indica uma diferenca entre 0
mecanismo de producao da parada de replicacao e o envolvido na

produgio de quebras simples da cadela gdo DNA.

7.2 Efeito da 1-10 fenantrolins.

Este complexante de ferro tembém nao conferiu prote¢do sobre
as qfs do DNA produzidas pela THO ( FIG. 13 ), sugerindo uma via

independente de ferro no mecanismo de forma¢sc das gfs induzidas

pela THQ.
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Figura 11

- ESPECTRO DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA
D0 RADICAL ADUTO DMPO-HIDROXILA.

0s espectros foram reglistrados nas condigoes ges-
critas em "Métodos™ (item 7 ), a partir de uma so-
lucdec de THQ 1 mM, na presengg de DMPOC150mM)I(PBS—
A, pH7.2).

8) solucao rescém dissolvidsa.

b) sotugdoc estocada per 1 hora.

¢t} solu¢an estocada por 2 horas.

¢) solugao estocade por B horas.

fo.
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Flgura 12 - EFEITO DA GCATALASE SOBRE AS QUEBRAS DO DNA DE
CELULAS EXPOSTAS A THO.

Células V78 com o DNA marcado Isotoplcamente e se-

meadas em placas de Petri de 6§ cm de didmetro (5 x

105 cél/placa) forem expostas a 0.75 mM de THO ns

presenca ( &4 ) ou nao ( ® ) de 250 U/ml de catala-

se (PBS-Cact, 30 min, 379C).Células controles ¢( O )
foram expostas ao PBS-CaF~*.Apés o tratamento o0s Ii~—
sados celulares foram anaflsados por ultracentrifu-
ga¢ao em gradientes de sacarose em melo alcalino,
como descrito em "Métodos™ (item 4 ).S5%0 mostrados
0os perfis de distribuligio de radioatividade nos
gradientes (sedimentacio da direlts pare & esquer—
dal.
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Figura 13 — EFEITO DA 1,10 FENANTROLINA SOBRE AS QUEBRAS DO DNA
DE CELULAS EXPOSTAS A THQ.

Cétutas V78 com o DONA marcedo Isotoplicamente e se—
meadss em placas de Petri de § cm de dismetro (5 x
105 céi/piaca) foram expostas a 0.75 mM de THQ na
presencga ( &4 ) ou n3c ( ® ) de 10”9 M gde 1,10~ fe-
nentroling (PBS—-C&f*, 30 min, 379C). GCaélulas con-
trojies ( O ) foram expostas ao PBS-Catt, Apas o tre-
tamento os lisados foram analisados por ultracen-
centrifugacso em gradientes de sacarose em meio ai-
calino, como descrito em "Matodos™ (item 4 ). Sao0
mostrados os perfis de distribui¢ic de radioativi-
dade no gradiente {(sedimentacidao da direlts para a
esquerda,
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iv. DISCUSSR0D

¢ metabolismo de quinonas nas células ocorre atraves de
reacoes Dbioguimicas diversas, sendo portanto poucg provavel gue
um Gnico mecanismo esteja envolvido na producao de seus efeitos
citotéricos ( BRUNMARK & CADENAS, 198HY). Estes autores consideram
razoave! @a ideis de ogque dentre og diversos alves celulares
existam rea¢des c¢riticas responsaveis pelo desencadeamente da
resposta téxica.

As caracteristicas axido~-redutoras e o caracter etetrefilico
das quinonas fundamentam a sua reatividade em sistemas
biolégicos. As gquinonas participam de dois tipos principais de
reagdes: a) reagdbes de transferéncia de elétrons uni ou
bieietrdnicas : b) rea¢oes de adigdo com agentes nucleofilicos.

A oxidagio de hidroguinonas com transfer@ncia de eiétrons
para o oXigénio molecuiar resulta na formagdo de espécies
reativas de oxigénio, as quais estao ciaramente envoividas nos
efeitos . téxicos de gquinonas < SMITH & cei., 19858, A
citotoxicidade decorrente da a¢idc de especlies reativas de
oxigénico tem sido relacionads & tesGes em diversas alves
celulares como ONA, membranas e proteinas ( MENEGHINI, 1888
TAPPEL, 1873 e DAV!IS,1987), assim como a alteragdes da homeostase
de diversos metabdlitos celulares como giutationa, nucleotideos
de pirimidina, grupos tidis de proteinas e ions Gaf%t ( DIMONTE &
col.,1984 e MOORE & col.,1987). Nas céluias, as reagbes de
adicbes nucleofilicas com quinonas ocorrem com residuos de

macromoléculas importantes como o8 acidos nucliélcos e as



proteinas, € outros metabolitos como por exemple @& glutationsa
(ROSS! & col., 1986 e BRUNMARK & CADENAS, 188B8).

0 pequeno efeito hemolitico observado ¢ inferior & 0% )
ytitizando concentracdes citotoxicas de THQ indica que a membrans
cefular nao deve constituir um eilvo de importancita na
determinag¢ao deé tal evento. Esta observagao & apoiada pela
auséncia de alteragBes morfolbgicas visiveis ao microscépio
tptico em célulias V79 expostas & THQ (observagdes pessoais).

Duas linhas de evidéncias experimentals apontam o DBNA como
um alvo critico da ag3c da THO em céluias V78: a ocorréncia de
quebras simples das fitas (FiG6.1), e a inibi¢3o do processc de
replicagdo semiconservativa do DNA celular (FIG.2).

0 efeito da THQ sobre a replica¢do & dependente do tempo de
estocagem da solugdo, desaparecendo apos seis horas de estocagem
( FIiG.4 ).Esta resposta indica 0 envoivimento dos intermediarios
da reacao de autooxidagaoc ( espécies reativas de oxigénio e/ou do
radicail semiquinona) no bloqueio da sintese de DNA. Considerando
que @ autooxidacdo da THQ & imediata, e que o0 tempo de vida das
espécies radicaltares intermediarias & curto, este resultado
indics também o envolvimento de um produto da autooxidagao da THO
no evento de inibigdo da replicagac. Este oproduto seria
decomposto tentamente & poderia, hipoteticamente, estar
reciclandoc & produ¢idc de radicais de oxigénio.

A inibi¢30 da sintese semiconservativa do DNA em «celulas
eucaribticas pode resultar de diferentes tipos de pertubagbdes no

processc de replicagao ( HALL & MOUNT, 1981). Eila pode ser

causada por um bloguelo da iniciagac das unidades de replicacaoc
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(replicons’, pelo biogueio da progressaoc dos pontos de
crescimento do DNA Ja existentes, e pela reducdo da velocidade de
deslocamento da forquilha de replicagdo ¢ PAINTER & HOWARD,
1982). Incluem-se também alteracbes das enzimas envolvidas no
proprio processo de sintese ( FRIEDBERG, 19853} .

& cinética de recuperagdo ds inibigdo da sintese de DNA
causada pela THO ¢ Fi16.3) é caracteristica de agentes gue lesam 0
DNA, de acordo com PAINTER (1877). Esta resposta distingue~se
gaguela decorrente de lesfes em outros aives, onde a sintese @
retomada a0s niveis normais imediatamente ou brevemente apés 8

remogao do agente.

A resposta biféasica de inibi¢io de sintese de DNA pela THQ
( FiG.2) assemelha-se a obtida para a radiagao lonizante. Neste
caso & inibigdoc acentuada, produzida por baixas doses de
radiagia, @ atribuida ao bioqueio de iniciagdo de replicons: e a
menos acentuada, & uma acio sobre o progresso da forquilha de
replicacdo ¢ PAINTER & YOUNG, 18B0). No primeiro caso o alvo é
mais abrangente em decorréncia da existéncia de dominios de
replicons vizinhos ("repticons clusters™), sendo portanto
sensjvel & doses bailxas. No segunde, o alve & mais localizado e
consequentemente sensivel @ doses maiores. Uma resposta simitar
$0i obtida pelo tratamento com THQ, com um aumento da inibig¢ao
agcentuda entre o,01 e 0,7 mM, e com ums pequena variagao da
inibicio entre 0,7 e 2,0 mM.

A protegi3c total conferida pela catalase (FIG.5) sobre @

inibigcsdo de sintese do DNA induzida pela THQ rescém dissolvida

mostra o papel central do HoOp em tal evento. No entanto, nao se
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pode atribuir ¢ efeite obsservado & uma aci0 direta desse compesto
uma vez que & diminui¢io0 do efeitoc »~m fungie do tempo de
estocagem das soilugdes de THQ ( FIG.4) ndo & acompanhado de uma
giminut¢gS0, em parajelo, da concentragdo do HpOp formado ( TABELA
2). Ao contraric, observa—-se um ligeirp aumento da concentragac
do HpD0p produzido durante a estocagem da solugdo (TABELA 2).
Acrescenta-se & isso o0 fato do HpOp ndc possuir propriedades
oxidantes suficientes para lesar o DNA por si s6 ( HOFFMANN &
MENEGHINI, 18787,

Admitindo-se que as enzimas antioxidantes wutilizadas nos
estudos de protec3o nao atravessam as membranas celulares , @&
protecao pela catalase & atribuida & uma diminuic¢io da
concentragao intracelular do peroxido de hidrogénio, devida & sua
tivre difusio através da membrana plasméatica. Esta interpretacdo
esta de acordo com a de outros trabalhos onde @ catalase tem
efeito protetor { DOROSHOW, 19B8 e SANDY & col.,1887).

A auséncia de protecao pela superéxido dismutase indica a ndo
participag¢do dos radicais superdxidos gerados extracelularmente
no evento da parada da replicagio produzido pela THQ. Uma vez gque
a passagem desses radicals através das membranas biologicas &
restrita (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 188B6), nao podemos eliminar &
participacio dos radicais superdxidos gerados intraceiularmente
em tai evento, i

0 resultado de protegio por cataiase sugere em principio,
que a THQ, simitarmente ao HpOp jspladgamente, atuarisa formando o0s
radicais hidroxila via reagd3o de Harber-Welss. Esses radicais sao

considerados a principal espécie responsavel peios efeitos
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genotéxicos do peroxido de hidrogeénio { HOFFMANN & MENEGHINGD,
1979 ¢ MELLO-FILHO & MENEGHIN!, 18P4). Também no caso da THQ, 0%
radicais hidroxila estdo envoividos no evento da inibigao da
replicagBo do DNA ,como indgicado pelos experimentos de prote¢ac
com etileno glicol em céluias permeabilizadas (FIG.8),

Nas células nio permeabilizadas, a aus8ncia de protegao por
sequestradores de radical hidroxila sobre a inibi¢do da sintese
ge ONA causada pelo HoOp e THQ fol interpretada como decorrente
da baixa concentracio desses compostos intraceliularments.
Consideramos também a possibilidade da ocorrénica de reagbes de
formacso de OH- sitio especificea , onde o metal de transigao
estaria ligado & macromolécuta alve gerandoc radicais muito
praximos do sitio de agio (SAMUNI & col., 1983). Neste caso, @
protegao conferida por sequestradores especificos do radical OH-
gdeve ser parcial ou inexistente. Consideramos que 8
permeabiliza¢ao das células permitiu um maior aporte go
sequestrador no local de formagac desses radicais. Observamos
tembém gue nas células permeabiiizadas com digitonina o efeito de
inibigao da replicacio promovido pelo HpOp e pela THO é maior que
nas céluias nio permeabiiizadas ( FIG.8). Este resultade indica
que & permeabilizagdo promoveu um maior aporte desses compostos
para dentro da célula.

Gonstituem evidénclas adicionais do papel central doOs
radicais hidroxila no mecanismo de a¢do da THQ & detegao desses
radicais na solugao de THQ (FiG.11), e a relagdo encontrada

entre @ cinética de desaparecimento dos radicais na Solugac

(FIG.11) e & cinédtica de desaparecimenioc 00 efeito de inibigao da



sintese do DNA (FI1G.4), em funcioc do tempp de estocagem da
splucio de THQ.

Entretante, o8 estudos de prote¢&o com quelantes de ferro
indicaram a operac¢ao de mecanismos de acio distintos para a THO e
¢ HoOp. No  case deste 4Gltimo, a protegso conferids pela
fenantroling (FiG.8) indica a ocorréncia da reagdo de
Fenton/Harber—-Weiss na inibicao da replicacdo do DNA, de acordo
com ©o mecanismo proposto anteriormente para explicar o efeito
citotoxico e & produgcdoc de gfs no DNA celuiar ( MENEGHINI &
HOFFMANN, 1980 e MELLO-FILHO & MENEGHINI, 18B4). A suséncia de
prote¢do por quelantes de ferro sobre o efeito inibitorio da THOQ
no nivel! da replicagdo do DNA (FiG.B8) sugere um mecanismo de agao
independente de ferro, descartando—se a reagdo de Fenton/Harber-
Weiss como o mecanismo causador do bloqueio da replicagao.

Esses resuftados conduziram a proposigio de uma hipotese
sobre ©0 mecanismo de inibigio da sintese de DNA pela THQ, que
admite que os radicais hidroxila seriam gerados via redugao do
peréxido de hidrogénio ( formado durante a autogxida¢ao da THQ)
peios radicais semiquinona intermediédrios, em vez do ion ferroso.

HO. o° HO 2 C

+ Hz g —— + Hy O+ "OH

HO OH HO o
o o

Essa rea¢do, conhecida como do tipo Fenton Orgénica, foi
proposta primeiramente por WINTERHOURN ( 1881) para explicar 0s
efeitos téxicos dop herbicida paraquat, através de geragao de

radicais paragquat (tipo semiguinona) enzimaticamente.
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Essa reag¢as foi tambem evidenciada como um mecanismo de
producie fisiologica de radicais hidroxila em mitocdndrias,
através da reagdo entre o radical semiguinona derivado da
ubisemiquinponsa e ¢ peroxido de hidrogénio mitocondrials,
independentemente de ferro ( NOHL & JORDAN, 1987,

Em aerobiose devemos considerar a existéncia de uma
competi¢g3o pelo radical semiquinona entre o oxigénio e o peroxido
de hidrogénio. WINTERBOURN (18B1) admite a ocorréncia ga Reagao
de Fenton Orgénica em condigbes parciaimente oxidenadas.

YOUNGMAN & ELSTNER ( 1981) reportaram a ocorréncia da reacao
entre o radical paraquat gerado enzimaticamente e o peroxido de
nidrogénio em condicBes de oxigénio timitantes., A formagao de
radicais hidroxila (detectadas & partir da redu¢dc do metional a
etileno) foli inibida pela presen¢ca de catalase, &€ ndc sofreu
inibi¢so na presenga da superdxido dismutase e sequestradores de
radicais hidroxila., Estes resuitados levaram & proposicac da
formacie de radicais OH: presos ("crypto-OH- radicals”™). Estes
resultados de prote¢dc, obtidos a partir de estudos "ian vitro”,
assemeiham—-se aos obtidos nos estudos de prote¢ao da inibigao da
sintese de DNA Induzida pela THQ , reforgcando a hipotese da
Reagio de Fenton Orgénica como mecanismo de producao de radicais
hidroxita.

Gonsiderando que a concentracac de oxigénio nas células de
mamiferos £ muito menor que a encontrada nas sSojugies aeradas
(WINTERBOURN & SUTTON, 18B4) & possivel admitir o favorecimento
da PRea¢io de Fenton Orgénica em concentragdoes intraceluiares de

oxigénio limitantes.
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L detecio do radical semiguinona transientemente na solugac
de THO (Fi1G.10) constitue um suporte adicional para & proposigac
da Reagio de Fenton Orgédnica como mecanismo de agao genotéxica da
THG. g radical semiquinons ocorre come intermediario da
autooxidacao da THQ & 4acido rodizénico, via transferéncia
uniejetrénica pars 0 oxigénio molecular, em duas etapas
consecutivas f{(ver esguema 1). 0 desaparecimente do sinal do
radical semiquinena ns solugac de THO 30 minutos apés a SUu&
dissolugdo n3o lnvalida a proposta de sua participagado na reagac
de Fenton Orgiénica, uma vez gque em condi¢cdes fisiologicas @
reducSo de quinonas ao radical semiquinona pode ocorrer atraves
da agso de flavoenzimas e de reacdes ndo enzimaticas ( POWIS,
1989>.

No caso da THO é possivel admitir a ocorréncia de uma reagso
similar & proposta por SAKURA! & MIURA (1888) para explicar =
acdc citotoxica da aloxana., Agqui, a forma radicalar da aloxana &
formada %s custas da oxida¢gdo de grupos sulfidrilas de proteinas.
SERIS (18B0) mostrou gue o0 acido rodizénico, a forma oxidada da
THGQ, tem efeito oxidante sobre grupos tiéis de proteinas,
corroborando para ta! hipétese. Neste caso grupos Tiois de
proteinas seriam também alvo da acdo citotéxica da THO.

£ 1importante salientar oque 0s radicals semiquinona sa0
relativamente estéveis em relagdo a outros radicais ( PETHIG &
col,,198B3), Estes autores estabeleceram uma correla¢ao entre a
meia vida dos radicais semiquinona e a atividade citotéxica para
diferentes quingnas, concluindo que esses radicais seriam de

importancia no evento citotéxico.
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it redugso do  acido rodizénico ag radical semiguinonsa ¢

conseguente reoxidagao estabelece um ciclo redox

intracelularmente, gerando espécies reativas de oxigénia por um
mecanismo adicional ao da autooxidagdo { ver esgquema 1).

0 desaparecimento do efeito de inibigdo da sintese de DNA
induzido pela THQ em fun¢ido do tempo de estocagem da solugcac pode
ser explicado pele desaparecimento das espécies radicalares
geradas gurante & autooxidacdao da THQ, assim como pele
interrupgde do ciclo redox. Esta seria decorrente da decomposicao
do &cido rodizénico durante a estocagem da solugdoc, de tail modo
que nap existiria mais RDZ na soclug3o estocada por B  horas.
TAKAHASH! e coiaboradores (18965) reportaram a instabilidade Oessa
espécie em pH neutro, a qual se transforma gradativamente em
acido crocénice, um analoge estrutural do Aacido rodizonico
contende um anel de 5 carbonos. Esta hipbtese sugere a relevancia
do ciclo redox no evento de inibigido da repiicagdo do DNA pela
THO, wuma vez oque dé continuidade & Reagso de Fenton Organica

através da regenera¢ao do radical semiguinona.

b 20
O, Oy
T cict ACIDO ,
THQ N - SQ  ciele, ROZ CROGONICO

H,0, RE  ROGH
OH™ + OH"

O HoOp, que possue um papel central no evento de inibigao da

-

sintese de DNA induzida pela THQ, é& formado principalmente pels
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reagS0 de dismuta¢do do &nion superdxldo gerado & partir de
reducdo monoeletrénica 0o oxigénio pera THQ . 0O vradical @&nion
superoxideo estéd em equilibrio com a sua forms protonadsa, G

radical hidroperoxido.

ry + Y *
02 + H S Fi()z pyizg%%

Em condicdes fisioibgicas prevelece a forma desprotonads do
radicali, devido ao baixo pK deste equifibrio. A constante de
reac3oc de dismutacio da forma desprotonads do radical superéxido
& muito peauena ¢ 8 x 109 M~ s71), sendo favorecida em  pH
aeido (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 18B5%5). Em condigoes fislologicas a

superaxido dismutase possue fungdo catalizadora dessa reagao

( k =2 x 1089 M1 g7,
2 HO, — Hy0, + G,

Adicionalmente, © HoUp pode ser produzido através de vias
secungarias de oxidagho da THQ, pelo propric &nion suUperoxido
intermediario ou pela transferéncia bieletrénica para o oxigénio

molecuiar, conforme 08 esquemas de reagbes abaixo.

THQ + 07 <—— sSQ + H,0

THQ + 0, == RDZ+H0,

2

0s estudos de proteg3p das quebras de fitas simples de DNA
produzidas pela THQ tiveram <come objetive evidenciar umsa
corretagic entre os mecanismos moleculares de inducéo de guehras

e de inibigao da sintese do DNA, iniciamos este egtudo buscando
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demenstrar o envolvimento dos intermediarios reativos de oxigénio
jarmados durante 8 autooxjdagdo da THQ na formac¢do das quebras de
ONA. E sabido gue estas espécies atacam as bases nitrogenadas e
os residuos de d-ribose componentes da estrutura do DNA através
dge reaches de abstracho de HY ou de adicdo & duplas ligacbes
(HUTCHINSON, 19885), com conseguente producao de quebras simples
da cadeis do DNA.

0s nossos resuyitados dos estudes de protecdo das qfs
produzidas pela THO ( F16.12 e 13) indicam gque o Hpalp,
distintamente do que fol observado para o0 mecanismo de inibig¢ao
da replicacio, n3p & uma espécie determinante na produgdo das
quebras observadas.As quebras produzidas pelo tratamente com HpUpz
isplademente sSac totalmente oprevenidas peta g—fenantroling
( MELLO-FILHO & MENEGHINI, 19B4).

Na analise destes resultados, entretanto, deve—se considerar
a limitac3o0 técnica existente na compara¢ao das metodologlas de
detecgao de sintese de DNA e produgdo de quebras no DNA. Existe
uma grande diferengca de sensibilidade entre 08 dois métodos
utilizados, sendo a medida de sinteée de DNA uma técnica mais
sensivel gque a detegao de quebras por uitracentrifugacac em
gradientes de denslidade. Concentragbes de THO capazes de causar
inibigdo da sintese de DNA ( ordem de 0,71 mM, por exempic) nao
induzem gfs detectaveis metodoiogicamente. As quebras sé foram
detectadas em concentra¢des superiores a 0,5 mM,

Nossa hipotese é gue as guebras detectadas em concentracoes

de THQ superiores a 0,5 mM sioc resultantes de alteragdes

drasticas do metabolismo cetuyiar. Estas, entretanto, nao
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constituiriam um Gnico tipo de quebra produzido no ONA. Admitimos
que as guebras de DNA podem ser geradas por, pelioc menes, 1015
tipos de mecanismos: um preponderante em concentragoes eievadas
de THO, e o outro operante em <concentracoes inferiores & 0,5 mM,
As guebras resultantes de concentragdes |imitantes de THQ
poderiam ser geradas, por exemplo, por um mecanismo dependente de
peréxido de hidrogénio, ndc sendo entretanto detectadas
metodologicamente devido a baixa concentrag¢ao de HpOp produzido
(ordem 1076 M). Em concentragdes de THQ superiores & 0,5 mM
teriamos o estabelecimento de uma situa¢do de estresse oxidativo
severa, caracterizada por pertubagbes metabdlicas em diversos
niveis, incluindo & regutagcio ds homeostase do0 ca€¥ intraceluiar,

Esta proposigao encontra suporte no modelio de acdo
citotéxica do Hp0p em bactérias, onde concentragbes de HpOp entre
17 e 3 mM produzem um efeito citotéxico do tipo 1, e coencentragoes
superiores & 20 mM um efeito tipo 2. No primeiro case, verifica~-
se uma resposta @ qual & protegida pela fenantrolina, indicande
um mecanismo de produ¢so do efeito cltotéxico que envolve a
reagio de Fenton. A resposta do tipo 2 n30 & alterada na
presenca de fenantrolina ( IMLAY & LINN, 1888). 0 efeito tipo 1 §
causade por lesies no DNA, enquanto que no tipo 2 ainda ndo Ssao
conhecidos 08 alvos ceiuiares,

Nossa hipbtese de atuagdoc da THQ via desregulagdo da
homeostase do GCa“t intraceluiar estéd apoiada na fliteratura
atual, @ gqual! apresenta evidéncias da a¢do de diverses agentes
oxido redutores a esse nivel ( HYSLOP & col.,1886 e MOORE & coi.

,1987). A menadiona, por exemplio, inibe as transiccases de caft
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presentes n& mitocondria, Treticuio endopiasmatico & membrans
plasmatica e nhepatbébcitos, levando & um aumento da concentragae
do Caft citossélice ¢ ORRENIUS & col.,1988). Experimentos
preliminares realizados em nosso laporatério mostram que
mitocéndrias isoladas de figado de rate sofrem alteragdes dos
processos de transporte de ta®t quando expostas a 0,5 mM de THGQ.

Sabe—-s5e¢ que 0 aumento ds concentrag¢ao do Gact citessélico
leve & estimulacso anormal de processos fisioldglcos como  por
exemplo @& ativacio de enzimas protecliticas ( ORRENIUS & c¢ol.
, 18887 . Dentre estas estdo incluidas endonuclieases, as quals
est3o provaveimente envolvidas na inducdo de guebras do DNA  em
condicbes de estresse oxidativo ( CANTON! & col., 1883).

Em continuidade 3 este trabalho, pretende—se avaliar @&
contribuic3o de possiveis alteragies na concentragao do cact
citossdlico no mecanismo de citotoxictdade da THQ. D estudo do
mecanismo de produgdo de qfs pela THO deverd ser estendidso
abordando—se 8 questaoc da ativa¢cdo de endonucleases cac*t
dependentes e estudos de proteg¢dc usando—se metodologia mals
sensivel. Sera também importante identificar as iesdes que
constituem 0s blogqueios para o processo da replicagao.

A elucidagho destas guestdes trara certamente contribuigbes
importantes para a conhecimento 40 mecaniamo de toxicidade de
gquinonas. Este conhecimento além da importdncia académica tem
interesse pratico na area médica, uma vez gque guinonas constituem
¢ segundo malor grupo de agentes utilizados no tratamentce do
csncer. O estude de toxicidade de gquinonas visa também o

entendimento dos efeitos colaterais promovidos por esses
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compostos.

Aiéam disso, estes estudos tém uma releviancia maior pelo fate
de constituirem um modélo de estude de esiresse oxidativa. G
aumento da concentracio Intracelular de espécies reativas de
gxigénio (estado prooxidante) é decorrente de diversas situagbes
dentre as guais incluem-se a a¢io de xenobiéticos como quinonas.
Eatados prooxidantes tém sido associades a fenémenos bioldgicos
de wgrande importancia como mutacadc, céancer e envelhecimento

{ GERUTI, 1888).
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CONCLUSBES

A membrana celular n&o represente um alvo de importancia da
a¢aE0 citotoxica da THO.

O DNA constitue um atvo de agao téxica da THO em células V 78.
L parada de replicacso do DNA constitue uméa resposta imediate
das células V 78 frente ao tratamento com THO.

0 peréxido de hidrogénio formado na reacio de autooxidacdo da
THQ tem pape! central no mecanismo de inibigao da replicagao
go DNA

Os radicais hidroxila representam a espécie oxidante final no
mecanismo de parada da repi{cacéo do DNA induzida pela THO e
pelo HpOp iscoladamente.

O mecanismo de inibigao da repiicagao do DNA induzida pela THQ
& independente de ferro, enguantoc aquele envoivido na inibigao
induzida pelo HpDp isoladamente & dependente de ferro ( Reagao
de Fenton/Harber-Weiss’.

A deteccdo do radical semiguinona na solugde de THQ suporta &
hipbtese de gue a reagao de Fenton Orgénica € o mecanismo de
produgio dos radicais hidroxita pela THO.

A cinética de recuperagaoc do efeito de inibi¢io da sintese de
DNA induzida pela THQ indica que o bloqueio da replica¢ao @
resultante da presenca de i(esoes no DNA.

A THO causa lesdes no DNA celular caracterizada como guebras

simpies de sua cadeia.

10.As quebras da cadeia do DNA foram detectadas somente em COndi~—

¢oes de alte concentragac de THQ. Essas quebras s3o produzidas



por um mecanismo independente de HpOp & de ferro,

11.0s mecanismos de inibigao da replicagho e de produgcdo de gque-
bras no DNA induzidos peia THQ s&c aparenlemente distintos,
sugerindo gue as guebras do DNA nao constituem o biogueio

principal de processo da replicagao.
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VI, SUMARIO / SUMMARY

1, ESTUDO DA ACAO CITOTOXICA DA TETRAHIDROXIBENZOQUINONA
(THQ) COMO MODELO DE ESTRESSE OXIDATIVO.

Este trabalho tem comg objetive o estudo do mecanismoe de
acac citotoxica da THQ em celulas da linhagem V79. A THQ so-
fre autooxidagao espontanea em condigoes fisiologicas com
produgac do anion superoxido, peroxido de hidrogénio, radi -
cal hidroxila, radical semiquinona e acido rodizodnico. Estu-
damos =a agéo da THG sobre o DNA celular, enfocando seu efei-
to sobre a replicacaoc semiconservativa. Verificamos que as
especies geradas durante a autooxidacdo da THQ estao envol -
vidas no evento da inibicao da sintese de DNA promovido por
essa quinona. Entre estas, o HEOE tem papel central, através
de um mecanismo independente de ferro. Evidenciamos também o©
envelvimentoe de radicals hidroxilaz nesse evento, assim  como
no mecanismo de inibigac da replicacio do DNA de celulas ex-
postas ao H202. Agul, distintamente da THR, ¢ ferro partici-
pa do- evento da inibigao da replicagéo, evidenciano a ocor-
rénéia da Reagéo de Fenton como mecanismo de produgao dos ra
dicais hidroxila. No caso da THH estes radicals parecem es -
tar sendo formados via Reag%o de Fenton Organica. A cinética
de recuperagao da inibigao da replicagaoc causada pela THQ in
dica a presenga de lesces no DNA. Detectamos a produgao de
quebras simples nas fitas do DNA de células expostas a THQ ,
através da técnica de sedimentacac em gradiente de sacarcse
alcalino. Estas quebras Sa0 independentes da presencga de
HEOE e Fe, sugerindo que os eventos de inibigéo da replica-
cao e de producac de quebras do DNA nao sao mediados por um

mecanismoe unico.



2. STUDIES OF TETRAHYDROXYBENZOQUINONE {(THQ) CITOTOXIC
ACTION AS A OXIDATIVE STRESS IMCDEL.

This work investigates the THQ citotoxicity mechanisms
on V79 cell line, THQ undergoes spontanecus autoxidation
under physiological conditions generating superocoxlide anion
radical, hydrogen peroxide, hydroxyl radical and rodizonic
acid. THQ has an genotoxic action, inhiviting the DNA seml
conservative replication process and inducting the produc-
tion of DNA single strand breaks., The intermediates of THG
autoxidation are involved on the DNA synthesis inhibition
mechanism. Among these, hydrogen peroxide plays a central
pole, through an iron independent pathway. Hydroxyl radical
was evidenciated as the final oxidant of DNA synthesis in-
hibition mechanism in cells exposed to THR and H202. In the
latter, iron is particinating in the mechanism, indicating
a Fenton type reaction for the hydroxyl radicals generation.
For THR®, these radicals seems to be generated through an
Organic Fenton Reaction. The recovery kinetics pattern of
DNA synthesgis inhibition induced by THQ indicates the pre-
sence of DNA lesions. The DNA single strand breaks, detec-
ted by DNA sedimentation in alkaline sucrose gradient, are
not H202 and Fe dependent. These results suggest that the
two events studied, DNA synthesis inhibition and DNA sin-

gle strand breaks, are not mediated by a single mechanism.
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