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I. Introducio Geral



1. Introducio

Grande nimero de agentes quimicos e fisicos, por
possuirem a capacidade de reagir com a molécula de DNA,
constituem uma ameaga em potencial para a integridade da
informagdo genética das células. Esses agentes sdo conhecidos pela
denominagdo geral de gemotoxinas e constituem o alvo de
identificagfo e estudo pela toxicologia genética.

Uma correlagdo positiva foi observada entre o
potencial genotoxico e a atividade carcinogénica de agentes quimicos
e fisicos diversos (Sukumar e col., 1983; Harris, 1991; Montesano e
col., 1992). Estes agentes sfo os que se denominam carcinogénicos
genotoxicos.

Nos altimos anos, as pesquisas em toxicologia genética
tém dado grande énfase na possivel atividade cancerigena e no
potencial mutagénico dos agentes de agfo genotbéxica (Ashby e
Paton, 1993). Este fato torna-se compreensivel quando se constata
que inimeros compostos toxicos estdo sendo constantemente
introduzidos no meio ambiente, além daqueles de ocorréncia natural,
que s¥o reconhecidamente mutagénicos e/ou carcinogénicos. E de
extrema importincia, portanto, que oS compostos aos quais O ser
humano estd exposto, quer seja intencionalmente (compostos
terapéuticos), no curso da vida didria (produtos domésticos,

cosméticos) ou inadvertidamente (agrotéxicos), sejam testados



quanto ao seu potencial em induzir danos genéticos e o
desenvolvimento de tumores.

Dentre o0s inameros compostos genotoéxicos, o0s
chamados agentes alquilantes constituem um grupo de grande
interesse para cancerologistas devido ao seu duplo papel no processo
de carcinogénese: de um lado, como carcinogénicos ambientais e, de
outro, como quimioterapicos amplamente utilizados no tratamento de
tumores (Kelsen e col., 1991; Pegg, 1991; Michejda, 1991;
Montesano e col., 1992).

O presente trabalho focaliza sua atengdo no estudo de
um agente alquilante de ocorréncia natural, a estreptozotocina (STZ)
(Vavra e col., 1959), cuja capacidade de alterar a molécula de DNA
tem sido amplamente documentada (Tjalve, 1983; Le Doux e col,
1986; Wilson e col., 1988).

Resultados anteriores obtidos em nosso laboratério
evidenciaram a acdo toxica da estreptozotocina em culturas celulares
humanas e de roedores (Eizirick e col., 1986; Capucci, 1990). Em
continuidade aos estudos anteriormente desenvolvidos, varios
experimentos foram aqui realizados com o objetivo de proporcionar
um maior conhecimento dos mecanismos de agdo genotoxica da
estreptozotocina em células de mamiferos em cultura. Para isso,
desenvolvemos estudos a niveis citogenéticos e moleculares, visando
contribuir fundamentalmente para a compreensdo dos processos

através dos quais a estreptozotocina exerce seus efeitos téxicos.



2. Toxicologia Genética

A atividade carcinogénica de um dado composto €
comumente determinada através da sua habilidade em induzir
tumores em animais de laboratério; estes estudos, entretanto,
requerem longo tempo, além de recursos e técnicas de custo elevado.
Estes fatos, aliados ao problema ético de consumo massivo de
animais experimentais, levaram & procura de vias alternativas para a
deteccio de compostos potencialmente carcinogénicos. Assim,
diferentes metodologias foram desenvolvidas, utilizando sistemas
bioldgicos in vitro em substituigdo ao uso de animais. Pelo fato de
exigirem um periodo de tempo muito mais reduzido que nos estudos
classicos anteriormente desenvolvidos, estas metodologias s#o
genéricamente denominadas ensaios de curta duragdo.

Atualmente, existem inameros ensaios, tanto
prbcaric’)ticos como eucaridticos, que permitem a detecgdo do
potencial genotoxico de um dado composto. A principal desvantagem
dos ensaios em organismos procaridticos radica, obviamente, no
distanciamento filogenético com a espécie humana e nos problemas
de extrapolagdo que tal distanciamento supde (Venitt e col., 1986;
Hofnung e Quillardet, 1986). Os ensaios bioldgicos desenvolvidos
por citogeneticistas em culturas celulares de mamiferos, entretanto,
minimizaram os problemas de distanciamento filogenético. Estes
ensaios envolvem, principalmente, a analise da capacidade de

agentes fisicos e quimicos de induzir aberragbes cromossdmicas



(AC), trocas entre cromatides irmds (TCls), mutagdes génicas e
morte celular. Essas técnicas tém sido recomendadas pela
comunidade cientifica devido a sua alta sensibilidade e
reprodutibilidade, como também pela economia de tempo e de meios
técnicos. No presente trabalho utilizamos essas técnicas para
investigar a genotoxicidade da STZ.

Os testes citogenéticos in vitro t€ém como finalidade
demonstrar a indu¢fo de danos cromossomicos, visiveis ao
microscopio optico, em culturas celulares de mamiferos. Esses danos
cromossdmicos constituem as chamadas aberracdes e sua detecgdo
geralmente envolve estudos no estidgio metafasico do ciclo celular
(Evans e O'Riordan, 1975; Savage, 1976), onde 0s cromossomos, por
apresentarem-se  condensados, sdo facilmente observados e
analisados. Testes de aberragdes cromossémicas in vitro tém
revelado que uma alta porcentagem dos compostos quimicos
analisados induz AC em culturas primarias ou linhagens celulares
estabelecidas (Ishidate e col., 1988; Anderson e col., 1990).

A origem das aberragdes €, ainda hoje, objeto de estudo
na area da citogenética (Yates e Morgan, 1993), embora alguns
modelos propostos sejam considerados classicos (Sax, 1940; Revell,
1959). Simplificadamente, as aberra¢des ocorrem devido & presenga
de lesBes na molécula de DNA, e varios trabalhos tém demonstrado
que as quebras duplas na cadeia de DNA constituem as lesdes
responsaveis pela formagfo de aberragdes (Obe e col, 1982

Natarajan e Obe, 1984). Quando quebras duplas sfo introduzidas na



molécula de DNA, a célula pode reparar a quebra corretamente, bem
como ndo realizar esse processo de reparo, ou ainda fazé-lo de
maneira incorreta. A auséncia ou erro no reparo das quebras de DNA
pode resultar na indugdo de aberragdes cromossémicas e morte
celular. Assim, postulou-se que sdo as quebras duplas as lesdes que
levam diretamente & formacgdo de aberragdes; qualquer outra lesdo
primaria requer sua transformagfio para quebra-dupla, pelos
processos de replicagdo e/ou reparo da molécula de DNA.

As diferentes formas de aberragdes estruturais sio
classificadas de acordo com o niimero de cromatides envolvidas em
uma aberragdo. Assim, classificam-se, principalmente, como
aberracbes cromossémicas as aberrages onde ambas as cromatides
de um mesmo cromossomo estio envolvidas e cujas alteragBes
localizam-se num mesmo ponto e, como aberracdes cromatidicas, as
que envolvem uma unica cromatide. (Savage, 1976) (Figura 1).

Os tipos e frequéncias de aberragdes induzidas
dependem do tipo de composto utilizado e do estagio do ciclo celular
no momento do tratamento. Agentes alquilantes, por exemplo,
induzem principalmente aberragdes do tipo cromatidicas e a
intervengdo de uma fase de sintese no ciclo celular € fundamental no
aparecimento destas aberragdes (Schwartz, 1989). Acredita-se que as
aberrag@es induzidas por alquila¢do resultam de erros no processo de
replicagdo da molécula de DNA nos sitios alquilados. As radiagdes
ionizantes, por outro lado, induzem aberragdes em todos os estagios

do ciclo celular.



Sempre duas células filhas afetadas

Uma ou ambas células filhas afetadas

MM possiveis problemas mecinicos durante a anafase

FIGURA 1. Diferentes tipos de alteracdes cromossoémicas induzidas

por tratamentos quimicos ou fisicos (Savage, 1976).



Estas observagdes levaram a classificag@io operacional
dos agentes indutores de aberragdes em S-independentes e S-
dependentes, o que é um reflexo intrinsico dos diferentes tipos de
lesdes induzidas, assim como do tipo de sistema de reparo de DNA
envolvido. Os aspectos basicos relativos as aberragdes
cromossOmicas estdo detalhados em uma recente compilagio de
dados publicados por Obe e Natarajan, (1990).

A detec¢io de trocas entre cromatides irmas,
primeiramente demonstradas por Taylor (1958) através de técnicas
autoradiograficas, tornou-se também uma das metodologias mais
sensiveis na detecgdo de carcinogénicos genotdxicos (Latt e col.,
1981; Wolff, 1982; Anderson e col., 1990).

Como o préprio nome indica, uma TCI representa uma
troca reciproca de segmentos de cromatides pertencentes a um
mesmo cromossomo. Os mecanismos de formagdo de TCIs ndo
foram todavia elucidados, embora alguns modelos pressuponham a
participagdo fundamental do processo de replicagio de DNA na
origem de trocas cromatidicas (Painter, 1980; Wolff, 1982).
Basicamente, esses modelos apoiam-se na idéia de que quebras
duplas de DNA sfo geradas nas jungbes entre replicons,
completamente e parcialmente duplicados. Durante o processo de
reparo das quebras duplas, TCIs podem ser iniciadas quando as
cadeias filhas de um replicon duplicado recombinam com as cadeias
parentais de um replicon parcialmente duplicado. Quando este Gltimo

finaliza o processo de replicagdo, as TCIs se completariam (Painter,



1980).

Varias técnicas permitem a discriminagdo entre
cromatides-irmas e, consequentemente, a visualizagdo de trocas entre
as mesmas. A principio, permite-se que as células incorporem
analogos de timidina, como 35-bromodesoxiuridina (BrdU), na
molécula de DNA, durante dois ciclos celulares, o que resulta em
cromossomos com uma cromatide substituida unifilarmente e outra
bifilarmente. Através de procedimentos apropriados, esta diferenca
quimica é finalmente expressa como uma afinidade diferencial por
corantes especificos.

Os ensaios citogenéticos aqui descritos constituem uma
medida indireta do potencial mutagénico de um dado composto.
Medidas diretas de mutagdes pontuais em diferentes loci génicos t€m
sido realizadas em diversas linhagens celulares de mamiferos, com a
finalidade de correlacionar qualitativamente os compostos
mﬁtagénicos e carcinogénicos. Varias metodologias sdo hoje
utilizadas na detec¢io de mutagdes génicas (Cotton, 1993) e um dos
ensaios mais utilizados consiste na analise de mutag¢des induzidas em
um gene alvo, geralmente de facil selecdo em meios de cultura
apropriados.

Um problema associado com a selecdo de mutantes em
células de mamiferos € a presenca de duas copias de cada gene em
células dipléides normais. Em muitos casos, o produto do gene
mutante atua recessivamente, isto €, o produto génico adequado ¢

transcrito a partir do gene normal, para suprir as necessidades
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celulares. Neste caso, mutagBes em ambos os genes de uma célula
dipléide (um evento muito raro) seriam necessarias para se detectar o
fenétipo mutante. Portanto, os estudos de indugdo de muta¢les em
células de mamiferos sdo realizados no estado hemizigdtico,
utilizando-se genes presentes no cromossomo sexual X ou genes
autossomicos que foram encontrados ou deliberadamente
selecionados como hemizigdticos. Um exemplo de um gene
localizado no cromossomo X e que consiste na base do sistema de
selecio de mutagdes, ¢ o gene que codifica para a enzima
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HPRT) (Albertini e
Demars, 1973; van Zeeland e Simons, 1976). A enzima HPRT atua
na via de salvamento das purinas, catalisando a conversio de guanina
e hipoxantina ao nucleosideo-monofosfato correspondente. Essa
enzima ndo € essencial para a sobrevivéncia das células em cultura,
uma vez que estas bases podem ser sintetizadas de novo.

Nas células que contém HPRT, anilogos toxicos de
purinas, como 6-tioguanina ou 8-azaguanina, s3o também
convertidos a nucleosideos e incorporados no DNA, e este fato
constitui a base do processo de selegdo de mutantes. Assim, células
selvagens sfio mortas pela incorporagdo dos analogos toxicos,
enquanto as células mutantes, com uma enzima ndo funcional,
alterada ou ausente, sdo capazes de sobreviver no meio contendo os
agentes seletivos (Thaker, 1985, 1986). As purinas sfo
continuamente produzidas nestas células via sintese de novo.

Alguns sistemas de mutagdes utilizam produtos gé€nicos
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mutantes com agdo semi-dominante e, nestes casos, mutagdo em
somente um dos dois genes presentes em uma célula dipléide é
necessaria para a detecgdio do fendtipo mutante. Por exemplo,
mutag¢do do fenétipo semi-dominante de resisténcia & ouabaina,
envolve uma enzima essencial, a A7TPase Nat/K'-dependente
(Baker e col., 1974). O composto ouabaina induz a morte celular
ligando-se a esta enzima e causando disturbios no fluxo de ions;
entretanto, mutantes raros podem ser encontrados, nos quais a
enzima perde sua capacidade de ligar-se a ouabaina, mantendo,
porém, suas atividades normais de ATPase. A taxa de mutantes
detectados por resisténcia & ouabaina é mais restrita quando
comparada as de enzimas ndo essenciais, como HPRT, pela
possibilidade de ocorréncia de grandes alteragdes mutagénicas, como
delegdes, no gene codificador da enzima ATPase, resultando na
perda de sua fungfio essencial e na morte das células mutantes.
Assim, as muta¢des ouabaina estio intrinsicamente relacionadas a
mutagdes pontuais, onde a atividade de ATPase permanece funcional

(Baker, 1979; Thaker, 1986).

3. Interacfio de agentes alquilantes
com a molécula de DNA

Os agentes alquilantes constifuem um grupo muito

estudado de compostos quimicos com reconhecida atividade
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mutagénica e carcinogénica (Michejda, 1991; Pegg, 1991;
Montesano e col., 1992). Estes compostos induzem danos de grande
importancia sob o ponto de vista genético, tais como aberragGes
cromossdmicas, trocas entre cromatides irmés, muta¢des génicas e
morte celular (Natarajan e col.,, 1984). Agentes alquilantes sdo
compostos eletrofilicos que reagem com diversos centros
nucleofilicos na molécula de DNA (Van Zeeland, 1988; Guttenplan,
1990; Beraneck, 1990). A alquilagdo dos atomos de oxigénio das
bases de DNA origina residuos diversos, como a O%-alquilguanina
(00AlqG), a O2-alquiltimina (O2AlqT), a O*-alquiltimina (O%AlqT)
e a O2-alquilcitosina (O2AlqC); a alquilagio dos atomos de
nitrogénio forma N3-alquilguanina (N3AlgG), N3-alquiladenina
(N3AlqA), N7-alquiladenina (N7-alqA), N7-alquilguanina (N7AlqG)
e N3-alquilcitosina (N3AlqC) (Figura 2). A alquilagdo de grupos
fosfato origina os alquilfosfotriesteres.

Agentes alquilantes distintos formam diferentes
proporcdes destag bases alquiladas e, assim, dependendo do
mecanismo de ac;go, a eficiéncia de inducdo de efeitos bioldgicos
diversos pode variar de um agente alquilante para outro. Por
exemplo, as lesdes que afetam os atomos de nitrogénio, como as N3-
alquilpurinas, por bloquearem o processo de replicagdo, estdo
relacionadas com a morte celular (Evensen e Seeberg, 1982; Boiteux
e col.,, 1984; Costa de Oliveira e col., 1986), enquanto que aquelas
que se localizam nos atomos de oxigénio sdo fundamentalmente

mutagénicas, uma vez que induzem pareamentos erréneos (Loveless,
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FIGURA 2. Alquilagio da molécula de DNA

As setas numeradas indicam todos os possiveis sitios de alquilagio. 1 = 7-metiladenina,
2 = O*-metiltimina, 3 = 3-metiladenina, 4 = 1-metiladenina, 5 = 3-metiltimina, 6 = O2-
metiltimina, 7 = metilfosfotriester, 8 = 7-metilguanina, 9 = OP-metilguanina, 10 =
metilfosfotriester, 11 = 3-metilguanina, 12 = 3-metilcitosina, ¢ 13 = O2-metilcitosina
(Samson, 1992).
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1969; Swann, 1990). A OO-metilguanina (O%-MetGua) forma
pareamentos preferenciais com a base timina, originando transi¢des
GC—2>AT (Loveless, 1969; Richardson e col., 1987). As comparag¢des
do potencial carcinogénico de diferentes agentes alquilantes com a
eficiéncia de produgio de O0-MetGua no DNA mostram que essa
lesdo esta diretamente relacionada aos processos de mutagénese e
carcinogénese em células de mamiferos (Singer, 1986; Safthill e col.,
1985; Swan, 1990). Além de ser uma lesdo mutagénica, a 06-
MetGua ¢ considerada uma lesfo citotdxica, uma vez que células
incapazes de remover esse aduto apresentam-se hipersensiveis aos
efeitos letais de agentes alquilantes (Day e col., 1980; Brent e col.,
1988; Fram e Robichaud, 1990). A lesdo N7AlqG ¢ induzida
majoritariamente apos exposicdo das células a agentes alquilantes e
persiste durante muito tempo no DNA celular, uma vez que ¢é
reparada enzimaticamente com baixa eficiéncia (McCarthy e col,,
1984),

A presenga de N7AlqG ndo interfere no processo de
replicagdo de DNA e, portanto, parece ser uma leséo ndo letal para as
células (Park e Ames, 1988). Devido a estas caracteristicas, o
rendimento dessa lesdo reflete o grau de alquilagdo do DNA. Embora
seja um aduto bastante estavel, a N7AlqG € mais instavel que a base
parental guanina. Esta instabilidade resulta da ruptura do amel de
imidazol, formando residuos formamidopirimidina (Fapy), cuja
liberagdo da origem a sitios apurinicos (Boiteux e col., 1987).

Existem varias observa¢bes indicativas de que os Fapy poderiam



exercer um papel biologico, conduzindo a processos de mutagénese
e/ou morte celular (Boiteux e col., 1987). Vérias revisdes sobre a
agdo de agentes alquilantes e seus efeitos bioldgicos foram
recentemente publicadas (Beraneck, 1990; Michejda, 1991; Pegg,
1991; Samson, 1992).

4. Mecanismos de reparo de lesdes
induzidas por agentes alquilantes

Para superar os efeitos deletérios induzidos pela
presenca de lesdes na molécula de DNA o processo evolutivo
conferiu as células sistemas capazes de lidar com essas lesdes: sdo os
chamados sistemas de reparo de DNA.

Os danos introduzidos na molécula de DNA pelos
agentes alquilantes podem ser eliminados por diferentes sistemas de
reparo, que incluem atividades de enzimas especificas, as
alquiltransferases e glicosilases. Uma completa revisdo sobre a
atividade destes dois tipos de enzimas foi recentemente publicada
(Samson, 1992).

A atividade de alquiltransferase (ATase) foi observada
pela primeira vez em bactérias E.coli. crescidas em meio de cultura
contendo baixas doses de agentes metilantes; nessa condigfio, as
bactérias desenvolviam uma resposta adaptativa, adquirindo uma

grande resisténcia aos efeitos toxicos de agentes alquilantes (Samson
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e Cairns, 1977). A enzima induzida nesse fendmeno de adaptacéo ¢é
uma metiltransferase, denominada ATase I, a qual possui duas
fungBes: por um lado atua como regulador positivo da expressdo dos
genes envolvidos na resposta adaptativa (Hughes e Sedgwick, 1989)
e, por outro, repara as principais lesdes mutagénicas induzidas por
agentes alquilantes (O0AlgG e O4AlqT), preferencialmente as bases
metiladas (Sedgwick e col., 1988). O reparo destas lesdes se realiza
por uma transferéncia irreversivel do grupo alquila a um residuo de
cisteina da propria ATase 1. (Volkert, 1988). Embora a ATase I atue
preferencialmente sobre grupos metila, reconhece também grupos
etila, propila, butila etc; entretanto, a velocidade de reagfio diminui
com o aumento do tamanho do grupo alquila (Brent e col., 1988).

A enzima metiltransferase foi também detectada em
células de mamiferos, sendo denominada MGMT (revisto em Pegg,
1990). O ¢DNA humano para MGMT foi recentemente clonado
(Tano e col., 1990) e o gene MGMT mapeado no cromossomo 10
humano (Rydberg e col., 1990). A organizacdo e expressdo do gene
humano para MGMT foram recentemente demonstradas por Nakatsu
e colaboradores, (1993). Em certos tipos celulares a expressdo deste
gene ¢ induzida em resposta a outros tipos de agentes genotdxicos,
como, por exemplo, apés tratamento com raios X (Laval, 1990;
Bertini e col., 1990; Fritz e col., 1991), diferentemente da enzima
bacteriana. Portanto, o mecanismo de indugdo de MGMT em células
de mamiferos parece diferir do mecanismo bacteriano.

Além da resposta adaptativa, as células de mamiferos
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removem bases alquiladas do DNA por um mecanismo hidrolitico,
catalisado pelas DNA-glicosilases. As DNA-glicosilases, de uma
maneira geral, catalisam a ruptura hidrolitica das ligagbes N-
glicosidicas entre uma base anormal ou danificada e uma
desoxirribose da cadeia agucar-fosfato de DNA (Volkert, 1988), e,
no processo de hidrolise, produzem sitios apurinicos ou
apirimidinicos (AP) na molécula de DNA. A sequéncia de DNA
original, ndo danificada, pode ser entdo restaurada pela acdo
consecutiva das enzimas AP endonuclease, exonuclease, DNA
polimerase e DNA ligase (revisto em Foster e Eisenstandt, 1985). A
agdo coletiva destes cinco tipos de enzimas € denominada reparo de
excisdo de bases de DNA (Friedberg, 1985).

No caso das bases alquiladas, foram descritas
glicosilases de mamiferos que reparam a lesdo 3-metiladenina (3-
MgtA-glicosilase), tendo-se demonstrado sua capacidade de remover
também os adutos 3-metilguanina e 7-metilguanina da molécula de
DNA (Male e col., 1987). A remocdo das bases, gerando sitios
apurinicos, pode ocorrer também espontaneamente; assim, a taxa de
remog¢do desses produtos consiste na soma de reagdes enzimaticas e

nio enzimaticas.
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5. Resisténcia celular a agentes
alquilantes

Dentre os varios processos relacionados ao fendmeno de
resisténcia celular a agentes alquilantes, os sistemas de reparo de
DNA exercem um papel fundamental (Calsou e Salles, 1993). Em
células de mamiferos, a resisténcia aos efeitos toxicos de agentes
metilantes, como a STZ, tem sido frequentemente associada a
atividade da enzima DNA-metiltransferase (Pegg, 1990). Linhagens
celulares que expressam um alto grau de resisténcia a toxicidade
induzida por compostos metilantes sdo conhecidas como Mer" ou
Mex*-. Células Mer™ ou Mex"- expressam quantidades detectiveis
da enzima MGMT (Day e col., 1980; Pegg, 1990; Mitra e Kaina,
1993). Devido a existéncia de uma correlagdo entre a habilidade em
reparar a lesdo O0-MetGua e o fendmeno de resisténcia celular a
métilagﬁo de DNA, concluiu-se que a resisténcia a metilagdo de
DNA ¢ causada por uma alta taxa de remog¢do desse aduto (Pegg,
1990). Entretanto, muitas linhagens celulares adquirem resisténcia a
metilagdo de DNA apesar da auséncia de atividade da enzima
MGMT (Goldmacher e col., 1986; Goth-Goldstein e Hughes, 1987;
Fritz e col., 1993). Embora a base molecular deste mecanismo de
resisténcia pareca estar relacionado a tolerancia "a presenga de lesdes
0%-MetGua, os mecanismos celulares envolvidos nesse processo
permanecem especulativos.

Goldmacher e colaboradores (1986), fazendo uma



19

analogia com resultados obtidos em E. coli (Sklar e Strauss, 1980;
Karran e Marinus, 1982) sugeriram que um defeito no sistema de
reconhecimento de pareamentos errdneos de bases (reparo de
mismatch) poderia resultar numa toleréncia a lesdo 06-MetGua. Tal
sistema de reconhecimento foi recentemente caracterizado em células
de mamiferos (Hare e Taylor, 1985; Brown e Jiricny, 1987) e, de
acordo com este mecanismo, 06-MetGua n3o é uma lesdio citotéxica
per se, mas torna-se letal através do seu reconhecimento e eliminagéo
como base errdnea incorporada na molécula de DNA. Assim, uma
falha no funcionamemto deste sistema que reconhece a base incorreta
poderia levar a persisténcia da mesma na molécula de DNA
(Goldmacher e col., 1986), configurando um mecanismo de
tolerancia.

Por outro lado, Roberts e Basham, (1990), trabalhando
com células Hela, evidenciaram uma habilidade em ultrapassar as
1esf>es bloqueadoras do processo de replicagio de DNA, o que
conferia uma resisténcia aos efeitos toxicos de agentes metilantes.
Bouffler e colaboradores, (1990) descreveram o isolamento de um
gene envolvido na replicagdo de DNA, utilizando uma molécula de
DNA lesada por luz ultravioleta (UV); este gene corrige parcialmente
a sensibilidade & luz UV através de um mecanismo de reparo pos-
replicagdo (PRR). Recentemente foi sugerido que este mecanismo de
tolerdncia pos-replicagdo poderia conferir resisténcia parcial aos
efeitos toxicos da MNU e ENU em células Mer~ (Godfrey e col,,
1992).
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Os dados acima, embora ainda nfo esclarecidos em sua
totalidade, evidenciam a presenca de mecanismos definidos de
tolerancia a acglo téxica de agentes metilantes em células de
mamiferos. Varias revisdes sobre estes mecanismos de tolerancia
foram recentemente publicados (Calsou e Salles, 1993; Karran e

Bignami, 1992).

6. Estreptozotocina (STZ)

A STZ, uma nitrosourea ligada ao C» da molécula de
glicose (Herr e col., 1967) (Figura 3), é o produto resultante do
processo de fermentacdo do fungo Streptomyces achromogenes, e foi
isolada em 1959 por Vavra e colaboradores. Estudos subsequentes
apontaram a STZ como um agente de agdo cancerigena ¢ altamente
diabetogénica (Rerup, 1970). De fato, este composto tem sido
amplamente utilizado como indutor de diabetes em animais de
laboratério devido 4 sua toxicidade seletiva para células B de
pancreas, produtoras de insulina (Byrne e Schein, 1981; Le Doux e
col., 1986; Andersson e col., 1988; Eizirick e col., 1991). Assim, os
estudos dos mecanismos de toxicidade da STZ in vitro t€m sido
principalmente realizados em culturas de células B (LeDoux e col,,
1986; Eizirick e col., 1991; Kantwerk-Funke e col, 1991;
Kawada,1992), cuja alta sensibilidade a este composto parece estar

relacionada & presenga de receptores para o residuo de D-
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glicopiranose da STZ (Rossini ¢ col., 1985; Le Doux e col., 1986;
Kawada, 1992). A compreensdo dos mecanismos de agéio da STZ &
fundamental na elucidagdo das causas do processo diabetogénico.
Assim, muitos mecanismos tém sido considerados durante os ultimos
quarenta anos € um dos modelos mais aceitos na atualidade propde
que o evento letal para as células beta é o esgotamento do NAD
intracelular, o qual é utilizado como substrato da enzima poli-ADP-
ribose-sintetase, ativada pela formacdo de quebras de DNA
(Okamoto, 1981, 1985).

Em adi¢fo a sua acgfo diabetogénica, a STZ constitui-se
num agente quimioterapéutico largamente utilizado no tratamento de
pacientes com insulinoma e tumores carcindides (Weiss, 1982;
Kelsen e col., 1991).

O uso da STZ em quimioterapia de tumores baseia-se na
sua apacidade de induzir lesdes na molécula de DNA (Le Doux e
col., 1986; Wilson e col., 1988; Fram e Robichaud, 1990), o que lhe
confere um grande potencial mutagénico e carcinogénico. Estudos
anteriores demonstraram que durante o processo de decomposi¢io da
STZ sdo geradas espécies de carbono altamente reativas, os ions
carbonium, que tém a propriedade de alquilar as bases de DNA
(Tjilve, 1983); entretanto, os mecanismos exatos da agfo toxica

deste composto ndo foram ainda completamente esclarecidos.



FIGURA 3. Estrutura quimica da estreptozotocina.
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I1. Objetivos
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1. Como primeiro objetivo do presente trabalho nos
propusemos a estudar os efeitos citotéxicos e genotoxicos induzidos
pela STZ em células de mamiferos em cultura. Utilizamos, no
decorrer dos experimentos, diferentes linhagens celulares de
roedores, proficientes e deficientes em sistemas de reparo, a fim de
caracterizar linhagens sensiveis e resistentes & STZ, que pudessem
ser utilizadas para a investigagfo posterior de seus mecanismos de
a¢do. Os dados da literatura referentes a agfo genotoxica da STZ em
células de mamiferos em cultura sdo bastante limitados, restringindo-
se a estudos isolados de sua capacidade de induzir aberragdes
cromossdmicas (Bhuyan, 1970) e TCIs (Tokuda e Bodell, 1988).
Iniciamos nosso trabalho realizando uma andlise detalhada e
sistematizada dos diferentes efeitos genotdxicos induzidos pela STZ

em trés linhagens celulares selecionadas.

2. Numa segunda etapa, procuramos verificar se as
diferentes respostas celulares a STZ eram especificas para este
agente metilante, ou se manifestavam também por exposi¢do das
células a outros agentes alquilantes. Nesse sentido, analisamos os
efeitos  citotdxicos e genotéxicos do agente metilante
metilnitrosouréia (MNU), um analogo agliconico da STZ, e do

agente etilante etilnitrosouréia (ENU).

3. Procuramos também estabelecer correlagdes entre as

diferentes respostas celulares & STZ e a eficiéncia de produgéo de



bases metiladas no DNA destas linhagens, apds exposi¢do a este
agente metilante. Analisamos, assim, o rendimento do aduto N7-
MetGua, cuja produgdo majoritaria reflete o grau de metilagdo do
DNA, e do aduto 06-MetGua, cuja indugdo é correlacionada com a

resposta mutagénica.

4. Atualmente, esta bem estabelecido que a presenga de
diferentes tipos de lesdes na molécula de DNA induzem a inibigdo do
processo de sintese dessa molécula. Analisamos, entdo, os efeitos da
STZ sobre a taxa de sintese de DNA e sobre a progressdo do ciclo
celular em duas linhagens de roedores que apresentaram diferentes
respostas a4 STZ: a CHO-9 e a V79, visando correlacionar diferentes
sensibilidades celulares com possiveis diferengas quanto as
velocidades de replicagdo de DNA e de divisdo celular nas células

lesadas.
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II1. Materiais e Métodos
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1. Células: cultivo e linhagens

Linhagens celulares

No presente trabalho foram utilizadas trés diferentes
linhagens celulares, cujas principais caracteristicas estdo abaixo

relacionadas:

fibroblastos originarios de pulmfo de hamster chinés. Apresentam
baixa atividade de reparo-excisdo, caracteristica comum a maioria
das culturas celulares de roedores (Van Zeeland e col., 1981) e ndo
possuem atividade da enzima de reparo DNA-metiltransferase

(células Mer~) (Warren e col., 1979).

CHO-9: clone derivado da linhagem fibroblastica de ovério de hamster

chinds CHO. Estas células, assim como as células V79 acima
descritas, apresentam baixos niveis de reparo-excisdo e sdo Mer~

(Kaina, 1987).

EM-C11: clone mutante isolado a partir de células CHO-9 com base na

hipersensibilidade & morte celular induzida por etilmetanosulfonato
(EMS) (Zdzienicka e col., 1992). Estas células caracterizam-se pela
hipersensibilidade a agentes alquilantes monofuncionais e pela alta

frequéncia espontinea de trocas entre cromatides irmds. O carater
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mutante destas células deve-se a uma deficiéncia no reparo de

quebras simples na cadeia de DNA (Zdzienicka e col., 1992).

Cultivo das células

As linhagens celulares foram rotineiramente cultivadas em
placas de Petri plasticas de 10 cm de didmetro (P1¢) contendo meio
de cultura completo (item 13.1). As células cresciam em
monocamada, aderidas ao fundo da placa de cultura. Todas as
culturas celulares foram mantidas a 37°C em atmosfera imida com
5% de CO9. Os subcultivos foram feitos mediante repiques
periddicos. Para isso, as placas de cultura eram lavadas com solugéo
salina-fosfato (PBS) (item 13.2) e as células descoladas do fundo das
plaucas com 1 m! de solugiio de tripsina (item 13.3). Obtinha-se,
assim, uma suspensdo celular de onde aliquotas eram transferidas

para novas placas de cultura contendo meio fresco.

2. Compostos Quimicos

Estreptozotocina (STZ), N-metil-N-nitrosouréia (MNU) e N-
etil-N-nitrosouréia (ENU) foram dissolvidos em meio de cultura
completo imediatamente antes de sua utilizagéo. 6-tioguanina (6-TG)

foi previamente dissolvida em NaOH 1IN e diluida em HpO para as
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concentragdes desejadas. Ouabaina foi dissolvida em HyO e mantida

em estoque a -4°C.

3. Tratamento das células

Em todos os experimentos descritos neste trabalho foram
utilizadas  culturas celulares em  crescimento exponencial.
Previamente aos protocolos experimentais, as células foram
tripsinizadas, individualizadas por pipetagdes sucessivas e contadas
em contador celular automatico Coulter Counter ZM (Coulter
Eletronics, Nederland). Com exceg¢do dos protocolos de medidas de
sintese de DNA (item 9) todos os demais tratamentos foram
realizados em suspensio, numa densidade celular de 2 x 106
células/ml e por um periodo de 2 horas. As concentragdes utilizadas
estdo especificadas nas figuras correspondentes a cada experimento.
Apds os tratamentos as células foram lavadas 2 vezes com PBS,
centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura. Todas as
incubacdes foram feitas em meio de cultura completo, a 37°C e

atmosfera imida com 5% de CO».
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4. Medidas de sobrevivéncia celular

Como pardmetro de sobrevivéncia celular mediu-se a
capacidade de células individualizadas se reproduzirem e formarem
colOnias visiveis a olho n{i. Para isso, as células foram tratadas com
os agentes estudados, semeadas numa densidade de 200 células/P1g
(5 placas/dose) e incubadas em meio completo por 7 a 10 dias para o
crescimento clonal. As placas foram entdo lavadas com NaCl (0,9%
em Hy0), secadas ao ar e coradas com azul de metileno (1% em
H»0). A razo entre 0 nimero de colonias formadas € o niimero de
células semeadas fornecia a eficiéncia de plaqueamento, que, nas
condi¢des controle era geralmente de 70 a 100%. A eficiéncia de
plaqueamento de cada populagdo relativa ao controle foi usada para

determinar a fragdo de células sobrevivente aos tratamentos.

5. Medidas de inducio de mutacdes génicas

Apbs exposigio aos agentes estudados, as células foram
cultivadas numa densidade de 5 x 105 células/P15 (3 placas/dose)
para expressio dos mutantes induzidos em dois diferentes loci
génicos: hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HPRT) e
Nat/K+ ATPase (ouabaina). Apds 4 dias de incubagdo, as células
foram subcultivadas e semeadas para selegfio de mutantes ouabaina-

resistentes (Oual). Assim, semearam-se 2,5 X 105 células/P1q (10



placas/dose) em meio de cultura contendo ouabaina (1 mM) e
incubou-se por 10 dias. Paralelamente, 200 células/P1p foram
semeadas para cada dose utilizada e incubadas por 7 dias para
determinagfio da eficiéncia de plaqueamento (5 placas/dose). As
células restantes na suspensdo foram semeadas numa densidade de
3,5 x 105 células/P15 (3 placas/dose) contendo meio fresco e
incubadas por mais 4 dias. Apds esse periodo de incubagdo, isto €, 8
dias ap6s o tratamento, as células foram subcultivadas e semeadas
para expressio de mutantes HPRT-. Para isso, semearam-se 103
células/P1g (10 placas/dose) em meio de cultura contendo 6-
tioguanina (5 pg/ml) e incubou-se por 10 dias. Novamente, 200
células/Pq (5 placas/dose) foram semeadas em paralelo e incubadas
por 7 dias para medidas de eficiéncia de plaqueamento. O tempo de
expressio dos mutantes induzidos pelos tratamentos foi considerado
0 mesmo, tanto para as linhagens parentais como para a linhagem
mutante. Apds os respectivos periodos de incubagdo, as placas foram
lavadas e coradas como descrito no item 4. A frequéncia de mutagio
induzida foi determinada subtraindo-se a frequéncia de mutagdo nas
placas-controle das frequéncias nas placas tratadas e corringindo-se

os valores de acordo com as respectivas eficiéncias de plaqueamento.
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6. Medidas de inducio de aberracoes
cromossomicas

Para as analises das aberragdes cromossOmicas induzidas
pelos compostos estudados, as células foram tratadas e cultivadas
numa densidade de 2 x 106 células/Pg por aproximadamente um
ciclo celular. Apés esse periodo, as culturas foram tripsinizadas € as
suspensdes celulares coletadas em tubos de ensaio. Duas horas antes
da tripsinizagdio, adicionou-se colchicina (0,1 pg/ml) as placas de
cultura para bloqueio do fuso mitético e consequente obtengdo de
cromossomos metafasicos. Procedeu-se, entdo, a hipotonizagdo das
células para ruptura da membrana nuclear e espalhamento
cromossémico. O tratamento hipotdnico foi realizado centrifugando-
se as suspensdes (1000 rpm por 5 minutos) e ressuspendendo o
precipitado celular resultante em 5 ml de solugdo hipotbnica (item
13.4). As suspensdes foram entdo homogeneizadas e incubadas em
banho-maria por 25 minutos a 37°C.

Apbés a hipotonizagdo, as suspensdes celulares foram
centrifugadas novamente (800 rpm por 5 minutos), 0 sobrenadante
removido e 5 ml de solugdo fixadora (item 13.5) foram adicionados a
cada tubo de ensaio. Centrifugagdes e renovagdes dessa solugdo
foram feitas 3 vezes. Ap6s a ultima adigdo de solugfo fixadora, os
respectivos precipitados celulares foram ressuspendidos em 0,75 ml
dessa mesma solugio e mantidos a 4°C por, no minimo, 24 horas.

Para as preparages cromossdmicas a serem analisadas
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posteriormente, 2 a 3 gotas de cada suspensdo celular foram pingadas
sobre laminas de vidro com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
secadas ao ar por 24 horas. Para verificagdo da qualidade das
preparagdes foi utilizado um microscopio de contraste de fase Leitz.
Ap6s secagem, as laminas foram coradas por imersdo em solugdo de
Giemsa (2% em H9O) por 15 minutos e lavadas com éagua. As
analises das preparagdes metafésicas assim obtidas foram feitas em

microscopio Optico comum Leitz weizlar.

7. Medidas de inducio de trocas entre
cromatides irmas (TCls)

Diferentes técnicas permitem a discriminagdo entre duas
cromatides irmés e, consequentemente, a visualizagdo de trocas
reciprocas entre as mesmas. No presente trabalho foram utilizadas

duas metodologias diferentes, descritas a seguir.

a) Visualizac¢do das trocas cromatidicas segundo
Perry e Wolff (1974)

Apbs o tratamento, as células foram semeadas numa densidade
de 100 células/Pjg em meio de cultura contendo 10 puM de 5-
bromodeoxiuridina (BrdU). As placas foram entfio incubadas por um

periodo de tempo correspondente a dois ciclos celulares. Apos
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incubagfio, as células foram tripsinizadas e procedeu-se a
hipotonizagdo, fixagfo e preparo das laminas como descrito no item
6. Para visualizagdo das trocas, as laminas foram imersas em solugio
do corante Hoechst (0,25 pg/ml em PBS) por 15 minutos; a seguir
foram lavadas com PBS e cobertas com uma laminula de vidro,
mantendo-se, assim, uma pelicula de PBS entre a ldmina e a
respectiva laminula. As laminas foram entdo colocadas sobre uma
chapa de metal aquecida a 55-60°C sob luz ultravioleta por 25
minutos. As laminulas foram entdo removidas e as laminas imersas
em solug@o de Giemsa (5% em H»O) por 15 minutos. A contagem do
nimero de trocas cromatidicas induzidas pelo tratamento foi feita em

microscépio 6ptico comum Leitz.

b) Visualizacdo das trocas cromatidicas segundo
Natarajan e col., (1986)

Uma segunda técnica para visualizagio de trocas entre
cromatides irmas foi utilizada em nossos experimentos. Para isso, as
células foram tratadas e cultivadas numa densidade de 106
células/P1g durante um ciclo celular em meio de cultura contendo
BrdU e durante um segundo ciclo em meio contendo somente
desoxitimidina (dThy) (4 uM). Nestas condigdes experimentais, uma
das cromatides de cada cromossomo era unifilarmente substituida por
BrdU enquanto que na outra cromatide nfio havia nenhuma

substituigdo (Figura 4).
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Durante o primeiro ciclo celular, a sintese endogena de timidina foi
bloqueada pela adigdo de fluordesoxiuridina (100 pM) e
desoxicitidina (100 pM). As taxas de substituigdo de BrdU foram
controladas pela adigdo ao meio de cultura de x uM BrdU e y pM
dThy, respeitando-se a proporgdo x + y = 10 uM. As células foram
entdo hipotonizadas, fixadas e as laminas preparadas como descrito
no item 6.

Num primeiro passo para a visualisagdo das trocas
cromatidicas, o DNA foi desnaturado pelo aquecimento das lAminas
a 80°C por 4 minutos em formamida [40% em solugfo salina-citrato
2 vezes concentrada ( 2 x SSC)]. As laminas foram entdo lavadas
com PBS e HyO. A seguir, foram incubadas por 60 minutos a 37°C
com anticorpo anti-BrdU [20 pg/ml em PBS contendo 0,1% de
tween-20 (PBS-20) + 5% de albumina sérica bovina (ASB)]. Apds
incuba¢fio com o anticorpo, as laminas foram lavadas com PBS
céntendo 0,5% e 0,1% de tween 20, sequencialmente. Finalmente, as
laminas foram incubadas por 60 minutos a 37°C com anticorpo
"rabbit-anti-mouse” fluoresceinado (RAM-FITC) (1 : 400 em PBS-
20 + 5% ASB), lavadas com PBS-20 e analisadas em microscopio de
fluorescéncia Leitz Aristoplan ap6s montagem com DABCO-Pi (item

13.6).
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8. Medidas de inibicio do ciclo celular

Para verificar o efeito do tratamento com o agente estudado na
progressdo do ciclo celular das linhagens CHO-9 ¢ V79 , as células
foram cultivadas em meio de cultura contendo BrdU (10 uM)
durante 36 horas. Posteriormente, as células foram fixadas,
hipotonizadas e as preparagdes cromossémicas realizadas como
descrito no item 7. A contagem das metafases em primeiro, segundo
e terceiro ciclos celulares (indice mitdtico) foi feita em microscopio

6ptico comum Leitz.

9. Medidas da taxa de sintese de DNA

Para medidas das taxas de replicagio de DNA, 5 x 103
células/P_s foram semeadas e incubadas por 3 dias em meio de
cultura contendo 0,01 pCi/ml [14C]timidina (50 mCi/mmol). Apés
incubagfio, o meio radioativo foi substituido por meio fresco
contendo o agente estudado. Foram feitos dois tratamentos distintos:
(a) exposigdo das células a crescentes concentragdes do agente e (b)
exposigdo a uma Unica concentragdo determinada. Apds o
tratamento, as células foram lavadas com PBS e supridas de meio
fresco. No experimento (a), as células foram incubadas por 60
minutos em meio fresco e posteriormente com meio contendo 5

uCi/ml [3HJtimidina (100 mCi/mmol) por 40 minutos. No
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experimento (b), as amostras foram marcadas com 5 puCi/ml
[3H]timidina por 40 minutos em diferentes intervalos de tempo apds
o tratamento, representados na Figura 15b. Em ambos os
experimentos, ap6s a marcagdo com timidina tritiada, o meio
radioativo foi removido, as células lavadas com PBS e lisadas com 1
ml de meio de lise (item 13.7). Os lisados celulares foram entdio
transferidos para tubos de ensaio e incubados em banho-maria a 50°
C por 60 minutos. A seguir, adicionou-se a cada tubo 1 ml de 4cido
tricloroacético (TCA) (20%) e incubou-se a 4°C por 30 minutos sob
ligeira agitacdo. Todos os lisados foram posteriormente filtrados em
filtros Whatman, e a seguir lavados com TCA (5%, etanol e acetona.
Os filtros foram secados ao ar, colocados em frascos contendo
liquido de cintilagdo (item 13.8) e as medidas da radioatividade
incorporada foram feitas em cintilador Tri-carb 1500 (Packard). A
relagdo 3H /14C foi expressa como taxa de incorporaco, corrigindo-

se todos os valores obtidos com relagdo a taxa controle.

10. Isolamento e hidrélise de DNA para
determinacio de adutos

Amostras de DNA foram isoladas de células tratadas com os
agentes em estudo para posteriores medidas dos niveis de metilagio
dessa molécula, através de Cromatografia Liquida de Alta Pressdo

(HPLC). Todo o procedimento foi realizado no interior de uma
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cdmara fria a 4°C. Apés o tratamento, cerca de 30 x 106 células
foram suspendidas em 5 ml de Tris 0,01 M / EDTA 0,01 M pH 8.0.
(item 13.9). A esta suspensfio adicionaram-se 500 pl de SDS 10%
(concentragdo final 1%) e 50 pl de solugdo de proteinase K (item
13.10), incubando-se por 60 minutos a 37°C. Posteriormente
realizou-se uma primeira extragdo com fenol, para a qual foram
adicionados 0,3 g de 4-aminosalicilato (concentragdo final 6%), 250
ul de NaCl 3 M (concentragdo final 1%) e 5 ml (1 volume) de
mistura fendlica (item 13.11). Incubou-se durante 30 minutos com
ligeira agitagdo e, apds centrifugagcdo por 5 minutos a 4000 rpm,
removeu-se a camada de fenol, cuidadosamente. Os acidos nucleicos
foram precipitados pela adi¢do de 2 volumes de etanol/m-cresol (9 :
1) (v/iv) a -20°C, agitando-se suavemente até que o material
precipitado se tornasse visivel. Este material fo1 entdo coletado com
o auxilio de um bastdo de vidro, transferido para tubos Eppendorf e
lavado com etanol (70% em H»O) (v/v) / acetato de s6dio (2% em
H»>O) (p/v) gelado. Apds centrifugagdo (3000 rpm, 3 minutos) e
remocgdo do sobrenadante, o material precipitado foi dissolvido
novamente em 360 pl de HyO bi-destilada e 70,6 pl de acetato de
sodio saturado. O RNA contido nas preparagdes foi entdo eliminado
incubando-se as amostras por 60 minutos a 37°C com 3 ul de RNAse
(10 mg/ml) ¢ 0.3 ul de RNAse T1 (100 U/ml). Apés incubagdo,
centrifugou-se durante 5 minutos a 4000 rpm, guardou-se o
sobrenadante e lavou-se o precipitado 3 vezes com acetato de sodio

3M. O DNA foi precipitado com 2 volumes de 2-etoxietanol a -20°C
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e a extragdo do DNA foi feita com o auxilio de um bastéo de vidro,
apds a qual foi lavado 3 vezes com etanol (70%) (v/v)/acetato de
sodio (2%) (p/v) gelados, 2 vezes com etanol e secado & vacuo.
Obtinha-se, assim, 200 a 300 ug de DNA, calculadas por medidas de
absorbéncia a 260 nm. O DNA, anteriormente as analises em HPLC,
foi submetido a um processo de hidrélise segundo o método descrito
por Beranek e col.,, (1980). Adicionou-se acido féormico pH 2.0 ao
DNA isolado (1 pl/ug) e aqueceu-se a 70°C durante 30 minutos.
Neste processo obtinha-se a hidrélise das ligagdes N-glicosidicas das

bases e sua liberagdo do DNA.

11. Separacio e detec¢iio das bases
metiladas do DNA

O processo de detecgdo eletroquimica (DE) foi introduzido
recentemente como uma nova e sensivel técnica para determinagio
de adutos de DNA apos separagdo em HPLC. A metodologia aqui
descrita foi utilizada para determinagdo de N7- ¢ 06- metilguaninas.
Este método de detec¢éo € utilizado para adutos de DNA com alta
atividade eletroquimica (Park e col., 1989). Previamente & detecgéo
eletroquimica, realizou-se uma separa¢do dos adutos de interesse por
HPLC. O fracionamento das bases metiladas foi realizado em uma
bomba HPLC LKB-2150 (Pharmacia) pela injecdo de 250 ul do
DNA hidrolisado em uma coluna de HPLC Whatman Partisil SCX de



41

250 x 4,6 mm (tamanho da particula 10 uM). A separagfo foi feita
através de um gradiente que variava de 0,02 M de formiato aménico,
pH 4.0 em 6% metanol a 0,2 M de formiato amdnico, pH 4.0, em 8%
metanol, a uma velocidade de fluxo de 2 ml/minuto durante 20
minutos. Paralelamente, DNA hidrolisado proveniente de amostras-
padrio foi injetado para efeitos de calibragdio. Assim, amostras
contendo 20 pg de guanina, 20 pug de adenina, 400 pmol de O6-
metilguanina e 400 pmol N7-metilguanina foram injetadas no inicio €
final de cada série de separagdes. Os picos foram detectados por
absorc¢do na regifio ultravioleta a 260 nm e as areas correspondentes a
guanina e adenina foram utilizadas para os calculos do contetido de
DNA nas amostras. Padrdes comerciais de OS-metilguanina e N7-
metilguanina foram utilizadas para localizagdo dos picos nos
cromatogramas € para checar a reprodutibilidade dos mesmos. Foram
realizados controles com hidrolisados de DNA nio tratado, e com
acido formico, 1isoladamente. As fragdes das amostras
correspondentes 4 OO-metilguanina e N7-metilguanina foram
coletadas em tubos de ensaio de 10 ml e secadas por liofilizagdio. A
seguir, os adutos foram dissolvidos em 1 ml de 4cido férmico pH 3.0
a 70°C por 30 minutos, e novamente liofilizados. O residuo
resultante foi dissolvido em acido férmico (pH 3.0 a 70°C por 30
minutos) para anélise em HPLC com detector eletroquimico. O
volume de 4cido férmico utilizado em nosso procedimento-padrio
foi de 50 pl para as amostras tratadas e amostras-padréo, e 1000 pl

para as amostras de calibrag@o.
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Para a analise eletroquimica, 5 pl de cada amostra foram
injetados em uma coluna de fase reversa Chrompack contendo
Hypersil ODS (particula de tamanho 100 x 3.0 um). A fase moével
utilizada consistiu em 0.02 M de fosfato de potassio pH 6.0 contendo
2% de metanol para separagdo de N7-metilguanina ou 5% de metanol
para a O0-metilguanina; a velocidade de fluxo foi de 0.7 ml/minuto.
A deteccio eletroquimica foi realizada a uma voltagem de 1.1-1.15V,
através de um detector ANTEC VT-03 (Bloemhoff e Valkenburg,
1991) e uma unidade controladora CU-03 (ANTEC Leiden, The
Nederlands) para controle de voltagem e medida de corrente. Nas
nossas condi¢es experimentais, cerca de 0.4 a 0.7 metilagdes/milhdo
de nucleotideos podem ser detectadas em 25 pg de DNA, para 06-
metilguanina e N7-metilguanina. O procedimento total do protocolo
de deteccio eletroquimica esta resumido em esquema apresentado na

pagina a seguir.

Cdlculo da quantidade de DNA injetada na coluna

A quantidade de DNA injetada na coluna foi estimada com
base nas areas dos picos de adenina e guanina nos crométogramas de
UV. A calibragdo foi feita com quantidades conhecidas destas
purinas. A férmula a seguir foi utilizada para calcular a quantidade

de DNA injetada:
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ISOLAMENTO DO DNA
\Z
HIDROLISE
Hidrolise do DNA (1 ug/ul) em acido formico pH 2.0 a 70-C por 30
minuios
v
SEPARACAO PREVIA EM HPLC

250 ul de DNA hidrolisado e amostras-padrdo sdo injetados numa forte
coluna de troca catiénica e separados por HPLC. As respectivas fragdes
sdio coletadas e os picos de guanina e adenina, medidos. As injegcdes sido
Jeitas na seguinte ordem:
- Amostras-padrdo 1: Guanina, Adenina, 00-metGua, N7-metGua
- Amostras de calibracdo 1: dcido férmico pH 2.0
- Amostras de calibragdo 2: hidrolisado de DNA ndo tratado
- Amostras: hidrolisado de DNA tratado- Amostras-padrio 2: Guanina,
adenina, O%-MetGua, N7-MetGua

W
LIOFILIZACAO DAS FRACOES
¥
ANALISE DOS ADUTOS POR DETECCAO
ELETROQUIMICA
5 ul de cada amostra é dissolvido em dcido formico pH 3.
e injetado e separado em HPLC, com uma coluna de fase reversa, e

detectado por ECDa 1.15 V.

Esquema do procedimento seguido na DE de bases metiladas.
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- DNA (ug) = [(2G + 2A) x 6,023 x 1023]/ 1,83 x 1015
ng de DNA = 1,83 x 1015 nucleotideos
« 6,023 x 1023 = nimero de Avogadro

» G =moles de guanina

« A = moles de adenina
O niimero total de nucleotideos do DNA (n) injetados na
coluna é calculado a partir da relagdo:

1 ug de DNA = 1,83 x 1015 nucleotideos. Ent3o:

n= pg DNA x 1,83 x 1015 (1)
O nitmero de moléculas de aduto (ng) nas fracoes de interesse
é calculado a partir do niimero de moles injetados:

n, = nuamero de f moles injetados x 6,02 x 108 (2)

O rendimento (R) de cada aduto é expresso pelo niimero de

bases metiladas por 1 06 nucleotideos: R = (na/n) x 109



12. Compostos quimicos e reagentes

A relagfo a seguir apresenta a procedéncia dos principais compostos
e reagentes quimicos utilizados no presente trabalho. Os demais

produtos ndo citados foram do mais alto grau de pureza disponivel.

Estreptozotocina Sigma
Metilnitrosouréia Sigma
Etilnitrosouréia Sigma

dThy Sigma

BrdU Sigma

Azul de metileno Sigma
Hoechst Sigma
Albumina bovina Sigma

5-BrdU New England Nuclear
FdUrd New England Nuclear
Anticorpo antiBrdU Partec
Ouabaina Merck
6-tioguanina Merck

Giemsa Merck
3H-Thy Amershan
14C_Thy Amershan
N7-MetGua Amershan
00-MetGua Amershan

RAM-FITC Nordic Immunology
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13. Solucdes e meios
1. Meio de cultura

Uso: Para suspender, diluir e cultivar as linhagens celulares.
Também utilizado na dissolugdo dos agentes alquilantes estudados.
Composicdo para 20 litros:

Meio Ham's F10 (Boeringer, Mannhein): 240.4 g

Carbonato hidrogenado de sddio: 24 g

Dissolver em agua bidestilada.

Penicilina: 100 IU/ml

Estreptomicina; 100 pg/ml

Conservagdo: 4°C
2. Solugio Salina (PBS)

Uso: Para lavar as placas de cultura antes dos repiques periédicos e
apés tratamento das células com os agentes estudados.

Composigio para 1 litro:

 NaCl: 10 g (0,171 M)

KCl: 0,25 g (3,4 M)

Na2HPO4: 1,43 g (10,1 M)

KH2PO4: 0,26 g (1,9 M)

Conservagéo: temperatura ambiente



3. Solucéo de Tripsina
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Uso: Para descolamento da monocamada de células, tanto nos

subcultivos, como nos experimentos.
Composigdo:

Tripsina: 0,5%

EDTA: 0,02%

Dissolver em PBS

Conservagédo: 4°C

4. Solucdo Hipotonica

Uso: para obtengdo de preparagOes metafasicas.
Composigio:

KC1 (PM = 74,56): 5,6 g/ 1000 ml

Conservagio: 4°C

5. Solucaoe Fixadora

Uso: para fixagdo das células nas preparagdes cromossomicas.

Composicdo:
acido acético : metanol (1 : 3)(v/v)

Conservagdo: 4°C
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6. Solucdo de 1,4 diazociclo 2,2,2 octano-iodeto de propidio
(DABCO-Pi)

Uso: para melhor resolugdo nas preparagdes cromossdmicas tratadas
com anticorpo anti-BrdU.

Composigdo:

Glicerol: 9 partes

Tris-EDTA pH 7.5: 1 parte

Azoto de sodio: 0.02%

iodato de propidio: 0.5 pg/ml

DABCO: 2%.

Dissolver 0o DABCO em glicerol a 70°C

Conservacgdo: 4°C
7. Meio de Lise

Uso: Lise das células nas medidas de taxa de sintese de DNA.
Composicdo:

TRIS-HCI: 10 mM pH 8.0

NaCl: 150 mM

EDTA: 1 mM

SDS: 0.5%

proteinase K: 100 pg/ml

Conservagdo: 4°C
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8. Liquido de Cintilacio

Uso: para medidas de incorporagdo de 3H-timidina e 14C-timidina
nos experimentos de taxa de sintese de DNA.
Composigdo:
“tolueno : 11
2,5-difenil oxazol (PPO): 5 g/
p-bis/2-(5-fenil oxazoil/-benzeno) (POPOP): 0,1 g/l
Procedéncia: Packard

Conservagio: temperatura ambiente
9. TRIS 0,01 M/EDTA 0,01 M pH 8.0

Uso: isolamento de DNA nos experimentos de dosimetria molecular.
Co'mposig:[io:

Tris (PM = 121.1): 1.21 g (0,01 M)

EDTA (PM 372.2): 3.72 g (0,01 M)

Ajustar pH para 8.0

Conservagéio: temperatura ambiente
10. Solucio de Proteinase K

Uso: para desproteinizagio das amostras no isolamento de DNA.

Composicdo:



TRIS-EDTA: pH 8.0
proteinase K: 10 mg/ml

Preparar a fresco

11. Mistura Fenoélica

Uso: isolamento do DNA para dosimetria molecular.

Composi¢do:

Fenol destilado (PM =94,11): 100 g
m-cresol (PM = 108,13): 15 ml
8-hidroxiquinolina (PM = 145,15): 0,1 g
agua destilada: 11 ml

Conservagéio: -20°C
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IV. Resultados
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I. DETERMINACAO DOS EFEITOS
GENOTOXICOS DA
ESTREPTOZOTOCINA

Como primeiro objetivo de nosso trabalho nos propusemos a
analisar os efeitos genotdxicos induzidos pela estreptozotocina
em c€lulas de mamiferos em cultura. As linhagens celulares
CHO e V79 foram aqui utilizadas como modelos nos testes de
mutagenicidade dos compostos alquilantes de interesse. A
genotoxicidade da STZ foi avaliada de forma sistematica, através
de diversos pardmetros, como a inducdo de aberragdes
cromossomicas, trocas entre cromatides irmis, de mutagdes
génicas € de morte celular, nas linhagens parentais CHO-9 e
V79, assim como no clone mutante EM-C11, derivado das
célﬁlas CHO-9. A escolha das células EM-C11 deveu-se ao fato
de serem derivadas de um clone mutante recentemente isolado e
cuja  deficiéncia em reparo de DNA relaciona-se,
especificamente, a acdo toxica de agentes alquilantes
monofuncionais (Zdzienicka e col, 1992). Os resultados
apresentados a seguir foram analisados estatisticamente pelo

teste de regressdo linear multipla.
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1. Sobrevivéncia de células CHO-9, V79 e EM-
C11 tratadas com STZ

Como um primeiro passo para a andlise dos efeitos
genotoxicos induzidos pela STZ, procurou-se verificar as
respostas de diferentes linhagens celulares & indug@o de morte
celular por este composto. As curvas de sobrevivéncia obtidas
apés tratamento com doses crescentes de STZ estdo apresentadas
na Figura 5. Os resultados demonstram que a exposi¢do de
células CHO-9 e EM-C11 a STZ levou a um declinio dependente
de dose nas taxas de sobrevivéncia celular (p < 0,0001, para
ambas as linhagens celulares). Entretanto, as células parentais
V79 mostraram-se mais resistentes aos efeitos letais da STZ (p <
0,001), em comparagio as células CHO-9 e V79. As
concentragdes do agente que induziram uma taxa de
sobrevivéncia de 37% (D37) foram de 189 pM para as células
CHO-9 e 3770 uM para V79. Assim, pode-se afirmar que a
linhagem parental CHO-9 mostrou-se 20 vezes mais sensivel a
acdo toxica da STZ do que a linhagem parental V79. O clone
mutante EM-C11 mostrou-se ligeiramente mais sensivel ao
tratamento (1.3 vezes) (p = 0,034), quando comparado com as

células parentais CHO-9.
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FIGURA 5. Curvas de sobrevivéncia de células V79, CHO-9 ¢
EM-C11 tratadas com STZ.

Células em suspensio (2 x 106/ml) foram expostas a diferentes concentracdes de STZ
por 2 horas ¢ depois scmeadas em placas para o crescimenio clonal (200 cél./placa).
Apds 7 dias de crescimento, as colonias foram fixadas, coradas € contadas como
descrito em Materiais e Métodos (item 4). A taxa de sobrevivéncia foi expressa em
porcentagens, em rclacio ao namero de clones sobreviventes nas placas-controle. Cada
ponto corresponde ao valor médio de 5 experimentos independentes, com os respectivos
desvios-padrio. A auséncia de desvios em alguns pontos deve-se a inclusfo dos mesmos
dentro dos respectivos simbolos.



2. Induciio de aberracées cromossémicas (AC)
em células CHO-9, EM-C11 e V79 tratadas
com STZ

Os dados referentes a indugdo de diferentes tipos de
aberragdes cromossdomicas pelo tratamento com STZ estdo
sumarizados na Tabela 1. Na Figura 6 estdo representados os
valores totais obtidos para cada dose de STZ utilizada. Apos
exposicio a concentragdes crescentes deste composto, as células
CHO-9 e EM-C11 responderam com um aumento dependente de
dose nas frequéncias de AC (p = 0,0248 e p = 0,0232,
respectivamente).

Anélises estatisticas indicaram que a taxa de aumento das
frequéncias de AC/dose de STZ foi mais acentuada na linhagem
mutante, em comparagdo as células parentais CHO-9 (p = 0,027).
As maiores frequéncias de aberragdes foram obtidas com as
doses de 302 uM para as células CHO-9 e 377 uM para EM-
C11, respectivamente. Tomando-se como pardmetro de
comparacdo a dose de STZ que induziu a maior taxa de AC na
linhagem CHO-9 (302 uM), observa-se que, nas células
mutantes, a frequéncia de aberra¢des induzidas foi cerca de 2
vezes mais elevada. Os dados da tabela demonstram que as
aberra¢des do tipo cromatidicas foram majoritarias, com altas
frequéncias de quebras e rearranjos cromatidicos. As células
V79, entretanto, mostraram-se resistentes a indug¢do de AC: o
tratamento com doses crescentes de STZ nfo alterou

significativamente as taxas espontaneas de aberragdes observadas
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FIGURA 6. Indugfio de aberraces cromossdmicas em cétulas CHQ-9,
V79 e EM-CI11 tratadas com STZ.

As curvas representam os niumeros totais de aberragdes cromossdmicas induzidas pela

STZ em células CHO-9, V79 ¢ EM-C11, de acordo com os valores apresentados na
Tabela 1.



58

em células ndo tratadas. Uma pequena indugdo de AC pode ser

observada apds exposi¢io a 302 uM de STZ.

3. Inducio de trocas entre cromatides-irmas
(TCls)

As células mutantes EM-C11, em contraste com a
linhagem parental CHO-9, caracterizam-se pela alta taxa
espontanea de TCls, cerca de 10 vezes mais elevada (Zdzienicka
e col., 1992). De fato, a exposi¢do destas células ndo tratadas a
concentragdo de BrdU comumente utilizada na literatura (10 uM)
resultou numa frequéncia de aproximadamente 80 TCls/célula,
um indice 10 vezes mais elevado que o observado nas células
CHO-9, nio tratadas. Pelo fato do composto BrdU ser citotoxico
(Meuth e Green, 1974) e indutor de TCIs (Kato, 1974), as células
mutantes apresentam uma maior sensibilidade a incorporagdo do
andlogo na molécula de DNA. Assim, com a finalidade de
reduzir os efeitos toxicos da BrdU, trataram-se as células EM-
C11 com baixas concentragdes deste composto, em associagdo
com 100 uM desoxicitidina (dCyt) e 100 uM fluordesoxiuridina
(FdU), o que levou a um decréscimo do niimero de TCIs/célula,
de maneira dependente da concentragdo de BrdU. Os resultados
mostraram que concentragdes de 1, 5 e 8 pM de BrdU induziram
frequéncias de aproximadamente 18, 25 e 50 TClIs/célula,

respectivamente (Figura 7).



TCls /[ celula

59

100 1

75

N
o
L

257

1 5 8 10
BrdU (uM)

FIGURA 7. Induciio de TCls em células EM-C11 como uma funcio
da concentrac¢io de S-bromodesoxiuridina.

As células foram semeadas (106cé1~/placa) em meio de cultura contendo 100 pM de
fluordesoxiuridina, 100 uM de desoxicitidina e diferentes concentragdes de 5-BrdU e
cultivadas por um periodo correspondente a um ciclo celular. As taxas de substitui¢do
de BrdU foram controladas pela adigio de x pM BrdU e y pM desoxitimidina,
respecitando-se a proporgdo x + y'= 10 puM. Durante o segundo ciclo celular o meio de
cultura foi substituido por meio fresco contendo somente 4 pM de desoxitimidina. As
TCls foram visualizadas por fluorescéncia segundo metodologia de Natarajan ¢ col,,
(1986), descrita em Materiais ¢ Métodos (item 7b). As barras correspondem aos
desvios-padrio da média de 2 experimentos independentes.
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Assim, em nossos experimentos, optou-se pelo crescimento
das células mutantes em meio de cultura contendo 1 uM de
BrdU, que induzia a menor frequéncia de TCls/célula. Estas
condigbes experimentais permitiram a analise das frequéncias de
trocas induzidas nas células mutantes pelo tratamento com STZ,
cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 8. A
exposi¢io a STZ induziu um aumento significativo nas taxas de
TCIs em células EM-C11 ¢ CHO-9 (p < 0,0001, para ambas as
linhagens celulares) como uma fungfo linear das concentragdes
utilizadas. Pode-se observar que a taxa de aumento de TCIs/dose
de STZ das células mutantes ndo diferiu da taxa apresentada
pelas células parentais (p = 0,718) e, ¢ interessante salientar que,
para cada dose de STZ utilizada, a taxa de aumento de
TCls/célula manteve-se constante, em torno de 1,2 a 1,6 vezes
maior. As células V79 também responderam com um aumento
siéﬂﬁcaﬁvo de TCIs em fungio da dose de STZ (p < 0,001).
Entretanto, o tratamento destas células com doses equimolares de
STZ induziu menores frequéncias de trocas cromatidicas quando
comparadas as frequéncias observadas em células CHO-9 (p =
0,0034). Estes resultados demonstram, portanto, uma maior
resisténcia das células V79 a indugdo de TCIs pelo tratamento

com STZ.
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linhagem STZ TCI/ célula
celular (uM)
CHO-9 0 8.69 (+/- 0.1)
CHO-9 38 13.2 (+/- 0.87)
CHO-9 75 17.71 (+1/- 0.77)
CHO-9 189 31.26 (+/- 0.66)
CHO-9 302 44.8 (+/- 0.91)
CHO-9 377 53.83 (+/-1.2)
EM-C11 0 18.78 {(+/- 0.77)
EM-C11 38 23.38 (+/- 0.7)
EM-C11 75 27.98 (+/- 0.5)
EM-C11 189 41.79 (+/- 0.6)
EM-C11 302 55.59 (+/- 0.4)
EM-C11 377 64.8 {+/- 0.89)
V79 0 6.0 (+/-4.0)
V79 75 10.2 (+/- 3.2)
V79 189 16.6 (+/- 5.0)
V79 302 16.1 (+/- 6.6)
V79 453 23.7 (+/-6.7)

TABELA 2. Induc¢io de TCIs em células CHG-9, V79 e EM-C11
tratadas com STZ.

As células foram tratadas em suspensdo (2 x 106cé1-/ml) com diferentes conceniracles
de STZ por 2 horas. A seguir, as células CHO-9 ¢ V79 (cerca de 106 cél./placa) foram
cultivadas em meio de cultura contendo 10 uM de BrdU duranic um periodo
correspondente a dois ciclos celulares. As células EM-C11 foram cultivadas (106
cél./placa) por wm ciclo celular em meio contendo 1 pM BrdU + 9 uM dThy. As TCls
foram visualizadas por coloragio Giemsa ou por fluorescéncia, conforme descrito em
Materiais ¢ Métodos (item 7, a ¢ b). Estio representados os valores médios de 2

experimentos independentes, com os respectivos desvios-padrio.
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FIGURA 8. Inducio de TCls em células CHO-9, V79 e EM-C11
tratadas com STZ.

As curvas representam os valores totais das TCls induzidas pela STZ em células CHO-
9, V79 e EM-C11, dc acordo com a Tabela 2.
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4. Inducao de mutac¢des génicas

As respostas celulares a indugdo de mutantes em locus
HPRT foram também analisadas (Figura 9a). Para o clone
mutante, nossa analise estendeu-se a indugfio de mutagdes em
locus ouabaina (Figura 9b). Os resultados apresentados na
Figura 9a demonstram que o tratamento com STZ induziu um
aumento dependente de dose nas frequéncias de mutantes HPRT
nas trés linhagens celulares estudadas (py79 < 0,001; peaci1 =
0.0088 e pcpo.o = 0,0002). Anélises comparativas mdicaram que
ndo houve diferenga significativa no aumento nas frequéncias de
mutagio em células V79 e CHO-9 (p = 0.053). Porém, nas
células EM-C11, houve uma maior indugdo de mutantes HPRT
(p = 0,153). Um aumento dependente de dose nas frequéncias de
mutantes Oual também foi observado em células CHO-9 (p =
0,0001) e EM-CI1 (p = 0,0003) (Figura 9%). Andlises
estastisticas revelaram que a resposta das células EM-C11 ndo
diferiu significativamente da resposta apresentada pelas células

CHO-9 (p = 0,848).
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II. ANALISE DA RESISTENCIA DE
CELULAS V79 A ALQUILACAO DE DNA

O fendmeno de resisténcia celular representa um dos
maiores obstaculos aos programas de terapia de tumores
envolvendo agentes alquilantes. Os resultados apresentados na
primeira parte deste trabalho revelaram uma resisténcia das
células V79 aos efeitos bioldgicos induzidos pela STZ, em
comparacdo as células CHO-9. Os resultados antertores, somados
ao fato da estreptozotocina ser um agente quimioterapéutico
largamente utilizado no tratamento de pacientes com tumores
pancreaticos, despertaram nosso interesse para o estudo dos
possiveis mecanismos envolvidos nesse processo de resisténcia
celular. Nesta segunda parte de nosso trabalho procuramos
definir se as respostas diferenciais das células V79 e CHO-9 a
STZ eram especificas ou também ocorriam frente a outros
agentes alquilantes. Os resultados obtidos foram analisados

estatisticamente pelo teste de regressio linear multipla.
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1. Sobrevivéncia de células V79 e CHO-9
tratadas com N-metil-N-nitrosourea (MNU)

Com o objetivo de verificar se a resisténcia apresentada
pelas células V79 poderia estar relacionada a algum mecanismo
especifico de toxicidade da STZ, analisamos as respostas das
duas linhagens parentais (CHO-9 e V79) a indugéo de morte
celular pelo tratamento com um outro agente metilante, a N-
metil-N-nitrosouréia (MNU).

As curvas de sobrevivéncia celular apresentadas na Figura
10 demonstram que ambas as linhagens celulares foram
susceptiveis ao tratamento com MNU, que induziu um declinio
dependente de dose nas taxas de sobrevivéncia celular (p <
0,001, para ambas as linhagens celulares). As células V79,
entretanto, mostraram-se mais resistentes aos efeitos letais deste
cmﬁpcsto. Os valores de D37 obtidos foram de 218 puM para
CHO-9 e 920 uM para V79. Portanto, de acordo com os valores
de D37, as células V79 mostraram-se 4 vezes mais resistentes

aos efeitos letais da MNU (p = 0.019).

2. Sobrevivéncia de células V79 e CHO-9
tratadas com N-etil-N-nitrosourea (ENU)

Em face a baixa sensibilidade das células V79 aos efeitos
letais induzidos pela STZ e MNU, procuramos determinar se a

resisténcia celular observada era ou ndo restrita a metilagcdo de



67

1008

—&— CHO-©

—&— V79

A

Sobrevivencia celular (%)

10 2 1 I 4 X 1 A x I
O 300 600 900 1200

MNU (uM)

FIGURA 10. Curvas de sobrevivéncia de células V79 e CHO-9
tratadas com MNU.

Células em suspensio (2 x 106ce'1./m1) foram expostas a diferentes concentragbes de
MNU por 2 horas e depois semeadas em placas para o crescimento clonal (200
cél./placa). Apés 7 dias de crescimento, as colonias foram fixadas, coradas e contadas
como descrito em Materiais ¢ Métodos (item 4). A taxa de sobrevivéncia foi expressa
em porcentagens, em relagdo ao namero de clones sobreviventes nas placas-controle.
Cada ponto corresponde a0 valor médio de 3 experimentos independentes, com os
respectivos desvios-padrdo. A auséncia de desvios em alguns pontos deve-se & inclusdo
dos mesmos dentro dos respectivos simbolos.
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bases de DNA. Para isso, tratamos as células CHO-9 e V79 com
doses crescentes do agente etilante ENU.

Os resultados apresentados na Figura 1/ demonstram que
ambas as linhagens celulares mostraram-se igualmente sensiveis
aos efeitos letais induzidos pela ENU (p < 0,001), de maneira
dependente de dose, sendo D37 = 2990 pM, para ambas as
linhagens.

3. Efeitos genotoxicos da MNU

A diferente sensibilidade apresentada pelas células V79 e
CHO-9 aos efeitos letais induzidos pela MNU levou-nos a
analisar as respostas das duas linhagens celulares & indugdo de
alteragdes cromossdmicas. Os resultados apresentados a seguir
moétram as frequéncias de aberragdes cromossdmicas e TCIs

induzidas pela MNU.
a) Inducio de aberragdes cromossomicas pela MNU

A Tabela 3 resume os dados relativos & indugfio de
diferentes tipos de AC em células V79 e CHO-9, ap6s tratamento
com doses crescentes de MNU. Na Figura 12 estdo
representados os valores totais obtidos para cada dose de MNU.
As analises foram feitas em metafases de primeiro (22 horas apos
o tratamento) e segundo ciclos (36 e 40 horas ap6s o tratamento).

Os dados da tabela demonstram que as células V79 mostraram-se
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FIGURA 11. Curvas de sobrevivéncia de células V79 e CHO-9
tratadas com ENU.

Células em suspensio (2 x loécél./ml) foram expostas a diferentes concentragbes de
ENU por 2 horas e depois semeadas em placas para o crescimento clonal (200
cél./placa). Apds 7 dias de crescimento, as colonias foram fixadas, coradas e contadas
como descrito em Materiais ¢ Métodos (item 4). A taxa de sobrevivéncia foi expressa
em porcentagens, em relagdo ao namero de clones sobreviventes nas placas-controle.
Cada ponto corresponde ao valor médio de 3 experimentos independentes, com 0s
respectivos desvios-padrdo. A auséncia de desvios em alguns pontos deve-se a inclusiio

dos mesmos dentro dos respectivos simbolos.
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resistentes a indugdo de AC apods exposi¢do a MNU: mesmo nas
concentragdes mais elevadas deste composto, as frequéncias de
aberragbes foram semelhantes as observadas em células ndo
tratadas.

A resposta das células CHO-9 ao tratamento com MNU,
entretanto, foi completamente distinta. Os resultados mostraram
um aumento da frequéncia de aberragdes em metafases de
segundo ciclo, analisadas 36 e 40 horas ap6s o tratamento (p =
0.0023). Esse aumento na frequéncia total de aberragdes resulta,
principalmente, de uma elevada frequéncia de rearranjos inter-

cromatidicos.

b) Inducio de trocas entre cromatides irmas

As TClIs induzidas pelo tratamento das células CHO-9 e
V79 com MNU estio representadas na 7abela 4 e Figura 13. O
tratamento com concentragdes crescentes de MNU elevou
significativamente as frequéncias de TCIs em células CHO-9 (p
< 0,001), de forma dependente de dose. Entretanto, as células
V79, de modo similar ao tratamento com STZ, mostraram-se
mais resistentes ao tratamento com MNU. E importante salientar
que, a STZ ¢ MNU foram igualmente efetivas na inducdo de

TCls em ambas as linhagens celulares.
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linhagem MNU TCI/ célula
celular (uM)
V79 0 3.3(+/-1.9)
V79 194 15.3 (+/-6.3)
V79 485 26.7 (+/-8.9)
V79 776 29.3 (+/-8.1)
CHO-9 0 3.6 (+/-2.7)
CHO-9 194 31.4 {(+/- 14.0)
CHO-9 485 51.4 (+/- 14.8)
CHO-9 776 55.6 (+/- 11)

TABELA 4. Inducfio de TCIs em células CHO-9 e V79 tratadas com
MNU.

As células foram tratadas em suspenso (2 x 106cé1./ml) com diferentes concentraces
de MNU por 2 horas e, a seguir, cerca de 106 células/placa foram cultivadas em meio de
cultura contendo 10 pM de BrdU durante um periodo correspondente a dois ciclos
celulares. As TCIs foram visualizadas por coloragdo Giemsa, conforme descrito em
Materiais ¢ Métodos (item 7a). Estdo representados os valores médios de 2

experimentos independentes, com os respectivos desvios-padrio.
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FIGURA 13. Inducdo de TClIs em células CHO-9 e V79 tratadas com
MNU

As curvas representam os valores totais das TCls induzidas pela MNU em células CHO-
9 e V79, de acordo com os valores apresentados na Tabela 4.
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I11. Detecciio de Bases Metiladas no DNA

O fendémeno de resisténcia celular apresentado pelas
células V79 poderia ser explicado por diferencas celulares
quanto a extensfo de metilagdo de bases de DNA, ou quanto a
velocidade de sua remogdo. Para verificacdo destas hipoteses,
analisamos, primeiramente, os niveis dos adutos N7-metilguanina
(N7-MetGua) e OO-metilguanina (00-MetGua) induzidos pelo
tratamento das células CHO-9 e V79 com STZ, e,

posteriormente, as capacidades celulares de reparo dessas lesdes.

1. Induciio de N7-MetGua e 06-MetGua no DNA de
células CHO-9 e V79

O rendimento dos adutos N7-MetGua e 09-MetGua do
DNA de células CHO-9 e V79 expostas a STZ foi determinado
através de analise por HPLC com deteccdo eletroquimica, e
expresso pelo nimero de bases alteradas por 106 nucleotideos. A
Tabela 5 e a Figura 14 mostram a quantidade de base metilada
produzida em fungdo da concentragio de STZ, nas duas
linhagens celulares. Observamos que as proporgdes de 06-
MetGua (painel A) e de N7-MetGua (Painel B) aumentam em
fungdo do aumento da concentragdo de STZ, de maneira
equitativa, em ambas as linhagens (p < 0,001). A lesdo N7-
MetGua é induzida em maior extensdo do que a O6-MetGua, nas

duas linhagens celulares.
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linhagem agente dose 06-MctGua por n* N7-MetGua por n*
celular (uM) milhfio de nucleotideos milhiio de nucleotideos
CHO-9 STZ 0 0.01 {+/-0.01) 2 0.630 (+/-0.04) 2
CHO-9 ST1Z 75 0.40 {+/- 0.03) 2 4.280 {+/-0.19) 2
CHO-9 STZ 189 0.82 {+/-0.04) 2 11.05 (+/-0.95) 2
CHO-9 STZ 302 1.12 1 14.50 (+/-0.18) 2
CHO-8 STZ 453 1.81 {+/-0.16) 2 21.36 (+/-0.36) 2
V79 STZ 0 0.18 {+/- 0.18) 3 0.610 (+/-0.30) 3
V79 STZ 75 0.40 (+/-0.04) 2 3.670 (+/-0.20) 2
V79 §T1Z 189 0.78 {+/-0.06) 2 8.690 (+/- 0.26) 3
V79 $7Z 302 1.44 (+/- 0.25) 3 13.15 (+/-1.47) 2
V79 STZ 453 2.42 {+/-0.39) 2 19.13 (+/-0.48) 2
CHO-8 MNU 0 0.53 (+/-0.01) 2 0.440 (+/-0.44) 2
CHO-8 MNU 194 0.49 1 13.56 1
CHO-9 MNU 485 2.94 {+/-0.52) 2 26.62 (+/-4.87) 2
CHO-9 MNU 776 4.48 {+/- 0.65) 2 44.63 {+/- 6.00) 2
V79 MNU 0 0.00 2 1.800 (+/-1.72) 2
V73 MNU 194 0.00 2 7.70 1
V79 MNU 485 2.56 (+/-0.57) 2 30.86 (+/-8.10) 2
V739 MNU 776 4.11 (+/- 0.09) 2 52.87 {+/- 8.44) 2

TABELA 5. Induciio de N7-MetGua e O9-MetGua no DNA de células
CHO-9 e V79 expostas a STZ.

Cerca de 30 x 10% células foram tratadas em suspensio (2 x 106cél./ml) com
diferentes concentrages de STZ. A seguir, 0 DNA celular foi imediatamente
isolado para medidas do rendimento das lesdes 0%-MetGua e N7 MetGua em
HPLC com detec¢lio eletroquimica, conforme descrito em Materiais e Métodos
(itens 10 e 11). Estdio representados os valores médios obtidos, com os respectivos

desvios-padrio.
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Na maior concentragdo de STZ utilizada (453 puM), por
exemplo, detectamos uma fragdo de aproximadamente 20 adutos
N7-MetGua/100 nucleotideos, enquanto que, apenas cerca de 2
adutos O6-MetGua/106 nucleotideos foram detectados, em
ambas as linhagens celulares. Comparativamente, analisamos a
formagdo desses adutos em células expostas & MNU. Também
aqui, os rendimentos das bases metiladas 06-MetGua e N7-

MetGua foram similares em ambas as linhagens.

2. Reparo das lesdes N7-MetGua e 09-MetGua

Véarios estudos demonstraram, anteriormente, que
linhagens celulares de roedores sfo deficientes na remogéo das
lesdes OO-metilguanina (Mer-) e possuem baixa atividade de
repéro-exoisﬁo (Warren e col., 1979; Van Zeeland e col., 1981).
Com a finalidade de confirmar esta caracteristica e, sobretudo, de
comparar as eficiéncias celulares de eliminagfo da lesdo N7-
MetGua, medimos a quantidade de lesdes remanescentes 24
horas apbs a exposigdo das células & STZ. Os resultados
apresentados na Tabela 6 demonstram que, no caso da base 06-
MetGua ndo houve nenhuma remog¢do significativa de lesdes,
tanto em células CHO-9 como em V79, como esperado para
células Mer~. Entretanto observou-se uma remogéo de residuos
N7-metilguanina 24 horas apdés o tratamento, corrigindo-se 0s

dados obtidos pelo calculo dos fatores de diluigéo.
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linhagem n* tempo de 06-MetGua / N7-MetGua /
celular reparo (h) |milhfio de nucleotideos milhiio de nucleotideos
CHO-9 2 0 1.79 (+/- 0.33) 16.71 (+/-1.0)
CHO-9 2 24 1.22 (+/- 0.16) 6.75 (+/- 0.4)
V79 2 0 1.45 (+/- 0.21) 18.4 (+/- 1.64)
V79 2 24 1.56 (+/- 0.57) 10.97 (+/-5.0)

n* = nimero de experimentos independentes

TABELA 6. Reparo das lesdes O5-MetGua e N7-MetGua em células

CHO-9 e V79 expostas a STZ.

Cerca de 30 x 100 células foram tratadas em suspensio (2 x 106cé1./ml) com uma dose

de 302 uM de STZ, por 2 horas. A seguir, 0 DNA celular foi imediatamente isolado

para medidas da remogido das lesdes 00%-MetGua e N7-MetGua, imediatamente ou 24

horas apdés o tratamento. As medidas foram feitas em HPLC com detecclio

eletroquimica, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos (itens 10 e 11). Cada ponto

representa o valor médio de pelo menos duas determinagfes independentes ¢ as barras

correspondem aos respectivos desvios-padrio.
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As taxas de remocdo de N7-MetGua foram semelhantes

em ambas as linhagens celulares (p = 0.075).

IV. Inibicdo da sintese de DNA e do progresso
do ciclo celular

H4 muito se sabe que, na maioria dos organismos, as
lesdes de DNA induzem uma resposta celular imediata, que € a
inibicdo da sintese de DNA, apés a exposi¢do ao agente
genotoxico. |

Atualmente, é reconhecido também que as lesdes de DNA
causam um atraso na progressdo do ciclo celular e na entrada em
mitose, tanto em organismos procaridticos, como eucari6ticos
(Fornace e col., 1989). Tendo em vista esses fatos, decidimos
anaﬁsar os efeitos da STZ a nivel da sintese de DNA e da
atividade mitética de células CHO-9 e V79, procurando

esclarecer as diferentes sensibilidades dessas células a STZ.

1. Inibicdo da replicacdo de DNA

A taxa de sintese de DNA foi medida pela incorporagio
de 3H-timidina, 60 min. apés a exposicdo a diferentes
concentragdes de STZ (Figura 15a). Os resultados mostram que
o tratamento com STZ causou uma inibigio das taxas de

replicagio de DNA, dependente da concentragdo de STZ. Essa
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inibigdo é limitada, observando-se apenas uma redugdo de 30%
nos niveis de sintese de DNA apds a exposicdo das células a
concentracdo maxima de STZ de 452 uM. Analises estatisticas
revelaram que as taxas de replicagdo de DNA foram inibidas de
maneira semelhante em ambas as linhagens celulares (p = 0.008).

Procuramos entdo verificar se a cinética de recuperagdo de
sintese de DNA era diferente nas duas linhagens celulares. Para
isso, as medidas de incorporacdo de 3H-timidina foram feitas em
diferentes intervalos de incubagdio apdés o tratamento. Os
resultados apresentados na Figura /5b nos mostram que o
tratamento com STZ levou a uma inibigdo méaxima de 30% nas
taxas de sintese de DNA, observada 3 horas ap6s o tratamento.
Pode-se observar também que, apds esse intervalo, os niveis de
sintese sofreram uma recuperagdo lenta, atingindo 20% 7 horas
ap0s o tratamento. Novamente, nenhuma diferenca significativa
foi observada nas respostas das células CHO-9 e V79 (p =
0,0061).

2. Induciio de atraso na progressao do ciclo celular

A observagdo das colonias nos experimentos de
sobrevivéncia celular ja sugeria que o tratamento com STZ ou
MNU poderia estar afetando os ciclos celulares das linhagens
V79 e CHO-9 de maneira diferente. Isso porque os clones
celulares de células CHO-9 mostravam-se sempre menores do

que os clones da linhagem V79. Por esta razdo, analisamos os
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efeitos da STZ na porcentagem de células CHO-9 ¢ V79 em
diferentes fases do ciclo celular (Figuras 16a e 16b,
respectivamente). A exposigdo das células CHO-9 a
concentragdes crescentes de STZ levou a um aumento
progressivo do numero de células no segundo ciclo ¢ a uma
diminuigdo, também progressiva, da populagdo no terceiro ciclo
(Figura 16a). Esse resultado mostra que a STZ causa um atraso
da progressdo do ciclo celular nas células CHO-9, de maneira
dependente de dose. Entretanto, nas células V79, este efeito foi
bastante discreto, nfo ocorrendo grandes variagdes nos indices
mitéticos com o aumento da concentragdo de STZ utilizada

(Figura 16b).
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V. DISCUSSAQO



86

O clone mutante EM-C11, recentemente isolado e
caracterizado pela sua hiper sensibilidade a EMS e MMS, vem sendo
continuamente testado quanto a sua sensibilidade a diferentes compostos
genotoéxicos (Zdzienicka e col., 1992). A utilizagdo desta linhagem
celular em nosso trabalho se justificava em termos da busca de
identificagdo de células mutantes especialmente sensiveis a STZ.
Entretanto, a exposicdo das células EM-C11 a STZ revelou uma
sensibilidade apenas um pouco maior do que as células parentais CHO-9
(1.3 vezes). Resultados anteriores demonstraram que estas células
mutantes mostraram-se também apenas ligeiramente mais susceptiveis
que a linhagem parental ao tratamento com mitomicina C (1.6 vezes) e
ENU (2 vezes) (Zdzienicka e col.,, 1992). Estas diferengas nas
susceptibilidades celulares aos efeitos toxicos de diferentes agentes
alquilantes s3o consequéncias provaveis de diferencas quanto ao
mecanismo de agfo de cada composto em particular e, sobretudo, quanto
a maneﬁa pela qual as células lidam com as diversas lesSes introduzidas
na molécula de DNA.

Dados de literatura mostram que a STZ induz quebras na
molécula de DNA de maneira dependente de dose (Yamamoto e col.,
1981; LeDoux e col., 1986). Assim, o maior indice de mortalidade
celular induzido nas células EM-C11 pela STZ, em comparacfio as
células parentais CHO-9, poderia ser explicado pelo reparo defectivo de
quebras de DNA observado nestas células (Zdzienicka e col., 1992). A
presen¢a de quebras duplas de DNA em maior propor¢do nas células

EM-C11 poderia explicar a maior frequéncia de aberragdes
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cromossomicas induzida nestas células pela STZ (Obe e col., 1982;
Natarajan e Obe, 1984), em concorddncia com dados obtidos apods
tratamento desta linhagem celular com EMS (Zdzienicka e col., 1992).
A indugdo majoritaria, pela STZ, de aberragdes do tipo cromatidicas,
reflete uma caracteristica demonstrada para os agentes alquilantes em
geral (Schwartz, 1989). A menor frequéncia de aberragdes
cromossomicas observada nas células mutantes e parentais expostas a
doses mais elevadas de STZ (452 uM) deve-se, provavelmente, a alta
mortalidade celular resultante de alterages cromossoémicas letats.
Nossos resultados mostraram que a STZ foi capaz de
induzir TCIs nas trés linhagens celulares, embora com menor eficiéncia
nas células V79. Sob esse pardmetro, as células mutantes apresentaram
uma resposta similar as células parentais, mostrando um aumento similar
da frequéncia de TCIs em fungdo da dose de STZ. Entretanto, nas
células mutantes, foi observada uma alta frequéncia espontanea de TCIs,
em consequéncia da incorporagdo de BrdU no DNA celular. Este
anélogo de timidina € bastante instavel, induzindo quebras de cadeia e,
consequentemente, a formacdo de trocas cromatidicas (Latt e col., 1981).
Por esse motivo, nas células mutantes foi utilizada uma variante da
técnica de detecgdo de TCIs, onde as células foram tratadas com baixas
concentragdes de BrdU (1 pM), na presenga de FdU e dCyt, o que
permitiu, pela primeira vez, a analise da indugdo de TCls em células
EM-C11, apds exposi¢do a um agente genotoxico. Nas células parentais
CHO-9, a frequéncia de TCls mostrou-se independente da faixa de

concentracdo de BrdU utilizada. Este dado estd em concorddncia com
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resultados obtidos anteriormente (Pinkel e col., 1985). As células EM-
C11 e CHO-9 mostraram-se igualmente sensiveis & inducfo de mutagdes
em locus ouabaina (pontuais), embora maiores frequéncias de mutantes
HPRT- tenham sido observadas nas células mutantes. O reparo
deficiente das quebras de DNA nestas células poderia explicar as
maiores frequéncias de mutantes HPRT-, uma vez que estes sdo
originados nfio s6 por mutagdes pontuais, mas também por macro-
alteragdes cromossomicas, como delegSes e translocagbes, originadas
pela presenga de quebras na molécula de DNA. Entretanto, a principal
caracteristica aqui identificada, a expressiva diferenca de sensibilidade
das linhagens CHO-9 e V79 frente a STZ, nfo encontra explicagdes
fundamentadas na literatura: ambas as linhagens fibroblasticas sdo
originarias de uma mesma espécie, sdo igualmente deficientes em reparo
excisdo (Van Zeeland e col., 1981) e deficientes na atividade da enzima
DNA-metiltransferase (Warren e col., 1979; Kaina, 1987). Quanto a
indug:éd de mutagSes génicas, observou-se uma frequéncia similar de
mutagdes no locus HPRT nas duas linhagens parentais. Essa resposta,
aparentemente discrepante das anteriores, encontra explicagdo nas
evidéncias de literatura mostrando que os efeitos citotoxicos e
mutagénicos de agentes alquilantes constituem fendmenos diferentes,
causados, provavelmente, por lesdes também diferentes (Baker ¢ col,,
1979; Suter e col., 1980; Morris e col., 1982; Samson e Linn, 1987). A
capacidade da STZ em induzir AC, TCIs e mutagdes génicas aqui
demonstrada estd em concorddncia com demonstragdes anteriores de sua

capacidade genotoxica in vivo (Reddy e col., 1984; Tyson e Mirsalis,
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1985; Hard, 1985; Liegibel e col.,, 1992 ) e in vitro (Buyan, 1970;
Tokuda e Bodell, 1988).

Nossos resultados indicam que o fendmeno de resisténcia
celular da linhagem V79 ndo esta relacionado com um mecanismo
especifico de toxicidade da STZ, uma vez que estas células mostraram-
se também mais resistentes a um outro agente metilante, a MNU, como
evidenciado pelas menores taxas de morte celular, AC e TCls
observadas nestas células, em comparagdo com a linhagem CHO-9.
Além disso, o fato de ambas as linhagens serem igualmente sensiveis aos
efeitos toxicos da ENU indica que a resisténcia das células V79 ¢
provavelmente restrita a a¢8o toxica de agentes metilantes.

Como apontado por Calsou e Salles, (1993), varios
mecanismos podem estar envolvidos no fendmeno de resisténcia celular
aos efeitos toxicos de agentes alquilantes: (1) absorgdo diferencial do
agente; (2) vias diferentes de metabolismo; (3) diferengas em sistemas
de reparo de DNA. A andlise da eficiéncia de produgdo de lesdes no
DNA pela STZ ¢ MNU, medida pela quantificagdo dos adutos N7-
MetGua e O0-MetGua, revelou que esses agentes metilantes foram
igualmente efetivos na metilagdo do DNA de ambas as linhagens
celulares. Isso elimina a possibilidade de absorgdo ou de bioconversdo
diferencial desses agentes pelas células. Parece, portanto, que as
diferentes sensibilidades das células CHO-9 e V79 aos agentes
metilantes acima estd mais intrinsecamente relacionada com as
diferentes maneiras pelas quais as células lidam com as lesdes de DNA,

do que com a eficiéncia de indugfo das lesdes propriamente ditas. Os
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valores de D37 obtidos apds exposi¢io das células V79 a STZ (3770 p
M) e MNU (920 uM) evidenciam esta hipdtese: apesar de induzir o
mesmo niumero de lesdes, a MNU mostrou-se mais toxica do que a STZ.
As medidas da produgdo de lesdes no DNA celular revelaram que ambos
os compostos induziram maiores frequéncias de adutos N7-MetGua em
comparagio 4 O0-MetGua, em concorddncia com dados da literatura
(LeDoux e col., 1986). A lesio O®-MetGua é uma lesdo mutagénica
(Loveless, 1969); assim, a eficiéncia de produgfo de 06-MetGua esta
diretamente relacionada a indugdo de mutagdes em células tratadas com
agentes metilantes. Nossos dados confirmam este fato, uma vez que a
frequéncia de mutantes HPRT induzidos pela STZ aumentou
linearmente em fungfio da concentragio de O9-MetGua, tanto em células
V79 como CHO-9. Além de mutagénica, esta lesdo é também
considerada citotoxica e o processo de resisténcia celular a agentes
metilantes parece estar associado a capacidade de remocdo desta lesfio
pela enzima MGMT nas células de mamiferos (revisto em Pegg e Byers,
1992). Nossos resultados mostraram que as lesdes O0-MetGua induzidas
pela STZ ndo sdo eliminadas do DNA das células CHO-9, nem das V79,
no periodo de 24 horas subsequente ao tratamento, indicando a auséncia
da atividade de MGMT nessas células. Isto estd de acordo com a
literatura, em vista da caracterizagio das células de roedores como
fenotipo Mer~ (Warren e col., 1979; Day e col., 1980). Assim, a
sensibilidade diferencial das células CHO-9 e V79 a STZ parece ser
independente do reparo da lesdo O6-MetGua. A possibilidade de que um

reparo diferencial de outras bases metiladas, como a 3-MetGua, N7-
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MetGua e/ou 3-MetAde, possa ser responsavel pela resisténcia
observada em células V79 nfo parece provavel. Os dados obtidos
mostraram que ambas as linhagens celulares foram igualmente eficientes
na elimina¢do dos adutos N7-MetGua. Além disso, estudos recentes
sobre o reparo das lesdes 3-MetAde induzidas por STZ em diferentes
linhagens tumorais humanas mostram que as atividades da enzima 3-
metiladenina-DNA-glicosilase ndio variam significativamente entre as
diferentes linhagens para explicar as diferencas de sensibilidade
encontradas (Fram e Robichaud, 1990).

Nossos resultados indicam, portanto, que as células V79
sdo capazes de tolerar as lesdes de DNA induzidas pela STZ.
Recentemente, foi verificada a existéncia de mecanismos de tolerdncia
que protegem células Mer~ dos efeitos toxicos de agentes metilantes
(Karran e Bignami, 1992) e, atualmente, concentra-se grande atencéo na
identificagdo da causa molecular determinante desse fenémeno (Fritz e
col., 1993). Parece ser um consenso que a 06-MetGua é a lesio tolerada
pelas linhagens celulares resistentes, e algumas hipéteses t€ém sido
propostas para explicar esse processo de tolerdncia, com base na falha
ou perda do sistema de reconhecimento de pareamentos errdneos
(Aquilina e col., 1989) ou na habilidade celular de replicar a molécula
de DNA contendo lesdes (reparo-pés replicagdo) (Bouffler e col., 1990;
Godfrey e col., 1992). A operagio destes mecanismos, entretanto induz
um aumento nas taxas de mutagdo, devido a persisténcia da lesdio pré-
mutagénica 06-MetGua no DNA celular (Goldmacher e col., 1986;
Ishida e Utsumi, 1990).
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Entretanto, nossos resultados mostraram que as células
V79 apresentam os mesmos indices mutacionais que as células CHO-9.
Este fato parece indicar que as células V79 possuem um mecanismo
desconhecido de tolerdncia a metilagdo de DNA, que lhes confere
protegdo & inducfo de aberragdes cromossomicas, TCIs e morte celular,
mas que ndo altera os indices de mutagdo. Este mecanismo parece ser
deficiente em células CHO-9. A existéncia de genes que conferem
resisténcia aos efeitos toxicos de agentes metilantes ja foi evidenciada,
através de experimentos de transfeccdo de células CHO com DNA
humano (Kaina e col., 1987), e estudos recentes relatam o isolamento e
clonagem do gene humano (c81), cujo cDNA confere resisténcia as
células CHO aos efeitos toxicos de MNNG, e MMS apés transfecgdo
(Fritz e col., 1993). Entretanto, tanto as células resistentes transfectadas
como as ndo transfectadas expressam um RNAm que hibridiza com a
proteina produzida pelo gene c81; porém, as células resistentes
transfeétadas exibem uma maior concentragdo do produto génico. Este
fato nos permite supor que uma sub-expressdo deste gene poderia ser
responsavel pelo aumento de sensibilidade das células CHO-9 aos
agentes metilantes STZ ¢ MNU ou, a resisténcia das células V79 poderia
estar relacionada a uma super-expressdo do produto do gene c8l.
Embora nfo esteja ainda estabelecida a fungdo deste produto génico,
Fritz e colaboradores (1993) propuseram que o mesmo poderia exercer
um papel a nivel de regulagio do ciclo celular, com base na sua
expressio aumentada em células confluentes e na maior dependéncia de

soro para a proliferagio dos clones transfectados.
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A investigacdo dos mecanismos de controle do ciclo
celular sofreu um grande avango nesta Gltima década, a partir da
descoberta das ciclinas, proteinas que sfo sintetizadas e degradadas
ciclicamente, acumulando-se na fase S do ciclo celular e desaparecendo
no final da mitose (Evans e col., 1983). O ciclo celular passou a ser
entendido como uma série de eventos ordenados e independentes,
controlados por mecanismos ativos em pontos especificos, designados
checkpoints, e ndo por fatores intrinsecos aos eventos propriamente ditos
(Hartwell e Weinert, 1989). Desde entdo foi postulado que a eliminag&o
dos checkpoints poderia levar a uma maior susceptibilidade celular a
agentes genotoxicos e a morte celular. Nossos resultados, mostrando um
atraso na progressdo do ciclo celular em células CHO-9 expostas a STZ,
sugerem que sua maior sensibilidade a este agente genotdxico pode estar
relacionada com a atividade de algum mecanismo ao nivel do checkpoint
que regula a transicdo GI — S ou G2 — M. Estd claramente
estabelecido que, em organismos eucaridticos, o bloqueio da replicagéo
do DNA por inibidores especificos ou pela presenga de lesSes de DNA,
previne a entrada das células em mitose. Também a parada de sintese de
DNA causada por alteragbes do checkpoint que controla a entrada em
fase S levaria, consequentemente, a um impedimento da mitose
(Hartwell e Weinert, 1989). Nossos dados sobre a inibi¢do de sintese de
DNA pela STZ mostram uma pequena inibicdo deste processo nas
células CHO-9 e V79, medida imediatamente apds o tratamento. Essa
mibicdo deve ser consequéncia da presenga de lesdes no DNA da

populagdo de células ativas na replica¢do. Entretanto, ndo reflete o
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processo a nivel de populagdo total, principalmente por ndo expressar o
bloqueio da replicagdo que pode ocorrer a nivel do checkpoint que
controla a transi¢do G1 — S, denominado start. As medidas dos indices
mitéticos nos levam a supor que nas células CHO-9 estaria ocorrendo
um bloqueio da replicagdo a nivel do checkpoint start, enquanto nas
células V79 ndo, o que lhes permitiria continuar seu processo normal de
proliferagdo, passando para o segundo e terceiro ciclos celulares. O fato
das células CHO-9 permanecerem estacionarias poderia explicar a alta
frequéncia de aberragdes cromossdomicas e TCls, em consequéncia da
formacdo de quebras de DNA. A longa duragdo do bloqueio de
replicons, préximos uns aos outros, aumenta a probabilidade de
ocorréncia de quebras em suas jungdes; estas quabras podem dar inicio a
processos de recombinacdo, gerando AC e TClIs (Strauss, 1971; Kaina,
1979).

E evidente que estudos adicionais se tornam necessérios a
fim de se correlacionar o fendmeno da resisténcia celular aos efeitos de
agentes metilantes observada nas células V79 com a expressdo de genes
especificos que controlam a sua entrada na fase S. Entretanto, ao nivel
hipotético, seria plausivel e excitante pensar que alteragdes ao nivel da
expressdo das ciclinas, ou de fatores regulatérios de suas atividades,
seriam responsaveis pela maior sensibilidade das células CHO-9 a
agentes metilantes. Alternativamente, outra hipétese interessante, com
base na resposta diferencial das células CHO-9 e V79 & presenga de
lesSes no DNA, seria a agdo da STZ a nivel da induc8o da expresséo de

genes que controlam ativa e especificamente a parada da proliferagéo



celular (growth arrest specific genes). Uma familia de genes
antiproliferativos de células de camundongo, os genes gas, foi
recentemente descrita, e sua expressio € negativamente regulada pela
estimulagdo da proliferagdo celular com soro fetal (Schneider e col.,
1988). Um outro grupo de genes reguladores da parada da proliferagéo
celular foi identificado em células de hamster (CHO), cuja expressdo é
induzida pelo tratamento com agentes genotoxicos (geralmente agentes
metilantes), os genes gadd (growth arrest DNA damage inducible genes)
(Fornace e col., 1992). A expressdo aumentada dos genes tipo gadd foi
recentemente detectada em ilhotas pancreaticas de rato e em cultura de
células secretoras de insulina expostas 8 STZ ou a MMS (Eizirick e col,,
1993). Em analogia com o que acontece com células beta hipersensiveis
a STZ, é possivel admitir que um gene antiproliferativo do grupo gadd
seja induzido em células CHO-9 expostas a STZ ou MNU, cujo produto
atuaria controlando negativamente a progressdo do ciclo celular. A
expressdo basal desse gene nos fibroblastos V79 explicaria a habilidade
das células de progredir no ciclo celular, e sua resisténcia a agfo
citotoxica e genotdxica da STZ e MNU. Entretanto, o papel dos genes
gadd nfo ¢ ainda conhecido.

A descoberta dos genes antiproliferativos abre novas
perspectivas na area de investigagdo sobre o controle da proliferagéo
celular. A identificag@io dos produtos destes genes e de suas fungdes,
bem como o esclarecimento dos mecanismos que controlam sua
expressdo, e daqueles que a alteram, certamente trardo novos e

importantes conhecimentos a nivel dos processos fisiologicos de
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regulagdo do crescimento celular e dos processos toxicolégicos e

patologicos correlatos.
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VL. RESUMO
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Os ensaios de curta duragdo demonstraram sua
utilidade na previsdo da atividade carcinogénica de compostos
potencialmente genotdxicos. O presente trabalho explora as
possibilidades destes ensaios na verificagdo do potencial
genotéxico do composto carcinogénico estreptozotocina. Ao
mesmo tempo, procurou-se aprofundar-se no estudo dos
mecanismos moleculares relacionados a agdo mutagénica e
carcinogénica deste composto. Primeiramente, os efeitos
citotoxicos da STZ foram avaliados em células de ovario de
hamster Chinés, linhagem parental CHO-9, no clone mutante
derivado de células CHO-9, EM-C11 e em células de pulm@o de
hamster chinés, linhagem V79. A habilidade deste composto em
induzir aberrag8es cromossdmicas, trocas entre crométides irmas
(TCIs), mutagdes génicas e morte celular foi analisada
comparativamente nas trés linhagens celulares. As células
mutantes mostraram-se ligeiramente mais sensiveis aos efeitos
letais induzidos pela STZ, em comparagdo com as células
parentais CHO-9. As células EM-C11 também responderam ao
tratamento com maiores frequéncias de  aberragdes
cromossomicas, mas mostraram a mesma sensibilidade que as
células parentais & indugdo de TCIs. Com relago a indugfo de
muta¢des génicas, ambas as linhagens celulares responderam
com frequéncias similares de mutantes Nat/Kt-ATPase
(ouabaina). Entretanto, as células EM-C11 responderam com
maiores frequéncias de mutantes HPRT-. A maior sensibilidade
destas células a alguns dos pardmetros bioldgicos estudados

deve-se, provavelmente, a sua deficiéncia no processo de reparo
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de quebras na cadeia de DNA (Zdzienicka e col.,, 1992). As
células V79, entretanto, mostraram-se mais resistentes que as
células CHO-9 aos efeitos letais da STZ. Observou-se também
uma maior resisténcia da linhagem V79 a inducdo de morte
celular pela MNU; entretanto ambas as linhagens celulares foram
igualmente sensiveis aos efeitos letais induzidos por ENU. A
resisténcia das células V79 ndo limitou-se aos efeitos de morte
celular; elas mostraram-se também mais resistentes a inducdo de
aberragdes cromossdmicas e TCIs pela STZ ¢ MNU, assim como
a inibigdo da progressdo do ciclo celular pela STZ. Entretanto, a
STZ foi igualmente efetiva em induzir mutantes HPRT- em
ambas as linhagens celulares. O fenOmeno de resisténcia
observado ndo deveu-se a uma alquilagio diferencial da
molécula de DNA, a diferengas no processo de remog¢do de bases
lesadas ou no processo de inibigdo de replicagdo de DNA. Os
resuitados sugerem que algum mecanismo desconhecido de
tolerancia a metilagdo da molécula de DNA parece estar mais
ativo em células V79, o qual poderia ser responsdvel pelas

diferentes respostas observadas.
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VII. Summary
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Mechanisms underlying cytotoxicity by the
monofunctional nitrosourea streptozotocin (STZ) were evaluated
in Chinese hamster ovary cells, wild-type (CHO-9), in a mutant
hypersensitive to alkylating agents, designated as EM-C11, and
in the wild type V79 fibroblasts. The ability of STZ to induce
chromosomal aberrations, cell killing, sister-chromatid
exchanges (SCEs) and mutations was compared between the
three cell lines. The mutant cells were found to be slightly more
sensitive to STZ killing effects than the parental cell line. EM-
C11 cells also responded with higher levels of STZ-induced
chromosomal aberrations, but appeared to be equally sensitive to
induction of SCEs. For the frequencies of induced mutations,
both cell lines responded with similar frequencies of Nat/K*-
ATPase-resistant mutants. However, EM-C11 cells responded
with an increased frequency of HGPRT- mutants. The
hipél'sensibility of this mutant cell line to some of the analyzed
endpoints is probably due to a defective repair of DNA strand
bréaks (Zdzienicka et al., 1992). V79 cells, however, appeared to
be more resistant than CHO-9 cells to the lethal effect of STZ.
We also observed that this cell line was more resistant to
treatment with MNU, but both cell lines were equally sensitive to
the killing effects of ENU. V79 cells were also more resistant to
STZ or MNU-induced chromosomal aberrations and SCEs, as
well as, to inhibition of cell cycle progression by STZ.
Nevertheless, STZ was equally effective in inducing HGPRT-
mutants in both cell lines. The observed resistance of V79 cells

was not due to a differential alkylation of DNA molecule or
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different levels of adducts removal, nor to differences in DNA
synthesis inhibition rates. Our results suggest that some unknown
tolerance mechanism that confers resistance to DNA metilation
is more active in V79 cells, which could explain the differences

in susceptibility found between the two cell lines.
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