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RESUNMO

O isoproterenol (IP) é uma catecolamina sintética de grande interesse farmacoidgico,
por ser o mais potente agonista p-adrenérgico conhecido. Recentes ftrabalhos
revelaram o envolvimenic das reacbes de oxidacdo de IP em mecanismos de
cardictoxicidade. O cobre & um microelemento essencial gue possui um papel
fundamental no metabolismo dos corganismos vivos. Em excesso, o cobre € muito
toxico, fato este ilustrado em disfuncbes neurodegenerativas como: Doengas de
Menkes e Wilson. Os estudos de oxidacdo do IP mostraram que os metais de
fransigéo, principaimente, Cu™ s3c catalisadores da reacdo. Neste trabalho sao
apresentados alguns efeifos toxicos de IP associado ao Cu*?, sobre proteina e DNA in
vitro, e em culiura de fibroblasios de pulmdo de hamster chinés. O complexo IP/Cu™
induziu a formac@o de carbonilas em amincacidos e fragmentag&o da cadeia
polipeptidica da BSA, e a formacio de 8-OH-2-desoxiguanosina em DNA de timo
bovino. O sisterna contendo IP até 7,0uM, associado ao Cu™ (25uM), inibiu totaimente
a proliferacdo celular. A oxidagdo de IP/Cu™ promoveu outras alteragbes funcionais,
como a perda da adeséo celular &s placas de cultura e a perda da viabilidade celular.
Em condigdes contendo [P isolado do metal ndo foram encontrados efeitos
significativos. Alteragdes morfolégicas foram encontradas nas células tratadas com
iP/Cu™, gerando perda da morfologia tipica dos fibroblastos que inclui achatamento
celular, evidenciando os nlcleos e nucléolos, e surgimento de bolhas. Os antioxidantes
CAT e GSH reduziram parcial ou totalmente a velocidade de reacdo de IP/Cu™?
respectivamente. A GSH impediu a indugéo de lesdes morfoldgicas nas células pela
acéo de IP/Cu*™. Também foi verificado gue o sistema oxidativo gerou a destruicdo de
todos os filamentos estudados do citoesgueleto {(vimentina, actina, a-tubulina e lamina
B) e induziu ao aparecimento de drasticas alteragdes nucleares, como o aumento do
indice de DNA e o surgimento de nicleos picnéticos. Em conjunio, os resuitados
evidenciaram o papel critico do cobre li na toxicidade de IP. Os efeitos citotdxicos
observados indicam uma provavel ocorréncia de bloqueio do ciclo celular € morte
celular por apoptose nas células V79 tratadas.
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ABSTRACT

isoproterenct (IP) is a synthetic catecholamine of great pharmacological interest, as it is
the most potent B-adrenergic known agonist. Recent works ravealed the involvement of
IP oxidation reactions in cardiofoxicity mechanisms. Copper is an essential
microelement which has a fundamental role in living organisms metabolism. In high
concentration copper is exiremely toxic, as illustrated by neurcdegenerative
dysfunctions such as Menkes and Wilson diseases. Studies on iP oxidation have shown
that transition metals, specially Cu®", are effective catalysers of such reaction. This
research presents some toxic effects of IP associated to Cu® on protein and on DNA in
vitro, and on V79 Chinese hamster lung fibroblasts culture. iP/ICu™ complex inducted
carbonils formation in aminoacids and fragmentation of BSA polipeptidic chain, as well
as formation of 8-OH-2'-deoxiguanocsine in Calf thimus DNA. System containing up to
7,0uM 1P, associated to Cu* (25uM) totally inhibited cellular proliferation. Oxidation of
IP/Cu® caused other functional alterations, such as loss of cellular adhesion to culture
plates and ioss of cellular viability. Conditions containing IP isclated from the metal did
not produce significative effects. Morphological alterations were found in celis treated
with IP/Cu®", generating loss of fibroblasts typical morphology, mainly by bubbles
appearance and cellular spreading which evidenciated nuclei and nucleolus.
Antioxidants CAT and GSH respectively inhibited partially or completely the reaction of
iP/cu®. GSH prevented lesions in cells morphology inducted by IPICu®. It was also
verified that the oxidant system leads to destruction of all citoskeleton filament analysed
{(vimentine, actine, o-tubuline and lamin B) and to appearance of drastic nuclear
alterations, like increase in DNA index and appearance of picnotic nuclei. Obtained
results demonstrated the critical role of copper Il on IP toxicity. Observed citotoxic
effects suggest a probable interruption of cellular cycle and celluiar death from
apoptosis on V79 treated cells.
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CAPITULO § - infroducio

1.1. CATECOLAMINAS E ESTRESSE OXIDATIVO:

O surgimento de seres aerdbicos foi um marco importante durante o processo
evolutivo da vida na Terra, abrindo a possibilidade de um maior aproveitamento de
energia da maléria orgénica pela utilizacdo do oxigénio. Esta aquisicdo evolutiva trouxe
também uma grande desvaniagem para estes organismos - a produc@o de espécies
reativas de oxigénio (ERQ), durante reacbes de oxi-reducdo incompletas; ocorrendo no
metabolisme normal, por exemplo: na cadeia respiratoria, na biotransformacéc de
drogas e na reacdc inflamatéria (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Estes
intermediarios de reacdo podem ser radicalares como o radical &nion superdxido (077,
o radical hidroxila (OH}, o &xido nitrico (NO), e ndo radicalares como peréxido de
hidrogénio (MH202) e o oxigénio singlete {?Op_}, uma espécie eletronicamente excitada
{HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

O "OH é a forma mais reativa & portanto, a mais lesiva das ERO conhecidas.
Reacdes como a de Fenton, formulada em 1884, (ESQUEMA 1) e as de Haber-Weiss,
postuladas em 1934, (ESQUEMA 2) descrevem 0s mecanismos mais aceitos para
producao desta espécie, que dependem da acdo catalitica de fons de metais de
transigao, como por exemplo Fe™ e Cu™ (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Fe?+ H,0, —= complexo intermediaric —s Fe™+ OH + OH

ESQUEMA 1. Reacso de Fenton produzindo radicais hidroxila.

M™+ Oy —— M0+ 0, {H
M 4+ H.0, — M7+ OH+ OH + O, (i
0" + H O, catalise por metal g, OH+OH+ 0, {i+1

ESQUEMA 2. Reacio de Haber-Weiss produzindo radicais hidroxila.

As ERQC, por serem exiremamente realivas, podem atacar diferentes tipos de
moléculas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998}, podendo levar a severas lesdes
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oxidativas em biomolécuias, fais como: guebras de DNA (MELLO-FILHO ef al, 1984);
peroxidacdo de fosfolipidios (GUTTERIDGE, 1882); modificagbes oxidativas em
proteinas (DAVIES, 1987 e inibigdo da atividade de enzimas {ARMSTRONG &
EL}CHANA& 1878), enire outros. Nesta situacdo, as ERO tornam-se uma grande
ameaca conira a integridade celular, podendo representar, portanto, a causa primaria
para o desenvolvimento de nUMErosos processos patologicos (GUTTERIDGE, 1893) e
degenerativos associados ao envelhecimenio (HARMAN, 1982).

As catecolaminas s&o moléculas formadas por um anel aromatico dissubstituido
nor hidroxilas vicinais (anel catecdlico) e uma cadeia lateral contendo um grupamento
amino. Algumas destas moléculas sao enddgenas (3,4-dihidroxifenilalanina — DOPA,
epinefrina, dopamina, e norepinefrina) e possuem uma ampla atividade fisiologica
(WEINER & MOLINOFF, 1993 e PROSSER, 1891).

Estas moléculas podem participar do metabolismo da glicose devido a sua agao
hormonal e podem atuar nas sinapses nervosas de neurbnios adrenérgicos e
dopaminérgicos, tendo uma acéo direta no puimao, no coracac € no sistema nervoso
central (WEINER & MOLINOFF, 1993 e PROSSER, 1991). No ESQUEMA 3 estdo

relacionadas algumas estruturas de catecolaminas e derivados de importancia

biolbgica.

¥,

WO

HO

HO HE

Y S-aminodepaming HE Isepraterenal

Dasoxiepingirina o
Cpinefring

yz\, .......... CO0H éﬁﬁz

DOPA
Dopamina HO

HO
S-nifroxidopaming Maorepinefrina

ESQUEMA 3. Estruturas de catecolaminas e derivados.
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A presencga do anel catecdlico inclui as catecolaminas na colegio de moléculas
capazes de sofrer oxidaggc através de mecanismos de foloxidagdo, de
autoxidacio/oxidacdo quimica e enzimatica (KALYANARAMAN ef al,, 1985). tsies
chessoé podem levar a produc8o de ERQ, de semiguinonas & de guinonas. Por sua
vez, as o-guinonas podem sofrer ciclizag8o intramolecular e gerar aminocromos (T5E
et al., 1976 e HARRISON ef a/, 1988).

De acorde com SPENCER ef al (1984), a oxidacdo de calecolaminas
pode ser catalisada por fons metalicos como os de ferro, cobre & manganés,
produzindo ERO por mecanismos de reacdo tipo Fenton e Haber-Weiss (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999 e SUTTON & WINTERBQURN, 1989). Hoje, é conhecido gue
as catecolaminas estfo envolvidas em diversos processos patoidgicos como em
cardicpatias apds isquemia seguida por reperfusdo (ALLEN ef al. 1994 e REDDY ef al,
1982) e em doengas neurodegenerativas - Doenca de Parkinson e Doenga de
Alzheimer (SPENCER ef al, 1994}, ¢ Manganismo, uma patologia resuliante do
envenamento pelc manganés (RIOS ef a/., 1985 e ARCHIBALD & TYREE, 1987},

A geracdo de estresse oxidativo pelas catecolaminas i{em sido tema para
importantes estudos que tentam elucidar os mecanismos pelos quais se processam 08
efeitos toxicos de seus produtos de oxidacso.

A demonsiracac dos efeitos cardiotdxicos & neurotdxicos das catecolaminas
despertou o nosso interesse na investigacdo de seus possiveis mecanismos de
citotoxicidade. Assim, elegemos o isoproterenci como a catecolamina modelo para 0s
nossos experimentos, pelo seu grande interesse farmacoidgico e facilidade de
aquisicao.

O lIsoproterenol (IP) € uma catecolamina sintélica de grande aplicagéo
farmacolégica, sende ¢ mais potenie agonista B-adrenérgico conhecids & muito
utilizado na terapéutica contra a asma brénquica (FRIEDEL & BROGDEN, 1988). Como
posoclogia o IP tem sido adminisirado por inalagdo, tabletes sublinguais e inje¢bes intra-
venosas (PARFITT, 1908). Apesar de seu inferesse farmaccidgico, uma série de
estudos indicam que o IP pode induzir efeitos cardiotoxicos, como arritmias (TOSAK! ef
al., 1890) e necrose do mioccardic (BRODOWICZ & LAMB, 1991).
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Algumas hipoteses foram sugeridas para explicar os mecanismos pelos guais se
processam os danos celulares causados por iP. Assim como para outras
catecolaminas, foram levadas em consideracio duas principals vias que explicam a
sua acdo toxica, uma por eventos mediados pela ligagao farmaco-receptor, envelvendo
o aumento de AMP ciclico intracelular (HORI ef al, 1994 e LOUIS ef &/, 1882) e a
outra por danos gerados pela produgéo de especies reativas de oxigénio (ERO)
(TOSAKI ef al., 1990 e WHEATLEY of al, 1985).

Outros autores como PERSCON-ROTHERT ef al. (1989) e SINGAL ef al. (1983)
mostraram que o efeito cardiotxico de IP é causado pela agao de radicais livres
formados durante a sua oxidacdo e ndo pela ativacio de B-adrenoreceptores. Estes
fatos foram observados em midcitos tratados com solugbes de 1P na presenca ou
auséneia de antioxidantes como acido ascorbico, frolox, superéxido dismutase e
catalase (PERSCON-ROTHERT ef al, 1988). Além disso, diferentemente de outras
catecolaminas, IP ndo & um substrato para a monoamina oxidase (BOWMAN & RAND,
1980). Com isto, a sua toxicidade nao parece ter relagao direta com o0s processocs gue
envolvam oxidagdes enzimaticas e sim com suas reagées de oxidagdo. No ESQUEMA

4 & mostrado a estrutura do IP e de alguns de seus produtos de oxidagao.

Aminocromo

ESQUEMA 4, Estrutura do IP e aiguns de seus derivados de oxidagao.
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Mais receniemente, SOJAKKA ef al. {1998) mostraram que IP tem efeito sobre a
endocitose de midcitos, sugerindo gue esta catecolamina pode atuar também no
aumento da concentracio intracelular de Ca™ e na reducéo do pH citoplasmatico.

Os estudos pioneiros de COHEN & HEIKKILA (1974) revelaram alguns aspecios
da toxicidade do produio final da oxidag8o da dopamina, a B-hidroxidopamina,
demonsirando a sua capacidade de oxidar residuos -SH de proteinas e de catalisar
desaminacfes em amincacidos. Mais recentemente fol demonstrado que o
adrenocromo {(aminocromo da adrenalina) atua na fosforilacéo oxidativa e no influxe de
Ca'? em células cardiacas, prejudicando o relaxamento do miocardio (NAPOLITANO ef
al., 1985 e RUMP & KLAUS, 1995).

E sabido que as guinonas s@o i6xicas para células de mamiferos por serem
capazes de reagir com biomoléculas, principalmente proteinas e DNA, através de dois
mecanismos: 1) formacéo de adutos por adigdo nucleofilica & molécula e 2) formacao
de danos oxidativos por ERO (BRUNMARK & CADENAS, 1989). Segundo ROSS! ef al.
(1986) o caminheo pelo qual se forma a lesdo vai depender da estrutura quimica de
cada quinona envolvida no processo.

Exemplificando o primeiro mecanismo, STANWELL ef al. (1996) mostraram que
as o-quinonas podem ser adicionadas as proteinas através de adigdo nucleofilica
(ESQUEMA 5). Quanio as lesdes oxidativas, as reagbes de oxidagio das quinonas
podem gerar carbonilacdo de aminoacidos em proteinas, via 'OH, na presencga de
meiais de transicdc que catalisam as reacbes do tipo sitio-especifica (STADTMAN,
1993 e STADTMAN, 1990C) (ESQUEMA 8).

.. © o1 _ o G rotema-Nu Proteina
= o ’j 1 I o ! §

roteina Proteina

Proteina-Nu:

ESQUEMA 5 Possivel mecanismo de adicdo de proteinas em o-guinonas.
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— ?Hﬁ

ESQUEMES 6. Possivel mecanismo para a oxidagao sitic-especifica em proteinas, catalisadas por
metais de transigdo.

MASSERANO et gl (1996) mostraram a indugo de apoptose numa linhagem de
neurdnios catecolaminérgicos derivados do sistema nervoso central, caracterizada por
fragmentacgo de DNA apos exposicdc a dopamina, norepinefrina, epinefrina,
isoprotereno! e alguns derivados de catecolaminas.

Baseando-se nestes dados, consideramos que 0s estudos sobre a citotoxicidade
de catecolaminas em células ndo diferenciadas podem contribuir significativamente
para elucidar os mecanismos de sua toxicidade dentro de células especializadas, como
as do miccardio e de cérebro. Embora ndo sejam originarios dos sistema cardiaco e
nervoso, os fibroblastos de pulmac de hamster chinés se mostraram bastanie
susceptiveis aos efeitos toxicos da dopamina, representando ser um modelo valido
para a investigagdo da toxicidade de catecolaminas (SNYDER & FRIEDMAN, 1998).
Eoies autores mosiraram uma grande relacao entre os jons de metais de {ransicio,
como os de manganés & cobre, com o aparecimento de efeitos citotoxicos e

clastogénicos de dopamina e L-DOPA.

1.2. COBRE:

O cobre & um microelemento essencial que possui um papel fundamental no
metabolismo de todos os organismos vivos (HARRIS & GITLIN, 1996 e LINDER &
HAZEGH-AZAM, 1996). De acordo com HARRIS & GITLIN {1996) este metal pesado
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atua como cofator enzimatico de proteinas como: a citocromo oxidase, superoxide
dismutase (SOD), a dopamina B-hidroxilase, (DBH), a lisil oxidase e a ceruloplasmina.

Em excesso, o cobre & muito idxico, sendo este fato sensivelmente Hustrado
pelas disfungdes neurodegenerativas como: Doencas de Menkes & Wilson, em gue séo
enconfradas sérias perturbacbes na homeostase neuronal deste metal (SUZUKL &
GITLIN, 1998; WAGGONER ef al, 1899 e SCHEINBERG & STERNLIEB, 1896).

0Os ions de cobre possuem uma ampla distribuicdo enddgena (LINDER &
HAZEGH-AZAM, 199€) (TABELA 1} e grande funcio fisiclégica, podendo atuar em
diversas e importantes situacdes como no crescimento infantil, nos mecanismos de
defesa, na maturacéo de células sangliineas, na resisténcia 6ssea, no transporie de
ferro, no metabolismo do colesterol e da glicose, na contrac8o do miocardio e no
desenvolvimento cerebral (HARRIS & GITLIN, 1996 e OLIVARES & UAUY, 1998).

TABELA I. Conteddo de cobre em alguns fiuidos e tecidos do corpo de humanos adultos.

saliva 0,22

suco gastrico 0,38
bile 4.0

urina 0,02-0,05

fiuido cérebro-espinhal 50
sangue 1,1

plasma 1,05

fim 12

cérebro 52
figado 8.2
coragio 4.8
musculo esquelético 0.8
cabelo 20

De acordo com HARRIS & GITLIN (1998) mais que 95 % do cobre sérico dos

vertebrados € ligado a ceruloplasmina. Esta proteina é uma multicobre azul oxidase
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sintetizada e secretada pelos hepatdcitos; contém uma cadeia polipeptidica com 1046
aminoacidos e 6 atomos de cobre incorporados & molécula durante o seu processo de
miossintese (HARRIS & GITLIN, 1896). As concentragbes plasmaticas de
ceruloplasmina e de cobre podem ser enconfradas mais altas do que o normal em
situacdes como processos inflamatérios, gravidez, uso de contraceptivos orais e cancer
(LONNERDAL, 1996).

A ceruioplasmina atua também como uma ferroxidase que mobiliza o ferro dos
hepatocitos e participa do metabolismo deste metal, através de reagtes de oxirredugao
completas ndo geradoras de ERO (ESQUEMA 7) (HARRIS & GITLIN, 1996). Por esta
stividade, estes mesmos autores relacionaram a aceruloplasminemia com iesbes de
células da glia e de neurbnios alravés de radicais livres oriundos de reacdes tipo

Haber-Weiss, em funcéo do acimulo de fons ferrosos no liquido cérebro-espinhal.

Oz HaO
4g
1
Cp-Cu” opLu'?___ . Biossinteseffungo
de {Eritr6sito, neurbnio, hepatécito)
Absorcdc/ammazenamento
rmucosa, gha
(musos2, gia) 4Fe™ 4Fe*?
FERROXDASE

Fhaido extracelular
{plasma, fluido cérebro-espinhal}

ESQUEMA 7. Papel da ceruloplasmina como uma ferroxidase. Cp ~ ceruloplasmina.

MANTTARI ef al. (1994) associaram o surgimento de doencas coronarianas,
como a aterosclerose, com a elevacgéo dos niveis de ceruloplasmina. Estas doencas
estdo relacionadas a condigdes de estresse oxidativo, HALLIWELL & GUTTERIDGE
(1999) e WINYARD et al (1989) sugeriram que em condigbes de estresse as
propriedades fisico-quimicas da ceruloplasmina podem estar modificadas. SWAIN ef al.
(1994} revelaram que o esiresse oxidativo gerado por peroxinitrito pode levar a uma
progressiva liberagao de cobre da ceruloplasmina em plasma sangiinec, tendo esta

umna implicacéo direta com a doenca aterosclerdtica.
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Na revisgo de LUZA & SPEISKY (1396) ficou claro que existem varias teorias
que tentam explicar o mecanismo ou 0s mecanismos pelos quais o cobre induz
toxicidade celular, propondo uma interacdo deletéria entre o seu ion livie e

x

macromoiécuias. Um exemplo disto é a oxidacBo sitic-especifica de proteinas na
presenca de O e agenies redutores como ascorbato (ASC) (CHEVION, 1988)
{ESQUEMA 8). Estes ions livres sdo conhecidos como promotores de danos oxidativos
por levarem & formagao de radicais livres e les@o em biomoléculas como lipoproteinas,
DMA, enzimas contendo grupos tidis, membranas, organelas e células intactas,

incluindo hepatocitos (LUZA & SPEISKY, 1996; MOSINGER, 1995).

P 1 Complexacio Cufll)-proteina,

{ €/ — 1) Redugao do cobre, na presenca de ASC,
' na regido de figacio do metal a proteina,

formando Oy . Oy ~——p My

enton, formando "OH e lesando a proteina

na regido onde houve z ligagdo com o metal
{lesdo sitic-especifica).

ESQUEMA 8. Mecanismo de lesdo em proteina por oxidagéo sitic-especifica, em reacio catalisadas
pelo cobre.

O cobre livre tem side postulado como um ligante direto de grupos tidis, afetando
irreversilveimente a atividade catalifica de enzimas, inclusive de enzimas antioxidantes
como a glutationa redutase (LUZA & SPEISKY, 19¢8).
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A glutationa redutase possul uma alta afinidade pelo jon de Cu"', formando
complexos estaveis. A habilidade desia enzima em se ligar ao cobre, mantendo
intactas a suas propriedades antioxidantes, estd infimamente relacionada com a
disponibilidade de giutationa redutase em células, principalmente nos hepatdcitos onde
o metal & armazenado e metabolizado (LUZA & SPEISKY, 1996 e HANNA & MASCN,
1992).

£ conhecido que s fons de metais de fransiclo, principalmente cobre, ferro e
manganés, estaoc envolvidos diretamente na oxidacdo de varias moléculas, inclusive
antioxidantes como o acido ascorbico (CHEVION, 1988), flavondides (CAQ et al, 1997)
e catechis endégenos (PICKLO ef al., 1989), sendo cruciais na definicBo de um
comportamento pré ou anficxidante destas molécuias. Um exemplo disio s&o os
estrogénios catecdlicos que aumeniam substanciaimente o teor de dancs em DNA
quando estio na presenca de cobre (MOBLEY ef al., 1989). De acordo com ONDRIAS
et al. (1998) o ion de Cu* induz a capacidade pro-oxidante de catecolaminas, como ©
isoproterenol e a adrenalina, gerandc lipoperoxidagdo em lipoproteina de baixa
densidade (LDL).

Considerando a ampla disponibilidade do cobre; a grande possibilidade deste
metal ser liberado da ceruloplasmina, o seu mais importante transporiador; a sua
importancia fisioldgica e o seu grande poder pré-oxidante nos propusemos a investigar
os danos oxidativos causados em fibroblastos V78 durante a oxidacao do isoproterenol

catalisada por este metal.
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OBJETHVOS

s OBJETIWO GERAL:

Constitul o principal objetivo deste frabalho investigar 2 formacdo de danos
oxidativos em células de mamifero guando expostas ao isoproterenol, analisando os
efeitos do fon Cu™ nesses processos. Assim é proposto a investigacio dos efeitos
citotoxicos do sistema IP/Cu™ em fibroblastos em cultura, buscando identificar os aivos
celulares da ac8o deste sistema, bem como caraclerizar as lesdes moleculares por ele
geradas. Dentre as varias alternativas de linhagens celulares de mamiferos
disponiveis, a linhagem V79 de fibroblasios de hamster chinés tem sido amplamente
utilizada em ensaios de citotoxicidade e mutagenicidade (CLOTHIER ef &/, 1885; FRY
et al., 1993 e BRADLEY ef a/, 1981}, devido a sua rapida proliferacic celular in vifro e
manutencio das suas caracteristicas apoés criopreservacio. Esta linhagem celular ja
vem sendo utilizada rotinsiramente no laboratério, onde foi feito o trabalho, para o
desenvolvimento de estudos de estresse oxidativo (AREVALO ef al, 1996 e SOUZA-
PINTO et al., 1996).

o OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Analisar os efeitos de metais de transicdo na reacso de oxidacdo do isoproterenol.
Para isto, foi analisada a cinética da reacdo de oxidagdo/autoxidacdo do
isoproterenol na presenca de varios ions de metais de fransicdo visando a escolha
do sistema mais apropriado para os experimento de citotoxicidade.

2. Detectar efeitos sobre biomoiéculas gerados pelc sistema isoproterencl na
presenca de cobre ll. Tendo caracterizado o ion Cu™ como o mais eficiente
catalisador da oxidacdo do IP,. foi decidido analisar as lesbes geradas pelos
sistemas IP/Cu™ em proteina e DNA in vifro, utilizando como modelo a albumina de
sorc bovino e o DNA de timo bovino, respectivamente.
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3. investigar as alteracBes funcionais em fibroblastos V79 tratados com isoproterenol e
cobre 1. Estudos de citoloxicidade de iP/Cu™ foram feitos, utilizando como
parametros a inibicao da proliferacao celular, a perda da capacidade de adesaoc das
células sobre um substrato sdlido e a perda da viabilidade celujar.

4. Investigar as alteracbes morfolégicas induzidas por isoproterencl & cobre, nas
células V79. A observacdc ao microscépio 6ofico do surgimento de grandes
alteragtes morfolégicas nas células V79 tratadas por iP/Cu™ foi um parametro para
a busca de um maior detalhadamento destes tipos de lesdes. Assim, estudos
extensos foram feitos abrangendo desde uma andlise mais geral da morfologia
celular apos tratamento com isoproterenol e cobre Il vista por microscopia de
Normarski: até um aprofundamento dos estudos alravés da caracterizacéc das
modificagbes morfoldgicas, por microscopia confocal, em quatro filamentos do

citoesqueleto e no nucleo celular.
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2.1. SOLUCOES E REAGENTES:

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza anallfico.

2.1.1. CATECOLAMINAS:

Cloridrato de (%) isoproterencl, cloridrato de (&) epinefrina, cloridrato de
desoxiepinefrina, cloridrato de (t) norepinefrina e cloridrato de 3-hidroxitiramina
(dopamina) foram adquiridos da Sigma. As solugbes estoque de isoproterenol (IP)
continham diferentes concentractes (5-50 mM) e foram preparadas diariamente em
HCI 0,1 N (Merck); o teor final desta solugdo 4cida nos tratamentos sempre foi inferior a
1%.

2.1.2. COBRE:

Solugdes a 2 mi de CuSO..5H,0 (Merck) foram preparadas diariamente em
agua desionizada.

2.1.3. SALINA TAMPONADA COM FOSFATO — PBS-A:

As solucGes de ensaio foram diluidas em tampéo salina fosfato (pH = 7,2-7,4)
constituide per: 137 mM de cloreto de sédio; 2,68 mM de cloreto de potéssio; 1,47 mM
de fosfato diadcido de potassio e 8,1 mM de fosfato monoacido de sédio. Este tampéo
continha aproximadamente & ppb de fon Cu™ como contaminante. PBS-Ca™ PBS-A

acrescido de 1 mM de cloreto de célcio.

2.1.4. REAGENTES ESPECIAIS:

Os anticorpos monoclonais anti-a-tubulina e anti-vimentina monoclonal, igG de
camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rodamina-faloidina
foram obtidos da Boehringer-Mannhein. O anticorpo policlonal anti-lamina B e igG de
cabra marcado com FITC foram obtidos da Biotech. O iodeto de propideo, catalase de
figado bovino {CAT — E.C. 1.11.1.8), glutationa {(GSH), albumina de soro bovino (BSA -
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A-9647) e DNA de timo bovino foram obtidos da Sigma. O “anti-fading” utilizado foi o
VectaShield (Vector Laboratories).

2.9.5. MEIO DE CULTURA (DMEM]):

O meio de cultura utilizado foi meio de Eagle modificado por Dulbecco gue
corresponde a2 13,45 g/l do po comercial (ICN Flow Biomedicals Inc), acrescido de 1,2
g/t de NaHCOs e 10 mi/l de solucao de antibiéticos (Nutricell) constituida por: 10.000
Ulimi de penicilina, 10 mg/mi de estreptomicina e 0,9% de NaCl, ohtendo-se uma
concentragdo final no meic cultura de 100 Ulimi de penicilina @ 100 pg/mi de
estreptomicina (pH=7,2-7 4). Para os cultivos, ac meio de cultura foi adicionado de
10% de soro fetal bovino (SFB) da Cuitilab.

2.1.6. TRIPSINA:
Solugbes de tripsina 0,1% (m/v) foram preparadas em PBS-A, acrescidas de 1
mM de EDTA

2 1.7. ESTERILIZACAO E ARMAZENAMENTO:

As solucbes de PB3-Ca™ DMEM e tripsina foram esterilizadas por filtracdo em
membrana Millipore (¢ = 0,22 ym). O tampéo PBS-A foi esterilizado em autoclave a 120
°C por 20 min. Todas as solugbes foram armazenadas entre 4 e 5°C, com excessao da

tripsina gue foi estocada a — 20 °C.
2.2 A OXIDACAO DO ISOPROTERENOL:

2.2 1. ESPECTROFOTOMETRIA DA OXIDAGAO:

Experimentos com leitura especirofotométrica foram feitos a fim de determinar a
cinética da oxidacao de 1P em seu cromoforo, o N-isopropil-noradrenocromo (BINDOLI
ef al, 1992). De acordo com NUNEZ-DELICADO ef al. (1896), o pico de absorgac
maxima do aminocromo no visivel & de 480 nm (g = 0,00407 x uM™ x cm™), sendo este

o comprimento de onda utilizado na maioria dos estudos espectrométricos da oxidagéo
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de IP. As cinéticas da oxidagBo das solugbes de IP em PBS-A foram feitas em
espectrofotdmetro METROLAB SF-1700, nas condigbes descritas abaixo:

A) Efeito de fons de metais de transicdo: A oxidag8io exponténea de 50 uM de IP fol
acompanhada, na auséncia e na presenca de 25 uM de CuS0, CuCl; FeCls e Felly
por 45 min, registrados em intervalos de 5 min.

B) Especiro de absor¢éo da oxidagéo de IP/Cu™: O espectro de absorgéo de 200 a 600
nim da oxidac@o de 20 uM de |IP na presenca de 15 yM de Cu™ foi obtido, através de
leituras 2 cada 15 min, durante 45 min.

C) Efeifo da concenfragio de Cu™: A oxidacado espontanea de 50 uM de IP foi
acompanhada, na presenca de 10 a 50 yM de CuSO, por 15 min, registrados em
intervalos de 5 em 5 min.

D) Efeifo do Cu" na oxidagdo de outras catecoiaminas — estudo comparativo: A
oxidacdo exponténea de 200 uM solucdes tamponadas de isoproterenol (IP), epinefrina
(EP), desoxiepinefrina (DEP), norepinefrina (NEP) e dopamina (DA} (em PBS-A} foi
monitorada espectrofotometricamente, a cada 3 min, por 15 min. Apés este periodo, foi
adicionado ao meio reacional 150 uM de CuSOQO,, prosseguindo a reacio por mais 15

min,

F} Efeito de antioxidantes na oxidagéo de IP/Cu™: A oxidacdo expontanea de 50 uM de
IP acrescido de 25 yM de CuSO, foi acompanhada por 30 minutos, na presenca de
GSH 2 mM e CAT 250 Ul/iml, registrados em intervalos de 5 em 5 min.

2.2.2. MEDIDAS DE CONSUMO DE OXIGENIO:

As medidas de consumo de oxigénio foram determinadas através de um oxigrafo
composto por uma camara de vidro de capacidade igual a 1,7ml, equipada com
agitador magnético e conectada a um eletrodo de Clarck (Yeilow Springs instruments
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Co.). O sinal elétrico gerado fol medido em amperimefro acoplado a um registrador
potenciométrico (ROBINSON & COOPER, 1970). O estudo foi feito pela detecgéo do
consumo de oxigénio por solucbes de IP 50 yM na presenca do fon Cu™ 25 uM,
diluidos em PBS-A, durante 10 min. Ao final deste tempo, 250 Ui/mi de CAT foram
adicionadas ac meio reacional e o teor de oxigénio contido na camara foi detectado

por mais 5 min.

2 5.3 DOSAGEM DE RADICAIS ANION SUPEROXIDO:

A dosagem de radicais &nion superéxido, produzidos pela oxidacéo de solucbes
tamponadas de IP, fol feita segundo BEAUCHAMP & FRIDOVICH (1971), com base na
acao redutora do O sobre 250 uM de azul de nitrotetrazdlic (NBT - Sigma), na
auséncia e na presenca de 500 yM Cu™®. A incubacdo dos meios reacionais foi feita a
temperatura ambiente, por 90 minutos, sendo esta interrompida pela adicéo de 200
de HCI 0.1 N. Depois disto, o formazan azul produzido foi recothido por centrifugacéo e
solubilizado em 1 mi de dimetilformamida (Merck) e sua quantificagao foi feita 2 560 nm
em espectrofotometroc METROLAB SF-1700. Os brancos continham todos os reagenies
com excecdo do NBT. O ensaio foi realizado em comparagdo com outras quatro
catecolaminas {EP, NEP. DEP e DA), nas mesmas condicbes utilizadas para iP.

2 3. DANOS CAUSADOS EM BIOMOLECULAS IN VITRO:
2.3.1. DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONILAS EM BSA:

Para padronizacdo da metodologia de deteccao do teor de carbonilas ol
utilizado um sistema modelio constituido por BSA e &cido L-(+) ascdrbico (ASC - 5 mM)
(Merck) acrescido de CuSO, 50 pM (UCHIDA & KAWAKISHI, ‘%993),

O tratamento foi realizado em PBS-A (1 mi) contendo 500 ug/ml de BSA
incubando-se por 1 h a 37 °C. O tratamento com a solugdes P (12,5-700 uM) na
presenga de 100 pM de Cu™ foi z'eaﬁizaécz_ nas mesmas condicbes utilizadas para o

sistema padrao.
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Apés a incubacio, a proteina foi precipitada pela adicdo de 100 yl de solucdo
(,05% de desoxicolato de sadio (Aldrich), por 10 min & temperatura ambiente, seguida
por acidificag@o do meio com 100 yl de 4cido tricloroacético (TCA) (Merck) 72%, em
banho de gelo por 30 min (PETERSON, 1877). Depois de precipitada, a proteina foi
separada por centrifugacdo e ressuspensa em 58 yl de solucdo tamponada contendo
107mM de Tris-HC! (Bigma) e 1,07mM de EDTA (Qeel). Aliquotas de 6 ul foram
retiradas para dosagem da proteina pelo método de PETERSON (1977) e os valores
obtidos foram relacionados com uma curva de calibracao feita a cada dosagem.

As modificagbes oxidativas formadas nos residuos de aminoacidos da BSA
foram determinadas pela medida do teor de carbonilas segundo LEVINE ef al. (1990}
Os grupos carbonila foram reduzidos pela adigdo de 2,0 mCi/ml de NaBH[°H] (ICN-
FLOW) & 50 uyl de suspenséo protéica oxidada, seguida de incubacdo por 30 min a
37°C. Apos a reducgio, a proteina foi precipitada e lavada com 300 ul de TCA 10% (30
min, 0 °C) para a eliminagao do material radioativo ndo incorporade. Os precipitados
foram ressuspensos em 100 ul de TCA a 10%, e em seguida, transferidos para papéis
de filtro tipo WHATMANN n° 17 (2 x 2cm). As amostras foram sucessivamente lavadas
com TCA a 5%, alcool 96°GL e acetona, em banho de gelo. A radioatividade
incorporada foi determinada por cintilagfo liguida em coquetel de foluol contendo
PPO/POPOP (0.4% e 0,01% respectivamente), no contador de cintilacao liguida
BECKMAN 1.S-6000. Os valores enconirados foram expressos em CPM/ug de BSA,

2.3.2. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE SDS:

A analise de fragmentacdo da BSA foi realizada através de elefroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS segundo LIU ef al. (1977). Amostras de BSA foram
expostas ao sistema oxidativo IP/Cu' como descritc no item 2.3.1 e depois
soiubilizadas em tampéo Tris pH 7.4, em condicbes desnaturanies contendo 5% de
dodecil suifato de sddio (SDS - Sigma); 250 mM de trizma base (Sigma); 10 mM de
EDTA (Qeel} e 1,25 M de sacarose (Synth).

O gel de resoluglo continha 12% de acrilamida (Sigma), 375 mM de Tris-HCI pH
8.8 e 0,1% de 8DS. O gel de empacotamento, com 3,5% de acrilamida continha 125
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mil de Tris-HCI pH 6.8 e 0,1% de SDS. A polimerizacéo quimica de ambos 08 géis foi
feita pela adig@o de 0,075% de persulfaio de ambdnic (Ecibra) e 0,06% de
tetrametilenodiamina (TEMED). As amostras de 50 pi contendo 5 ug de proteina foram
aplicadas ao gel e a corrida sietroforética foi desenvolvida por cerca de 12 b,
aplicando-se 30 V. ApGs a corrida a proteina foi fixada ao gel com solucdo de 50% de
etanc! 96 °GL, 12% de acido acético (Ecibra) e formaldeido 0,02% (Chemco),por2ha
4 °C. A revelacao foi feita por impregnacdo de prata ao gel de noliacrilamida segundo
BLUM et al. (1987).

2 3.3 DETERMINACAO DE 8-OH-DESOXIGUANOSINA EM DNA:

O DNA de timo bovino foi oxidado pelo sistema oxidativo iP/Cu™ e o contetdo
de 8-OH-dG foi medido de acordo com DOUKI ef al (1985). Assim, 150 mg de DNA
foram expostas ao 1P (25-300 uM) na presenca ou auséncia de Cu™ 100 uM {(em PBS-
A, 1 h, 37 °C). Ao final do tratamento oxidativo, o DNA foi precipitado com etancl
gelado e separado do meio por centrifugacao. O DNA foi entdo hidrolisado e o teor da
guanosina oxidada foi medido como descrito abaixo:

® Hidréiise enzimatica do DNA: O DNA foi hidrolisade por 12-18 h com 10 U de
nuclease P1 (Pharmacia) em tamp&o acetato de sédio acrescido de ZnS0O, (pH = 8,0).
Em seguida procedeu-se a hidrdlise por 1 h com fosfatase alcalina (Sigma) em tampéo
tris-EDTA (pH = 8,3). Apés as hidrélises, a porcéo proteica foi extraida com cloroférmio
e separada por centrifugacao.

® Detecgéo de 8-OH-dG por CLAE-DE: Para investigar a formacio de bases
alteradas foram retirados 150 ul de cada amosira de DNA hidrolisada que foram
submetidos a andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE} com
deteccéo eletroguimica ({DE), nas condigbes de andlise abaixo relacionadas:

fase estacionaria (coluna): “ODS-hypersil” (4,6 mm; 5 um; 100 mm}.
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fase movel: solug@o aguosa de acetafo de sddic (50 mM) e EDTA (100 mg/l), acrescido
de metanol 0,8 %.

temperatura: 40 °C.

fluxo: Tmifmin.

defeccdo elefroguimica {8-0OH-dG, tempo de retencdo (tr ~ 10 min): + 650 mV

defeccdo UV (desoxiguanosina (dG), tr ~ 8,4 min): 2 = 280 nm.

2.4, EFEITOS CITOTOXICOS:

2.4.1. CULTURA DE CELULAS:

Fibroblastos de puiméo de hamster chinés da linhagem V79, clone M8, foram
fornecidos pelo laboratério do Dr. Rogério Meneghini (IQ -~ USP) e rotineiramente
cuitivados em DMEM contendo 100U/m! de penicilina e 100ug/mi de estreptomicina,
acrescido de 10% SFB. As culturas foram mantidas em garrafas, em estufa (37°C) com
atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,. Na manutencac da linhagem foram feitos
repiques periddicos através de lavagem da monocamada celular com PBS-A, seguida
por seu descolamenio com tripsina 0,1% e suspensao em meio de cultura. Aliquotas
desta a suspensao foram transferidas para outras garrafas contendo meio de cultura
fresco.

2.4.2. AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR:

Para determinar os efeitos do IP sobre a proliferacio celular foi utilizado método
desenvoivido em nosso laboratdrio (SOUZA-PINTO et al., 1996), onde as células eram
tratadas com o agente oxidante na fase exponencial de crescimento e sub-cultivadas
por um periodo de 24 h, logo apds o tratamentc. Assim, foram semeadas 3 x 10°
células/poco em placas de 24 pocos (Corning), crescidas por 44-48 h em DMEM
contendo 10% de SFB, em seguida, as culturas foram tratadas com solucdes em PBS-
A de Cu™ (1-50 pM), IP (0,1-50 uM) e IP (0,1-50 puM) acrescido de 10 uM de Cu™ (30
min, 37 °C em estufa de CG,). Foram realizados ensaios em triplicatas para cada dose,
sendo 6 coniroles expostos ac PBS-A. Ao término do tratamento, as células foram
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lavadas com PBS-A e 3 pogos-controle foram fixados com TCA 5%; aos pogos
rastantes foi adicionadoc meio de cultura e as placas foram novamente incubadas por
mais 24h. Apds este periodo, as culturas foram %avédas, fixadas com TCA 5%, lisadas
com NACH 0,5 M (1 h, 37 °C) e a populacdo celular foi estimada pela deteccdo
espectrofotomeétrica dos lisados celulares a 260 nm, cujos valores de absorbancia séo
diretamente proporcionais a¢ feor de células gue resistiram ao tratamento,
descrevendo uma funcéo linsar (GESZTESI, 1990).

2.4.3. DETEFRMINACAQ DA PERDA DA ADESAO CELULAR:

Para a avaliagio da perda da adesdo celular foram feilos experimentos
utilizando fibroblastos V78 na sua fase exponencial de crescimento, expostos ao
sistema oxidativo, como descrito no item 2.4.2. Foram semeadas 3 x 10° células/poco
em placas com 24 pogos e incubadas por 48-50 h em DMEM. Apds este periodo os
fibroblastos foram expostos aos fratamentos em trés condigtes diferentes:

A} Avaliagdo da perda da adeséo celular em fungdo do fempo de incubagdo, apés
tratamento: as células foram expostas a 200 uM de IP em PBS-A, acrescido de 100uM
de Cu™. Ao fim do tratamenio e lavagem das células, 3 pogos controle foram fixados e
os outros 21 foram repostos com DMEM fresco, e incubados por periodos crescentes
de 1-5 h.

B) Analise da perda da ades&o celular em fungéc da concentragdo do Cu™: as células
foram expostas a 100 uM de IP na presenca de Cu™ (5-100 uM). Apés o tratamento e
lavagem, os fibroblastos foram repostos com meic de cultura fresco e incubados em
estufa de CO, por 3 h; foram feitos controles na auséncia e na presenca de IP.

C) Anédlise da perda da adesdo celular em fungdo da concentragdo do IP: os
fibroblastos foram expostos ao IP (25-400uM) na presenca de 25 uM de Cu™ Em
seguida, as células foram submetidas &s mesmas condicdes utilizadas para o fon Cu*?

sendo feitos controles na auséncia & na presenca de 25 uM do ion metalico.
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Ao término de cada processo, os fibroblastos foram fixados com TCA 5% e
lisados com NaOH 0,5 M (1 h, 37 °C) e a populacio celular foi estimada pela deteccéo
espectrofotométrica dos lisados celulares a 260 nm (item 2.4.2).

2.4.4. AVALIACAO DA PERDA DA VIABILIDADE CELULAR:

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante vital azul de tripan (RENZI
et al, 1983) que é exciuido pelas células que possuem integras as membranas
citoplasmaticas (células viaveis), e € retido por aquelas que sofreram alteragao na sua
permeabilidade (células ndo viaveis). Assim, fibroblastos V79 crescidos por 48-50h
foram tratados com IP {(25-400 uM) e 25 uM de Cu'? Ao final do tratamento as células
foram descoladas do subsirato com fripsina 0,1%, recolhidas em tubo tipo eppendorf,
centrifugadas e ressuspensas em 50 yl de PBS-A. O nGmero de celulas ndo viaveis e
viaveis foi contado em camara de Newbauer, depois de feita a contagem, foram feitos

os calculos das porceniagens de células nio viavels coradas, em relacdo as células
viaveis que nao se coram.

2.4.5 ANALISE DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS:

Para os experimentos de avaliac@o geral da morfologia dos fibroblastos foi
utilizado microscopia de contraste diferencial de fase por interferéncia de Normarski,
segundo BERLYN & MIKSCHE (1978). Células V79 cultivadas em placas de Petri (¢ =
5 ¢m) por 48-50 h foram expostas a solugbes de IP (25-400 uyM) em PBS-A, na
presenga de 25 uM Cu”. As alteragbes morfolégicas ocasionadas nos fibroblastos
foram observadas em fotomicroscépic Olympus PM-CD20 (Micronal) e fotografadas em
seguida ao tratamento oxidativo. Em uma outra situacéo as células foram fotografadas
apés serem tratadas com solugbes tamponadas de IP (50 uM) acrescidas de 25 yM de
Cu™?, na presenca e na auséncia de GSH (2 mM) ou tiouréia (10 mM).

2.4.6. AVALIACAO DO CITOESQUELETOC:
Para as analises das alteracbes do citoesqueleto, células V79 foram semeadas
em placas de Petri contendo laminulas. Apds o cultive por 48 horas os fibroblastos
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foram tratados (30 min a 37°C) com solugao de IP (50uM), em PBS-A, acrescida de
Cu™ (25 M), depois, as células foram fixadas com formol 3,7% (30min) e lavadas com
pPRS-A. Apds a fixacdo, foi feita a permeabilizacio celular com triton X-100 (0,5%) a
iemperatura ambiente por 10min. A marcacdo de quatro dos filamenios do
citoesqueleto foi feila por ensaios imunocitoquimicos de acordo com Matsui &
Machado-Santelli {1887}, como descrito abaixo:

Aj filamentos Intermedidrios de vimentina: as células permeabilizadas foram
expostas ao anticorpo primario contra vimentina (0,5mg/mi) por 3h, em camara Gmida e
temperatura ambiente. Apds este perfode as laminulas foram lavadas com PBS-A,
seguindo-se por uma segunda incubagac com o anticorpe secundario anti-mouse 163
marcado com FITC (1:30h) e tratamento com iodeto de propidio (1:1000, 15 min).

B}  filamentos de actina: as céiulas permeabilizadas foram incubadas com RNAase
(10 pg/mi por 30 min) e apés iavagens foram submetidas a incorporacao de rodamina-
faloidina (15 min).

C)  microtibulos com a a-tubulina: as células permeabilizadas foram expostas ac
anticorpo primario contra a-~tubulina (0,5mag/ml) por 3h, em camara dmida e temperatura
ambiente. Apés este periodo as laminulas foram lavadas com PBS-A e expostas a uma
segunda incubacgdo com o anticorpo secundério anti-mouse IgG, marcado com FITC -
(1:30h), e tratadas com iodeto de propidio (1:1000, 15 minj.

D)  filamentos da lamina nuclear: as células permeabilizadas foram lavadas com
PRS-A contendo BSA (0,05 %, por 15 min) e em seguida, os fibroblasios foram
incubados com anticorpo primario contra lamina B (0,5mg/ml) por 3h, em camara Gmida
e temperatura ambiente. Apds este periodo as laminulas foram lavadas com PBS-A,
seguindo-se por uma segunda incubac@o com o anticorpo secundério anti-mouse igG,
marcado com FITC (1:30h).
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Ao final de cada imunoensaio, os fibroblastos foram lavados com PBS-A ¢ as
laminulas montadas sobre l&minas com “anti-fading” e analisadas ao microscopio

confocal.

2.4.7. AVALIACAO DOS NUCLEOS CELULARES:

Para anslise de imagem dos nicleos dos fibroblastos V79 cuitivados sobre
laminulas e tratades com IP (30 uM) + Cu™ (25 uM) foi utilizada marcaggo citoquimica
com iodeto de propideo (1:1000) (VILLA ef al, 1994) durante 15 min, em cémara
gmida, a temperatura ambiente (apds a lavagem do anticorpo secundario utilizado para
o citoesqueleto). Alguns lotes de células foram submetidos a uma segunda marcagio
nuclear utilizando-se o método de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1878) Assim, as
laminulas foram fixadas com etanol-acido acético (3:1) por 30 min; secas ao ar livie
aderidas em laminas com resina. Por fim, as iaminas foram lavadas com 4gua destilada
{3 min) e mantidas em HClI 5 N (30 min) para a hidrélise do DNA. Logo apgs, as
mesmas foram lavadas em agua corrente (3 min) e colocadas no escuro em reativo de
Shiff por 1:30 h (reagéo de Feulgen). Ao final deste periodo, as laminas foram lavadas
até a refirada do excesso de reagente, e secas ao ar livre. Alguns lotes de células
coradas por Feulgen fiveram incubacdes de 0, 3 ¢ 24 h {em DMEM) apds os
tratamentos com o sisterna IP/Cu™.

Apbds a2 montagem e coloragdo, as faminas foram submetidas a analise de
imagens por microscopia confocal & 4 quantificagdo do DNA, ou fotografadas em
microscépio de luz Nikon com objetiva de 40x. Todas as imagens foram obfidas e
comparadas com controles de células expostas ac PBS-A.

Para avaliar a homogeneidade, volume e didmetro nuclear; e didmetro da lamina
nuclear foi utilizado anélise de imagem por confocal dos ndcleos fixados logo apds ©
tratamento e apés 24h de incubacao, para isto, a fluorescéncia emitida foi selecionada
pelo filtro LP505nm, com laser de argdnio. Em seguida, foram obtidas vistas ortogonais
dos campos selecionados em objetiva de 40x, sendo as reconstrugbes 3D elaboradas
através do sofiware {.5M 510 for Zeiss.
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2.4.8. ANALISES DE IMAGENS:

As imagens dos fillamentos do citoesqueleto (vimentina, actina, o-tubulina e
lamina B) foram obtidas no iaboratorio da Profa. Dra. Glaucia M. Machado-Santelli, do
Departamento de Embriologia e Histologia (ICB - USP), segundo PAWLEY (1985). A
microscopia confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 510) foi feita em ligado a um
microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss Axiovert 100M, usando objetiva de
imerséo com aumento de 63x Para todos os elementos observados, inclusive o nicleo
corado com iodeio de propideoc e Feulgen, a fluorescéncia emitida fol selecionada
pelos filtros LP560nm (vermelho) e BP505-530 nm (verde), com laser de hélio/nednio A
= 543nm e de argdnio A = 488nm, exibidas com uma resolucdo de 512x512 pixels em
modo RGE.

2.4.9. QUANTIFICACAO DF DNA POR ANALISE DE IMAGEM:

O contetido de DNA nuclear foi quantificado em preparacdes citoidgicas fixadas
em etanol:acido acético {3:1) e coradas pelo método de Feulgen, como descrito no item
2.4.7. Os nucleos foram guantificados por um software (CELL IMAGE RETRIEVAL AND
EVALUATION SYSTEM (CIRES)/Kontron) gue integra os valores de densidade dtica,
capturados por uma camara de vidro (RGB) acoplada a um computador. Este software
utilizou como plataforma o Windows para grupos 3.11. Os valores de densidade ética
integrados (I0D) obtidos foram convertidos em valores de ploidia pelo préprio software.
Para isto em cada bateria de coloragdo foi colocada uma lamina de células V79 sem
tratamento, cujo contelido de DNA j& € conhecido (dipidide) e nela foram guantificados
300 nicieos. Os valores de 10D enconirados permitiram estabelecer os valores de 2c e
a sua relagdo com os de 10D da preparagbes de fibroblastos V79 tratados (300
ntcleos), possibilitando a construgadoc de um histograma de distribuicdo do DNA gue
nos forneceu os indices de DNA médio e do pico.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA:

As comparacdSes mulliplas enire tratamentos foram feitas por andlise de varidncia
seguida por testes de comparacéo a posteriori segundo ZAR (1996).

As relacbes de dose-resposta foram avaliadas por analise de regressdo por
métodos lineares e ndo lineares. Foram feitas normalizacbes da distribuicBo das
proporgées de proliferagdo, perda de adesio e viabilidade celular através de
transformacdo angular arcoseno, para corrigir a assimetria em torne das médias,
inerente aos conjunios de dados de proporcdes (ZAR, 18996). As analises de diametro
nuclear & l&mina nuclear foram feilas com base nos feste { em amostras
independentes. Para as analises foram utilizados os soffwares ORIGIN 5.0 e SYSTAT
5.0.
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3.1. ESPECTROFOTOMETRIA DA OXIDACAC DO ISOPROTERENOL:
3.1.1 O EFEITO DE [ONS DE METAIS DE TRANSICAC:

Procuramos, inicialmente, investigar a infludncia de metais de transicao sobre a
velocidade de oxidagdo de IP. Para isto, analisamos sste processo oxidativo por
espectrofotometria no visivel a 490 nm, o que corresponde ac pico maximo de
absorgdo do N-isopropil-noradrenocromo de acordo com NUNEZ-DELICADC ef al
(19986).

Na analise cinética da oxidacdo de IP, a presenca dos lons de metais de

transicdo como os de Cu™', Cu™ Fe™ e Fe™ alterou de maneira diferente a velocidade
de reacao {(FIGURA 1}
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EIGURA 4. Cinética da oxidaglio do P na presenca de ions metdlicos. A oxidagdo de uma
solucdo a 50 UM de IP (PBS-A, temperatura ambiente} foi acompanhada em intervalos 5 min, a2
480nm por 45 min, em espectrofotémetro METROLAB SF1700, na auséncia e na presenca de 25 pM
dos fons: Cu™!, Cu™?, Fe e Fe™.

Os ions de ferro ll nBo modificaram significativamente a velocidade de oxidagao
de IP, guando comparado ao farmaco livre. Os fons de cobre | e ferro il aceleraram a

velocidade da reacdo, porém os fons de cobre |l foram os mais potentes catalisadores
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da reacdo de oxidagdo de IP. Tomando-se como referéncia o produfe formado nos
primeiros 15 min de reacéo de oxidacdo de IP puro foi possivel calcular as velocidades
de oxidagdo na presenca dos fons metalicos. Na TABELA [ pode se observar que a
presencga do ion de cobre divalente aumentou em cerca de 16,4 vezes a velocidade da
oxidacéc desta catecolamina ao meio reacional, que alingiu a estabilizacio da reagdo
apds 15 min de reagdo. Nesle mesmo periodo os fons de Cu™ aumentaram a

elocidade de reacdo em aproximadamente 5,2 vezes, os fons de Fe'?em 2,2 vezes &
os de Fe™ mantiveram os niveis do aminocromo gerados iguais ou menores do gue

aqueles produzidos pela oxidagao de P livre de metais,

TABELA H. Velocidade de produgdo de aminoorome (nimoles/min}, em relagdo ao 1P livre de metal.

“Yinmmoles xmi wmin'y |0
5,18 1,0
0.10 0.6
0,35 2,2
2,62 18,4
PICU 0,0166 0.83 52

A oxidacdo de 50 uM de iP (PBS-A, temperatura ambiente) foi acompanhada em intervalos de
Smin, & 490 nm por 45 mm am espectmfotometrﬁ NMETROLAB SF1700, na auséncia e na presenca
de 25 uM dos ions: cu'’, cu™ Fe e Fe " As velocidades de producio do aminocromo foram
obtidas através do g = 9,0040? X pfv‘i xom.

Ya = Velocidade de reacdo da amostra (1P+ metal) e Ve = Velccidade de reacic do confrole (1P).

Através desies dados foi possivel esiabelecer uma escala crescente de
classificacao dos fons de metais de transicdo utilizados, quantc 2 poténcia catalitica
para a autoxidagdo de IP: Fe™ < IP puro < Fe™ < Cu™ < Cu™. Estes dadcs também
indicaram que o meihor catalisador da oxidacéc de [P foi o cobre, e que os ions
divalentes (Cu™®) foram muitc mais efetivos do que os ions monovalentes (Cu') para
potencializar este processo.

A investigacdo da oxidacéo de IP na presenca de cobre il foi feila através da
obtencdo do seu espectro de absorgao (FIGURA 2). A partir deste espectro pode ser
constatado o aparecimento de trés picos caracterisiicos dos produtos de oxidagéo de

: ww sw
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IP na presenca de Cu™ dois picos no ulira-violeta (UV), em 211 nm e 280 nm, & um
terceiro no visivel a 490 nm. G aumento da intensidade dos irés picos de absorgaoc,
com o tempo, refiete o aumento do teor de aminocromo no meio reacional. Ao final de
30 minutos, a reacdo parece ter consumido todo o IP disponivel, como indicado pela

estabifizacdo do especiro.

0.4
— 0 min

.35 e £ R r £ 11+]

53 e 30 AR

7y e 45 1R
.28

2
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.18
a1
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I
200 300 400 500 a00 706
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FIGURA 2. Espectro de absorgido do IP em solucdo. A oxidagdo de uma solugdo a 20 M de IP
(PBS-A, temperatura ambiente) foi acompanhada pela medida da absorbancia {ABS) da soiugdo em
espectrofotometro METROLAB SF1700 (200 a 800 nmj em intervalos de 15 min, na presenca de
15uM do ion Cu™.

Apos a confirmacéo da expressiva acéo catalitica de Cu™ sobre a oxidagao de
iP, foi analisadoe a influéncia de diferentes concentragbes deste jon no processo.
Assim, pela FIGURA 3 foi possivel constatar que a presenca de pequenas guantidades
do metal de transicdo (10 pM) ja@ foram suficientes para aumentar a velocidade de
oxidacdo de IP e que este processo foi crescente com a adigéo de guantidades cada
vez maiores de metal. Verificou-se que o sistema oxidativo IP/Cu™ contendo 50 uM do
ion afingiu niveis maximos de produto formado com apenas 10 min de reagao,
indicando que a maior velocidade de reacdo € obtida com quantidades equimolares

dos reagenies.
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FIGURA 2. Efeito da concentragio de Cu™ sobre a oxidagdo de IP. A oxidagfo de uma solugéio a
50 uM de IP (PBS-A, temperatura ambiente} foi acompanhada em intervalos de 5 min, a 480nm por
15 min, em espectrofotdmetre METROLAB SF1700, na auséncia e na presenga de Cu™ (10-50 uM).

3.1.2. O EFEITO DE JONS Cu™ NA OXIDACAO DE OUTRAS CATECOLAMINAS:

O efeito do fon de cobre il fol investigado na oxidagio de outras quatro
catecolaminas, distintas quimicamente por subsiituigbes na cadeia alifatica e no
grupamento amino {vide introdugdo - ESQUEMA 3), sendo estas velocidades,
posteriormente, comparadas a do IP/CU™ nas mesmas condicBes. Assim, como na
oxidacéo de IP, a adigcdo do fon Cu™ ap6s 15 min de reagéo aumentou a velocidade de

reacéo de todas as moléculas (FIGURA 4],
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FIGURA 4. Efeito do cobre sobre a cinética de oxidagdo de catecolaminas. A oxidacdo
sspontdnea de solugdes a 200uM de catecolaminas (PBS-A, temperatura ambiente) fol
acompanhada a 480nm em espectrofotémetro Metrolab SF1700 durante 15 min. Ao final dos 15 min
de reacdo, foi adicionade ao meio reacional 150 pM de Cu™ seguindo-se a cinélica da
decomposicdo das catecolaminas por mais 15 min, também em intervalos de 3 min.

As velocidades de reacdo foram diferenciadas exatamente no momenio de
adicgo de fon metalico, dos niveis basais cbtidos com as catecolaminas puras. Guando
foram comparadas as velocidades obtidas das oufras catecolaminas com a yelocidade
de IP/Cu™ na presenca de metal constatou-se que as velocidades de NEP e DA séc

menores e que as de DEP e EP s8o proximas a do IP (TABELA ).



TABELA §§2L Velocidade de producio de aminocromo {(nmolesimin), em relacio ao P associado ao
ion de Cu™

CAPITULO 11l - O Cobre na Owidacss do lsoproteranc

. SISTEMA = 490 (A médio} | Vinmolesxmi’xmin'} | RazBoValVc =
e e e mm
DERICu - 0,168 13,84 0,96
EP/Cu 0,211 17.27 1,2
NEP/CU™ 0,053 434 0,3
DACU™ 0,0495 4,08 0,28

A oxidacdo espontanea de solugdes a 200uM de catecolaminas (PBS-A, temperatura ambiente) foi
acompanhada a 490nm em espectrofoidmetro Metrolab SF1700 durante 15 min. Ao final dos 15 min
de reacfo, foi adiclonadc ac meio reacional 150 pM de Cu™, seguindo-se a cingtica da
decomposicio das catecolaminas por mais 15 min, fambeém em intervaios de 3 min. As velosidades

de produgio do aminocromo foram obtidas através do & = 0,00407 x u " xom”
¥z = Velocidade de reagdo da amosira {(IP+ metal) e Yo = Velocidade de reaclo do controle {(IP).

3.1.3. © EFEITO DE ANTIOXIDANTES NA OXIDACAO DE IP/Cu™:

Para concluir o estudos espectrofotométricos da oxidagao de IP foi analisada a
influénecia de antioxidantes, adicionados zo meio reacional, scbre a velocidade de
decomposigac daquela catecolamina. Assim, a FIGURA 5 mostra que 0s antioxidantes
Glutationa (GSH) e catalase (CAT) alteraram expressivamente a velocidade de
oxidacao do sistema IP/Cu™. Enguanto a CAT retardou a veiccidade da reacéo em pelo
menos 2 vezes ja nos primeiros 10 minutos, a GSH inibiu completamente a oxidacéo de
iP.
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FIGURA 5, Efeito de antioxidantes sobre a oxidag@o de IP. A oxidacdo de uma solugdo a 50 uM
de P (PBS-A, temperatura ambienie} acrescida de Cu™ 25 uM foi acompanhada em
especirofotémetro METROLAB SF1700, a 490nm por 30 min, na presenca de GSH 2 mM e CAT 250
Ul/mi.

2.2. ANALISE DA PRODUCAO DE H,0, E 0,” POR IP/Cu™:
3.2.1. FORMACAQ DE PERGXIDO DE HIDROGENIO POR IP/Cu™:

O estudo sobre o consumo de oxigénio pelas solugbes de [P contendo Ccu™
{(FIGURA 8} mostrou que ¢ conteudo de O, dissolvido foi completamente consumido no
decorrer de 10 min de reagéo e que a adicdo de CAT restabeleceu parciaimente o
oxigénic consumido. Um minutc apds a adigdo da enzima ao meio reacional, ¢ teor de
O, em solugdo foi aumentado para cerca de 26 nmol/mi. A concentragio maxima de O;
atingida com a adigdo de CAT foi de 38,0 nmol/ml, detectados no décime guarto minuto
antes do fim da leitura em oxigrafo, ¢ gue correspondia a concentracdo de 76 mM de

H,0, disponivel no meio reacional naguele momento.
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FIGURA 8. Cinética do consumeo de oxigénio durante a oxidaglo de IP. O consumo de oxigénio
de uma solucdo 1P (50 uM) na presenca Cu'™® (25 uM) (PBS-A, temperatura ambiente) fol medido por
10 min em oxigrafo composto por caémara de vidro {1,7ml), equipada com agiiador magnetico e
conectada 3 um eletrodo tipo Clarck. A seia indica a adigdo de CAT 250 Ui/mi ac meio de reagdo.

3.2.2. PRODUCAO DE RADICAIS ANION SUPEROXIDO POR IP/CU™:

Na auséncia de metal a oxidacdo de IP ndo levou a formacio de Oy, enquanto
que a presenc¢a de cobre li estimulou em 8,5 vezes a producao deste radical livre
durante a degradacio oxidativa de IP. Nas mesmas condigdes utilizadas para o IP 0
Cu"? potencializou a producéo daquele radical para todas as demais catecolaminas, de
duas z cinco vezes, guando comparado com a oxidacdo das respectivas catecoiaminas
livres do fon metélico (TABELA W), Na presenca de Cu™ a ANOVA mostrou
diferencas altamente significativas quanto 2 producdo de Oy pelas catecolaminas (p <
0,01; R=0,99, R°=0,97).
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TABELA V. Deteccdo espectrofotoméfrica do O, produzido durante a oxidacdc de iP
comparado a outras catecoiaminas.

. Catecolam

e T T

PR3

i
oo

DA

0011 +£0002

0.034 + 0.008°

NEP

0.011 £ 0.001

0.022 + 0.002%

DEP

0.028 + 4,003

0.102 + 0.008°

EP

0.018 £0.002

0.009 + 0.004°

segundo o teste de Scheffe.

apbs 90 min de oxidac8o de 500uM de catecolaminas, na presenga ou auséncia de Cu™ 500uM {em
PBS-A, temperatura ambienie). As letras diferentes indicam valores significativamente diferentes,

IR

58



CAPITULO IV
DANOS EM BIOMOLECULAS

GERADOS POR

58



CAPITULO I — Danos ern Biormoléculas Gerados por isoproierenct e Cu'™®

PROTEINA IN VITRO:

4.1. DANOS EM

4.1.1. FORMACAO DE CARBONILAS NA BSA:

A investigacic sobre as lesbes geradas em biomoléculas pela oxidacdo de
IP/CU™ teve como primeiro alvo a oxidacio de proteinas, comecando pela analise de
formacdo de carbonilas nos residuos de aminoacidos da albumina de soro bovino
(BSA), através da reducdo dos residuos de aminoacidos oxidados com NaBHJH] e
deteccao pela marcagao isotdpica da proteina com *H.

A primeira etapa da otimizac@o do método foi a definicéo das concentragbes de
1SA e de fon ciprico a serem utilizadas. Experimentos com diversas proporgbes de
BSA/CU™ foram realizados, encontrando-se a proporgdc de 500 pg/mi de BSA e 100
uM de Cu™ como a condicio de melhor rendimento (dados nao apresentados).

O teor de carbonilas formadas nos residuos de aminoacidos da BSA foi expresso
em CPM/ug de BSA, com o teor protéico determinado a cada experimento através de
uma curva de calibracao (y = 0,08577[BSA] + 0,00658, R?= 0,993, p<0,01).

IP/Cu™ se mostrou um potente sistema oxidante causador da oxidacio dos
residuos de aminoédcidos da BSA. Esta afirmativa teve como alicerce o estudo
comparativo entre IP/Cu™ e o conhecido sistema padrio ASC/Cu™ (FIGURA 7). A
analise ANOVA (p <001, gi=23; R=084 e R? = 0,88) mostrou que os fratamentos
com o sistema IP/Cu™ produziram o mesmo teor de carbonilas que o sistema padrao
(TABELA V, p > 0,05). Na concentracdo de 200 uM de IP, o teor de carbonilas
aumentou cerca de 1,5 vezes em relacdo ao ASC/Cu™ (FIGURA 7, TABELA V, p <
0,01).
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FIGURA 7. Determinacio do teor de carbonilas produzidas em BSA. 500 pg/mi de BSA foram
sratadas corm ASC (5mM) + Cu*? (BOUM); 1P (50uM) + Cu'® (100uM) e tP (200uM) + Cu" (100uM).

TABELA V. Matriz de probabilidades.

——
S 1 T2 3
e SRR 2 0{p <001 4
3 0 (p <0.01) 0,575 (p > 0,05) |1
4 0 (p<0,01 0001 (p<001) |0(p<001) |1

Diferencas entre os tratamentos de 500 ug/mi de BSA, determinadas pelo teste de Sheffé, sendo os
resultados de p > 0,05 — ndo significatives; p < 0,05 — significativos e p < 0,01 — altamente
significativos. Onde: 1 — Cu™ 100 UM, 2~ ASC 5 mM + Cu? 50 UM, 3 — 1P 50uM + Cu™ 100 pM e 4 -
1P 200 uM + Cu'® 100 uM.

A FIGURA 8 mostrou uma relacdo de dose-dependéncia entre a concentragao
de IP e o teor de grupos carbonilas em BSA. Pela analise por regresséo nao linear (y =
5.8In([IP] + 5,55); ¥*=35,3; p < 0,01; gt = 35; R? total = 0,97 e R? corrigido = 0,84) ficou
demonsirado o aumento da produgdo de carbonilas nos residucs de amineoacidos
daguela proteina com ¢ aumento progressivo da concentracdo de IP. A FIGURA 8
indica uma estabilizacdo do teor de carbonilas produzido, em concentragbes de 1P

superiores a 200 uM.
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FIGURA 8. Determinagio do teor de carbonilas produzidos em BSA pelo sistema IP/Cu™ . 500
ug/mi de BSA foram incubadas com P (50-700 uM), na presenga de 100 uM de Cu li {em PBS-A, 1

h, 37°C). A oxidag8o da profeina fol determinada pela medida da incorporagdo de *1 nos grupos

carbonilas reduzidos, em contador de cintilagdo liquida BECKMAN LS68000.

4.1.2. FRAGMENTAGCAG DO ESQUELETO PROTEICO DA BSA:

Um segundo aspecto abordado na avaliacio da integridade de proteinas, in vitro,
foi a analise fragmentacéo protéica pela exposicéo ao sistema iP/Cu™. No gel de SDS-
poliacritamida (FIGURA 8) foi possivel constatar que o fratamento da BSA com IPICu™?
jevou & oxidacdo da proteina com consequente fragmentagdo de sua cadeia
polipeptidica, visto pelas linhas D a L Esta fragmentag8o pdde ser percebida pelo
aparecimento progressivo de pequenas bandas zo longo do gel, chegando a pesos
moleculares préximos de 14 kd. Estes fatos podem ser comparados acs coniroles
negativos vistos pelas linhas Aa C.

A extensao da fragmentacdo da BSA mostrou ser dose dependente. Esta mesma
relag8o também foi constatada pelo evidente espathamento da banda principal da BSA

gue aumenta de tamanho a medida que a concentracéo de 1P aumenta.
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PIGURA 9. Gel de SDS-poliacrilamida da BSA sxposta ao IP/Cu”™. Amostras contendo 5 ug da
BSA tratadas (em PBS-A, Th, a 3?”6) foram aplicadas ao gel de corrida com 12% de acriiamidsa,
linhas: A. protefna no fratada; B. 100 uM Cu™"; €. 400 yM 1P; D. 12,5 uM 1P + 100 UM Cu“" E. 25
uM 1P + 100 uM Cu”"; F. 50 uM IP + 100 uM Cu*™: 6. 100 uM 1P + 100 uM Cu™"; H. 200 uM + 100 UM
Gu? 1. 400 uM 1P + 100 pM Cu™".

4.2. DANOS EM DNA IN VITRO:

4.2.1. FORMACAOC DE 8-OH-DG EM DNA DE TIMO BOVINC:

A busca pelos danos oxidativos gerados em DNA de timo bovino pela exposicao
a0 IP/Cu™ foi o segundo enfogue na investigagao de lesdes causados em biomoiéculas
in vitro. Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acessorada pela
deteccdo eletroquimica (DE) foi possivel detectar a guanosina oxidada (8-Oki-

guanosina) no DNA tratado.

Nos cromatogramas {FIGURA 10} foram caracterizados os picos dos padrées de
8-0OH-dG (TR = 10,037) e da dG (TR = §,945). O feor de guanocsina oxidada foi definido
stravés de uma curva de calibracdo (p < 0,01) e os valores encontrados foram
relacionados ao teor de dG encontrado. A FIGURA 11 mostra que o sistema IP/Cu* foi

capaz de induzir a oxidagdo da guanosina numa relacao de dose dependéncia (v =
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0.118In (IP-17,314); ¥* = 0,0017; p < 0,01; gl = 22; R? fotal = 0,894 e R? corrigide =

0,835}.

FIGURA 10. Cromatograma de dG e 8-OH-dG. Em A e B dG, C ¢ D 8-OH-dG, sendo A e C o8
padrdes de dG e 8-OH-dG respectivamente ¢, B e D os tratamentos do DNA de timo bovino com [P

A £% 427
” k s 1, 581
p %853

= 24 e a

g5
B

Ei e {’_ hg)\sif \>_H

P
TR
o
ACY 7

e
Fobi i
3. 287 Sl

1: 638

W,
[ Do
iR .27 HEN/[\NA\%&

Hc/\@

OH
HOH-F-desoxiguanosing
(B-OH-aG}

g—r *, 745

ZE08

(100 uM) e Cu™ (100 pM).

54



B-LM-0G et § dG ol

CAPITL O 1Y - Dancs e Bigmoléculas Gerados por lsoproterencl o't

8

= —_

g i g

//—,__‘M‘-
f-)/_m-“ *
/f'"
~F
/
e |
,f/{/{
i i i i 4 2 ]
50 100 150 200 250 300
{7 ubs

FIGURA 11, Formacio de 8-OH«IG em DNA por IPICu™, DNA de fimo boving foi tratado com 1P +
cu'? 100 uM (PBS-A, 1 h, 37°C). Em seguida, o DNA fol hidrofisado e a quantidade de 8-OH-dG ¢
dG foi determinada por CLAE-DE e CLAE-UV, Os valores de 8-OH-dG cobtidos foram transformados
em escala logariimica.
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CAPITULD V — Efellos Choldxicos de isoproterensd & Su'™ uma Abordagem Funcional
.4, EFEITOS DO ISOPROTERENOL SOBRE A PROLIFERACAO CELULAR:

Os estudos da citotoxicidade do IP associado ao fon Cu'™ foram iniciados com a
avaliacdo do seu efeito sobre a proliferaglo celular de fibroblasios V79, Para isto,
células em fase exponencial de crescimento foram iratadas com IPICu™ e
subcultivadas apds o tratamento por 24 h, para analise dos efeitos do sisterna sobre o
crescimento celular.

A FIGURA 12B mostra uma severa influéncia de IP/Cu™ sobre a profiferagéo dos
fibrobiastos V79, inibindo o crescimento celular em doses de 6,1 a 7,0 pM de IP. Este
grafico deixa evidente que o efeito foi dependente da presenga do sistema oxidativo
compieto, & que isolados IP e ¢ fon Cu*? (FIGURA 12 A e B) nao interferiram
significativamente (p > 0,08) na proliferagdo celular. A porgao linear da curva
exponencial (FIGURA 12B) caracterizou uma regresséo altamente significativa, (p <
0,01) equacdo: vy = 0,672-0,096[1F] (gl =20 R =098 e R? = 0.96) e através desta
eqguacic pbde ser encontrada a dose de [P correspondente a 3.5 uM que causou uma
inibicao de 50% da proliferacéo celular (ID50).
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FIGURA 12. Efeito de IPICu™ sobre a proliferacio de fibroblastos ¥79. Células V79 em fase
exponencial de crescimento foram tratadas (30 min, 37 °C) com: PAINEL A - fon Cu™ (1-50 uM), &
PAINEL B - 1P (0,1-50 ub) & IP/Cu™ (P — 0,1-50 uM e Cu™ — 10uM). Depois, as céluias foram
iavadas e incubadas com DMEM por mais 24h. Apds este tempo os fibroblastos foram fixados,
lisados e o conteudo celular foi detectado em 260 nm. As porcentagens de proliferacéo celuiar foram
expressas em relagio aos controles tratados com PB3S-A e transformadas em escala arcoseno.

Os parametros estatisticos confirmando ({TABELA Vi) os efeitos dos fratamentos
sobre a proliferaco dos fibroblastos demonstraram que ndo foram significativas as
regressbes fanto para os dados de P guanto para Cu*? iscladamente, sendo a

oroliferacéo celular nestes tratamentos inalterada em comparagaoc ao controle (PBS-A).
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TABELA V1. Parameiros estatisticos das analises de regressio linear e ndo linear.

EFETO | MODELOS | SIGNIFICANCIA | COEFICIENTES
Linear: y= g+ by =182, p=018
cut? Polindmio de 2° ordem: F=1,368; p= 0,29 Mao Significativos
¥ y=a+ byt ox
Polinémio de 3° ordem; F=048p=018
y=a+bx+ o+ dd
Linear: y=a+ bx F=208p=017
P Polindmio de 2° ordem: F=2863 p=010 Nac Significativos
y=a+ bx+ox’
Polingmio de 3° ordem:; F=184p=022
y = a+ by + odr dx
o 2{2 = 0,02 p <0,01 valores + Erro Padrdo {p = 0,05)
sz | Exponencial: 2
IPiCu = A s R® = 0,03 a =1,19=0,086
y = (aexp(-xit)) + yo 2,
R® glustade = 0,93 t =7.97+0,04
0=052+004 |

Acima da concentracao IP (7,0 uM) gue causa o maximo de inibicdo ocorreu uma
diminuigdo do nimero inicial de células, sugerindo um efeito adicional de IP/Cu™ sobre

5 adesao celular dos fibroblastos nas placas de cultura.

5.2. EFEITOS DO SISTEMA OXIDATIVO SOBRE A ADESAC CELULAR:

Para confimar a interferéncia do sistema IP/Cu’? na adesfo celular foram
desenvolvidos experimentos de quantificacéio das células remanescentes nas placas de
cultura apés o fratamento oxidaiivo. A medida de perda da adesao celular foi feita pelas
absorbancias dos lisados das células remansscentes nas placas de cultura e as
porcentagens obtidas em relacgo aos controles foram transformadas em arco-seno,
como feito nos experimentos de proliferacdo celular,

Num primeiro momento, foi estudada a perda da adesdo celular de fibroblastos

V70 tratados com IP/CU™, em fungdo do tempo de incubacdo apds o tratamento. Pela
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FIGURA 13 foi constatado que ocorreu uma grande perda celular com o aumenio do
tempo de incubacéo apds o tratamento. imediatamente apds o tratamento n@c houve
descolamento celular, observando-se uma progressiva perda da ades8o celular sobre
as placas de cultura que chegou a um limite méximo de 60% de descolamenio apds 3 h
de incubacdo. Este tempo, foi entdo, selecionado para dar continuidade aos oufros

estudos sobre a perda de adesic celular dos fibroblastos tratados por IP na presenca

de Cu™.
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FIGURA 13. Efeitc do tempo de incubacéo apés tratamento com IP/Cu™ sobre a ades@o
celutar. Células V79 em fase exponencial de crescimento foram tratadas com 1P (200uM) e Cu™
(100uM) (30 min, a 37°C, em PBS-A); em seguida as células foram lavada e incubadas em meio de
oultura fresco, a 37°C por 0-5 h. Apds a incubac3o, as placas foram lavadas & as populages
celulares aderidas &s mesmas foram determinadas peias absorbancias dos lisados celulares a 260
nm. As percentagens de células remanescentes foram expressas em relagdo ac controle iratado
com PBS-A e transformadas em escaia arcoseno.
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Em seguida, foi avaliada a influéncia da concentracao do ion Cu*? no processo.
Pela FIGURA 14A foi constatade que a reducéo da adesdo celular fol dependente da
concentracéc do ion metélico, pois na auséncia de cobre, o P isolade nao afelou a
adesdo celular (dadc n3o apresentado). A adicao de metal ao meio fol um fator
determinante para desencadear uma significativa perda celular a parlir de
concenfracdes baixas como 10uM, apds as 3 h de incubacéo, atingindo um maximo de
descolamento em tormo de 80 % com 50 uM de Cu™. Para os outros experimentos foi
utilizada a concentragio de 25 uM de Cu™ ja que nesta condigdo foi observado uma
perda celular de quase 50 %.

Nz gltima etapa deste estudo foi analisada a influéncia da concentragio de 1P
sobre a ades&o celular. Nesta analise ndo foram encontradas relagtes de dose-
dependéncia desta catecolamina no efeito, pois enconfrou-se um efeito maximo de
aproximadamente 85 % de perda celular nas menores concentragbes de [P testadas
(FIGURA 14B}.
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FIGURA 14. Efeito da concentracdo de 1P e Cu’® sobre a ades#o celular. Células V79 em fase
expenencial de crescimente foram tratadas (30 min, a 37 °C, em PBS-A) com: A, 100uM de IP +
Cu™ (5-100 uM) e B. IP (25400 uM) + 25 uM de Cu™. Apds os tratamentos, as células foram
incubadas por 3 h em DMEM fresco. Ao final da incubagdo, as placas foram lavadas e as
populacBes celulares aderidas as mesmas foram deferminadas peias absorbancias dos lisados
celulares a 260 nm. As percentagens de células remanescenies foram expressas em relagdo ao
controle tratado com PBS-A e transformadas em escala arcoseno.

Os parametros estatisticos confirmam os efeitos do tempo de incubacdo pos-
tratamento e da concentracdo de Cu™ sobre a perda da adeséo dos fibroblastos, sendo
altamente significativas as regressdes com ajuste exponencial descendente (p < 0,01)
({TABELA VH). Quando analisamos a variagdc da concentracdo da catecolamina

observamos que a regressdo ndo foi significativa, ndo obtendo-se uma relagdo dose-
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dependente de P, pelo falo de ndo ser moncibnica. Nesta situagio, varias vezes foi
obtido um mesmo valor de proporcdo de adesdo celular para diferentes valores de
conceniragdo de 1P,

TABFLA Vii. Parémelros sstalisticos das analises de regresséo linear e ndo linear.

EFEMTO | MODELOS

_ SISNIFICANCIA COEFICIENTES
- ) Valores + Erro PadrBo (p= 0.05)
Exponencial; x,= 9.003; p <0,01
R® ajustado = 0,82 h=0,53+0,03
c=0,83x0.15
- Valores + Do Padrée (p = 0.05)
oy | Exponencial f’ég“_%z%ﬁ* p <001 _
fCu™] y = asxp(bix) o=0 _ a= 0,712 0,01
 ajustado = 0,91 b=312+£0,15
Polindmic de 2° ordem; ’;f ___5{'}2?8’9 =002 Significativos mas de ajuste
y=a+ by +ox R ajustado = 0,31 desprezivel aos dados
[tF] ’
P a .
P ded odem, | F=3.49,p=004 N&o Significativos

variagdo da conceniracdo de IP sobre a adesio celuiar de fibroblastos V79,

5.3. EFEITOS DO SISTEMA OXIDATIVO SOBRE A VIABILIDADE CELULAR:

Em seguida, foi avaliada a viabilidade das células V79 imediatamenie apds 2
exposicdo ao sistema oxidativo IP/Cu™, afim de verificar se havia perda da viabilidade
celular antes de ocorrer 0 evenio da perda da adesdc celular. Para isto foi feiio a
coloracdo dos fibroblastos com azul de fripan loge apds a remogdc do meio de
fratamento (FIGURA 15). Neste gréfico, foi constatado um elevado contetdo de células
inviaveis (73-88%), apés o fratamente. O efeito méximo de perda da viabilidade celular
foi obtidc com 50 uM de IP, & acima desta concentragdo ocorreu uma flutuacédo nos

dados, com caracteristicas semeihanies as oblidas na avaliagéo da perda de adeséo
celular da FIGURA 14B.
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A distribuicéo destas proporgdes de células ndo vidveis, também fransformadas
em arco-seno, ocorrey de maneira independente da dose de [P adicionada ao meio de
tratamento, obtendo-se também numa relagdo ndSo monotbnica conforme o
demonstrado na FIGURA 148, com zjuste polinomial de 3° ordem (F = 5,44, p = 0,01,
R? = 0,60; R? ajustado = 0,49).
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FIGURA 15. Perda da viabilidade celular de fibroblastos V79 expostos ao sistema IP/Cu’™. Celulas
V79 em fase exponencial de crescimento foram expostas a iP (25-400uM), acrescido de 25uM de Cu™ (em
PBS-A..30 min, 37°C). ApSs o tratamento, as células ndo vidveis foram coradas com azul de tripan e
contadas em camara de Newbauer e as suas proporgdes foram reliradas contra urn controle fratado com
PBS-A (ndo corade) & transformadas em escala arco-seno.
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CAPITULO Vi - Efeilos Clioiduicos do lsoproterencl e Cu'™ uma Abordagem Morfolégics

6.1. ALTERACOES MORFOLOGICAS GERAIS:

Considerando que o tratamento com o IP/Cu™ provocou: inibicao da proliferagéo
celular, perda da ades&o celular e redugéo da viabilidade celular, fol decidido avaliar os
efeitos deste sistema oxidativo sobre a morfologia geral dos fibroblastos V78, As
alteractes morfolégicas encontradas revelaram a presenca de modificagbes que
comprometem tanto ¢ citoplasma quanto o niclec.

As alteragBes morfoidgicas induzidas em fibroblastos V798 por solugdes de IP
acrescidas de fon Cu™ foram anaiisadas através de microscopia por contraste
diferencial de fase de Normarski, imediaiamente apds a exposicio ao sistema oxidativo,
Em seguida aos 30 minutos de tratamento, as células expostas ac Cu'? (FIGURA 16B)
e 1P (FIGURA 16C) ndo apresentaram alteracbes da morfologia tipica de fibroblastos,
guando comparadas as celulas controle, tratadas com tampio (FIGURA 18A).
Entrefanto, drasticas alteragdes foram enconiradas na morfologia de fibroblastos V79
tratados com o sistema IP/Cu*? (FIGURA 16D) que perderam totalmente a morfologia
normal, caracterizada por eventos como: vacuclizagdo citoplasmatica, segmentacio
nuclear e achatamenio celular, evidenciando os nucleos e nucléclos. Bolhas (“projecdes
citoplasmaticas”) também foram encontradas nas céiulas expostas ao sistema, o que
sugere perda da integridade da membrana celuiar.

A adicéo de antioxidantes ao tampao de exposicao das células contendo IP/Cu™
inibiu os danos causados pelo sistema. Assim, a glutationa (FIGURA 17B) evifou
completamente a agdo do sistema sobre os fibroblastos, enquantc que a furéia
{(FIGURA 17C) ndo impediu a geraglo das alteracbes morfolgicas, observadas na
FIGURA 17A nos fibroblastos tratados com IP/Cu™ livres de antioxidantes.
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FIGURA 16. Alteragdes morfolégicas de células V79 expostas zo PICu”. Células V79 em fase
exporiencial de crescimento foram expostas ao Cu™ (25 uM), 1P (50 uM) e IP/Cu™ (50 M / 25 uM}, em
PBS-A, por 30 min, a 37°C. Imediatamente apds o tratamento, as células foram fotografadas por
microscopia de coniraste diferencial de Nomarski: . Confrole em PBS-4 @=13um), B.Cu™25uM (=5
pmy, G, 1P S0uM (B=5um) e D.IP 50 uM + Cu™ 25 uM (3= 13 um)
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FIGURA 17. Alteracbes morfoldgicas de células V79 expostas 2o IPICu™, GSH e tiouréia. Células
V78 aim fase sxponencial de crescimento foram expostas ao IP/Cu™ acrescido de GSH = fiouréia (PRS-
A, 30 min, 37°C). Imediatamente apés o fratamento, as céiulas foram fotografadas por microscopia de
contraste diferencial de Nomarski: A. 1P (50 ub) + Cu™ (25 uM), B. 1P (50 uM) + Cu™ (25 uM) + GSH (2
i) e C.IP (50 uM) + (Cu™ 25 uM) + tiouréia (10mM). Todas as barras correspondem 2 13 um.
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6.2. ALTERACOES MORFOLOGICAS ESPECIFICAS:

8.2.1. EFEITOS DE IP/Cu™ SOBRE O CITOESQUELETO DE CELULAS V79:

Visando aprofundar os estudos dos efeitos sobre a morfologia dos fibroblastos
Y79 apds tratamentos com P associado a0 Cu'?, procurou-se detectar as alieragbes
sobre © citoesqueleto e o nucleo celular. As andlises por microscopia confocal
mostraram drasticas mudancas na organizagdo do cifoesgueleto das células V78
tratadas pelo sistema oxidativo, sendo estes os filamentos intermediarios de vimentina e
iamina B, os filamentos de actina e os microttbulos {(a-tubulina).

Assim, o primeiro filamento observado nos fibroblastos V79 fol 3 vimentina. Na
FIGURA 184 foram mostradas as células expostas ao tampéao fosfalo, engquanto que na
FIGURA 18 as células tratadas com IP/Cu' que apresentaram a vimentina com um
aspecto bastante pulverizado, levando a um achatamento celular & uma completa
destruicéo da morfologia fibroblastica.

O segundo grupo de filamentos estudados foram os filamentos de actina, que
mostraram-se também totaimente modificados pelo tratamento com IP/Cu™ Nas
células controles, tratadas apenas com PBS-A (FIGURA 184} pode ser observado uma
disposicéo ordenada dos filamentos de actina. Apods exposicdc dos fibroblastos V79 ao
IP/Cu™ (FIGURA 19B) foi constatado que houve uma reorganizacéo deste filamento,
gerando uma nova forma celular bastante diferente da observada no controle. Além
disto, o sistema reduziu a marcacdo da actina nas células tratadas, percebida pela
diminuicdo da intensidade de coloracdc dos filamentos. A actina marcada apreseniou

uma tendéncia a retraco e as células mostraram-se mais arredondadas.
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FIGURA 18. Aiteragdes da vimentina de células V78, expostas ao IPICu™, Calulas V78 crescidas
sobre laminulas foram tratadas com IP/Cu™ (30min, 37°C. em PBS-A}, & fixadas com formol (3,7%). Em
seguida, o citoesquelsto fol marcado com anticorpo contra vimenting & os niiciess foram corados por
iodeto de propideo, entao, as células foram analisadas por microscopia confocal de varredura a laser A,
fibroblastos V79 tratados com PBS-A. B, fibroblastos V79 tratados com 1P (50uM) acrescido 25uh de
Cu”,



FIGURA 13. Alterages em filamentos de actina de células V79 expostas an IP/Cu™. Células V79
crescidag sobre laminulas foram tratadas som IP/Cu™ (30min, 37°C, em PBS-A), e fixadas com formal
(3,7%). Em seguida, o citoesqueleto fol marcado com anficorpo rodamina-faloidina (actina) e entéo,
analisado por microscopia confocal de varredura a laser. A, fibroblastos V79 controles (PBS-A) e B.
fibroblastos V70 tratados com P (50uM) acrescide 25uM de Cu”™



CAPITULC VI - Efelios Cltoifuioos do lsoproierenol & Cu™ uma Abordagem Morfoigica

Também foram detectadas alteragdes na organizac8c de microfubulos do
citoesqueleto dos fibroblastos V73, através de imuncensaios para a-tubulina. A Figura
20A mostrou 2 disposicdo da o-fubulina e dos nidcleos dos fibroblastos controle,
tratados apenas com PBS-A. Enguanto que na Figura 20B, as células expostas ao
IP/Cu™ apresentaram profundas mudangas na organizacdo dos microtibulos,
mostrando-se também baslante pulverizados.

Um outro tipo de filamento analisado foi & lamina B gue compbe a [&mina
nuclear. Comparando-se as 18minas nucleares das células expostas apenas ao tampao
{FIGURA 21A}, com as celulas tratadas com IP/Cu™ foi possivel mostrar que este
sistema oxidative gerou uma completa despolimerizacdo da lamina B, levando a uma
248y

disperso destes filamentos pelo citopiasma dos fibroblastos tratados (FIGURA



FIGURA 20. Alteragdes na o-tubulina de células V79 expostas 2o IP/Cu™. Células V79 crescidas
sobre laminuias foram tratadas IP/Cu™ (30min, 37°C, em PBS-A) e fixadas com formol {3,7%}. Em
seguida, o citoesqueleto foi marcado com anticorpo contra a-tubulina e entdo, analisado por microscopia
confocal de varredura a laser. A, fibroblastos V79 confroles (PBS-A) = B. fibroblastos V78 fratados com 1P
{50uM) screscido 25uM de Cu”. Os ndcleos foram marcados comiodeto de propidec (vermelho)



FIGURA Z1. AlteracOes nalamina B de células V79 exposias ao IPICu". Células V79 crescidas sobre
laminulas foram fratadas IP/Cu™ (30min, 37°C, em PBS-A) e fixadas com formol {3,7%). Em seguida. o
citoesqueleto foi marcado com anticorpo contra lamina B, & ento, analisado por microscopia confocal de
varredura a laser. A. fibroblasios V79 controles (PBS-A) & B. fibroblastos V79 fratados com 1P (50udd)
acrescido 25uMde Cu™
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§.2.2. EFEITOS DE IP/Cu™ SOBRE OS NUCLEOS:

O primeiro dado que constatou a geracBo de alteragbes nucieares nos
finroblastos V79 foram detectados através da coloragdo com o iodeto de propideo,
sbservados nas FIGURAS 18 e 20, apresentando um aumento aparente do tamanho do
ntclec com evidenciamento dos nucléolos, quando comparadc as células sem
tratamento {controle). A acfo do sistema iP/Cu™ levou a uma modificacdo da
morfologia nuclear, causando a sua fragmeniagdo e dando origem ac surgimento de
células binucleadas, micronucleos e polinucleagbes {(FIGURAS 18 e 20).

Em seguida 2 identificacdo dos nlcleos corados pelo iodeto de propideo, os
nicieos celulares foram corados pelo método de Feulgen para caraterizar a disposicao
do DNA dentro no nicleo. Nas analises de imagem feitas dos niclecs corados por
Feuigen foram apresentados os nlcleos tratados com PBS-A {FIGURA 224}, sendo a
exposicde celular ao [P associado ao fon metalico geradora de um evidente
arredondamento e fragmentacdo nuclear, originando microniclecs & binucleacdes
{(FIGURA 22B), e reproduzindo as imagens observadas ap6s coloragéo com iodeto de

propideo.
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FIGURA 22. AlteracGes nucieares com IP/Cu™ de células V79 coradas por Feulgen. Células V79
crescidas sobre laminuias foram tratadas (30min, 37°C, em PBS-A), e fixadas com stanol acatico {3:1).
Em seguida, os nicleos celulares foram corados pela reacao de Feulgen e analisados por microscopia
confocal de varredura a laser. A. niclecs de células controle (PBS-A) & B, nicleos de células tratadas

com [P (50uM) acrescido 25uM de Cu™ As setas mostram células micronucieada {branca} e binucleadsa
(amarsia). :
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Um dado complementar sobre as alteragBes nucleares foi a guantificacgo do
DNA dos ndcleos corados pela reacdo de Feulgen por analise de imagem. Por esie tipo
de andlise, também fol possivel detectar as caracteristicas morfoiégicas dos ndcleos
analisados e as diferencas nos niveis de condensac8c cromatinica. Nesta avaliacéo
foram utilizados como controle fibroblastos V79 dipidides, ndo tratados. Observou-se
gue o indice médio de DNA das células expostas somente ao tampao se manieve bem
préximo ao obtido nas células ndo tratadas, enguanto as células expostas ac sistema
oxidativo 1P/Cu™ tenderam a aumentar ¢ indice de DNA. Avaliando o indice de DNA
{pico em 2n} foi verificado que o fratamento ndo causou aiteraglc do nimero de céluias
dipldides (TABELA Vill}. Pela FIGURA 23 foi constatado que IP/Cu™ gerou um
deslocamento na cauda do histograma de distribuicio de ploidia no sentido de niveis
iguals ou superiores a 4n, sendo este fato confirmado pelo aumento do desvio de Zc da
TABELA VL

TABELA VI Anaiise de imagem pelo software CIRES/Kontron de niicleos corados por Faulgen.

" CONDICAO | n | INDICE DEDNA (MEDIO) | INDICE DEDNA (PICO) | DESVIO DE
[TRATAMENTO | 300 1,21 0,99 1,08
PBS-A 300 1,11 0,86 0,58
{P/Cu™ EM PBS-A | 300 1,43 _ 0,86 1,70

“Células V79 crescidas sobre laminulas foram tratadas (30min, 37°C, em PBS-A) ou ndo, e fixadas com
stanolacético (3:1). Em seguida, os nlcleos celulares foram corados pela reacdo de Feulgen 2 ©
indice de DNA foi quantificado peio software CIRES/Kontron.
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células expostas a0 1PACY™

células expostas ao PES-A
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SIGURA 23, Distribuicio das fregliéncias de ploidia de células V78, expostas ac IP/Cu™.
Célidas V79 crescidas sobre laminuias foram tratadas (30min, 37°C, em PBS-A) ou ndo, & fixadas
som etanchacético (3:1). Em seguida, 08 nicleos celulares foram corados pela reac8o de Faulgen e
o DNA guantificado pelo software CIRES/Kontron.

A respeito das modificagdes nucleares geradas pelos tratamentos com 1P/Cu™
foram estabelecidos trés diferentes tempos de incubacdo dos fibroblastos, tratados com
o sistema oxidativo, com o objetivo de detalhar tais modificagdes nucleares. O primeiro
(Oh) nos mostra a morfologia nuclear em seguida ac tratamento, o segundo (3h) no
momento em gue ocorre 0 maximo descolamento celular, e o terceire (24h); o momento
em que foi avaliada a proliferagdo celular. Assim, quando comparou-se 0s nucieos
controles (Figura 24A), fixados logo apds ¢ tratamento (Oh), com os fratados com
IP/Cu™?, percebemos uma modificagéo da sua morfologia (Figura 24B), caracterizada
por um aumenic do volume nuclear, arredondamentc, & em alguns, condensacéo
cromatinica. Apos 3h de incubagdo, os nucleos iratados apresentavam-se menores
em crescente processo de condensacdo cromatinica (Figura 24D). Depois de 24h de
incubacdo, observamos que a maioria dos niclecs eram picnéticos’ (Figura 24F). As
Figuras 24C e 24E s&o referenies aos coniroles expostos ao tampéo, e posteriormente

incubados por 3h & 24 h respectivamente.

‘picnose — exirema condensagio cromatinica

20




FIGURA 24 AlteragSes nucleares em céluias ¥79, expostas ao IP/ICu™?
laminulas foram tratadas com IP/Cu™ (30mi
& fixadas com etanci-acido acético. Em seguida, os nicleos foram corados pel
analisados ao microseopio de tuz e fotografados em objetiva de 20x. A. fibroblastos V79 controles {FBS-
A} (Ghjy, B. fibroblastos V79 tratados com 1P (50uM) acrescido de Cu™ (25uM) {Oh;, C. fibroblastos V79

. Células V79 crescidas sobra
n, 37°C, em PBS-A), incubadas por periodos de Oh, 3he 24h,
¢ método de Fauigen,

controles (FBS-A) (3h), D. fibroblastos V79 tratados com
fibroblastos V79 controles (PBS-A} (24h) e F. fibrobt
{2500} (24h),

I (50uM) acrescido de Cu™ (25uM) (3h). E,
astos V79 tratados com [P (B0uM) acrescide de Cu™
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Pela TABELA 1X mostramos que ¢ evento de picnose supera o surgimento das
outras anomalias nucleares, sendo este processo correlacicnado positivamente com ©
tempo de incubagdo pos-lratamento. Ao final das 24h, 74% dos nucleos se
apresentavam picndlicos €, no restants, a cromatina exibia sinais de desorganizagao,

como se estivessem em processo de degeneragio nuclear.

TARELA 1X. Porceniagens de ndclens andmalos coniados om 1000 células coradas por
Feuigen.

- CONDICAC s | Ndcleosligados porum | = cleadas,
G yedxmcuio de cmmatma 10 mictonucieadas,
e e Coe s gy o multinugleadas, brotos (%)
Controle — Oh* g g >

IP/Cu = 0h 4 3 4

IP/Cu - —3h 81 0 )

iP/Cu - —24h 74 0 )

*Os controies corresonderam as cei !as fi xadas sem ancuba &0 ostenor ao tratamenio (Oh).

Ceiuias V79 cresczdas sobre lammuias foram tratadas com iPICU" (SDm;n 3?°C em PBS A}
incubadas por pericdos de Oh, 3h e 24h, e fixadas com etanol:acido acético. Em seguida, os nucieos
foram marcados pelo método de Feulgen 2 as percentagens de ntcleos andmalos foram retiradas
para cada uma das condigGes.

Nas observacbes feitas em microscoépio dtico em objeliva de 20x, comparando-se
com os controles incubados nos mesmos periodos, foi possivel perceber a redugdo de
nucleos mitdticos no decorrer destes periodos de incubacéo, chegando a auséncia total

apds 24 h.

Através da visia ortogonal constatamos que os nicleos das células tratadas com
IP/Cu™? (FIGURA 25B) estavam realmente em picnose, apresentando menor volume @
maior homogeneidade, quando comparade & visia ortogonal dos nucleos confroies
(FIGURA 25A).
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FIGURA 25. Vista ortogonal dos niicleos de células Y79, expostas ao IPICu™. Céluias V73 crescidas
sobre laminulas foram fratadas com IP/Cu™ {30min, 37°C, em PBS-A), incubadas em DMEM por 24h a
fixadas com em etanol-acido acético. Em seguida, os nicleos foram marcados pelo método de Fauigen, e
ent&o, analisados por microscopia confocal de varredura a laser. As vistas ortogonais foram obtidas dos
campos selecionados em objetiva de 40x, sendo as reconsirucdes 3D elaboradas através do soffwars
LSM 510 for Zeiss. A, fibroblastos V75 controles {PBS-A) e B. fibroblastos V78 tratados com 1P BOuRS
acrescido de Cu”{(25uM) .




CAPITULD Wi — Efsitos Gitotoxicos do isoproterenct & Cu'™”: uma Abordagem Morfolgics

A obtecé@o dos didmetfro dos nicleos e drea ocupada pela marcacio de lamina B
(TABELA X) nos mostrou gue quando comparado as celulas controie, o sistema
IP/Cu™ aumentou ¢ tamanho da [&mina nuclear e reduziu ¢ tamanho do nlcleo dos
finroblastos de uma forma altamenie significativa (p < 0,01), vista pelo teste T.
Confirmando os dados oblidos pelas anaglise nucleares dos nlcieos corados por

Feulgen, onde mostram a inducéo de picnose pelo sistema oxidative IPICU™

TABELA X, Digmelro de mcﬁeas corados com iodeto de propideo s lamina nuclear de células
expostas ac PBS-A e IPICu* em PBS-A.

area ée %amma B
Apm) -
10683+ 1,53

ndieleos corados com iodeto de propideo {um). ;ﬂ

GONTR{}LE
?/’Cu

Ce ulas V79 {:resmdas sobre §ammuias feram tratadas com IP/ICU" {30min, 37°C, em PBS-A), e
fixadas com formol (3,7%), em seguida, alguns icles de células tiveram seus nucleos corados por
iodeto de propideo e outros tiveram marcacdc da iamina B. Ao final, das marcagbes as &minas
foram montadas e 08 difmetros dos nicleos e das laminas nucieares foram oblidos microscopia
confocal de varredura a iaser, obtendo-se os diametros através do soffware LSM 570 for Zeiss.
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CAPITULO VI - Discussdo

O inicio deste trabalho foi reservado 2 analise do papel de fons metdlicos na
catélise da reag2c de oxidagdo do isoproterenol. Segundo MILLER et al {1985) os
processos de autoxidacio verdadeira de biomoléculas ndo ocorrem espontaneamente
dentro de sistemas bicldgicos. Tais processos sfo mediados pela presenca de metais
de transicdo ligados 2 eslas moléculas levando a sua oxidacdoc. De acordo com
SUTTON & WINTERBOURN (1989) e AUST ef a/. (1885) os principais fons de metais
de transicdo envolvidos nestes processos sdo os de cobre e ferre que participam de
reacbes do tipe Fenton e Harber-Weis, produzinde ERO. Com base nestas
informagbes, elegeu-se os ions destes dois metais (Fe*?, Fe**, Cu™ e Cu™) para serem
analisados os seus efeifos cataliticos sobre a oxidacdo de IP. Nestes estudos, foi
tomado o devide cuidado com 0 pH das sciugbes fazendo uso das mesmas em pH
fisiclégico, pois KLEGERIS ef &/ (1995), em suas investigacdes com a dopamina,
mostraram que esta catecolamina é oxidada mais facilmente em pH neutro a alcaline.

Os resultados apresentados neste trabatho, mostraram que os fons metdlicos
divalentes foram especificos na catdlise da oxidacdo de IP, sendo o ion de Cu'™ o mais
efetivo neste processo. A catélise desta reacdoe pelo ion Cu”', ocorre de forma menos
intensa do que com Cu” e sugere que a oxidacdo de IP se processa através de
mecanismos de transferéncias de elétrons entre as formas ibnicas, levando & oxidacéo
da molécula. Hoje, j@ ¢&é bastante conhecida a transicdo idbnica entre
Cu? < Cu" denfro de reacdes de oxidacdc de biomoléculas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1998).

Com base nos estudos de BINDOLI! ef a/. (1992) sobre as vias e produtos de
oxidacdo de catecclaminas € apresentado aqui, através do ESQUEMA 9, um

mecanismo de oxidagio de IP na presenca de Cu™.
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ESQUEMA 8. Mecanismo proposto para a oxidacfo de IP mediada por Cu®
Em:

A. isoproterenol

8. Forma desprotonada do iscproterenc!.

C. Complexo IP/Cu™.

D. Radical c-semiquinona complexado com o Cu’™’ {intermedidrio de reacdo).
E. c-gquinona.

F. Forma endlica {instavel}.

G. N-isopropil-noradrenocromo.
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CARTULO VI - Discusséo

O mecanismo propoesto (ESQUEMA 8} pode ser sintefizado nas seguintss
reacfes principais: em Ry, ocorre a desprotonacdo do 1P, € conhecido que a
desprotonac@o & necessaria para a oxidaclo de catecolaminas, como a dopamina
(KALYANARAMAN ef a/, 198D), sendo favorecida em pH neutro a alcalino e inibida em
pH acidc. Em Rz, © complexc IP/CU™ & formado: segundo MILLER ef af {1885)
compostos com ligantes de oxigénio, como as catecolaminas, séo capazes de formar
complexos com metais de iransico levando 3 sua oxidacdo; em Ry, 0 ansl catecdlico &
oxidado por transferéncia monoeletrdnica intramolecular, reduzindo o Cu™ ao Cu™', e
gerando o radical o-semigquinona complexado aoc Cu' transientemente. Radicais o-
semiguinona sdo formados como intermedidrios de oxidagdc de catecolaminas
(BINDOLI ef a/. 1992). Esta oxidacdo é atribuida, geralmente, ao oxigénio molecular,
No entanto, na presenca de Cu™ esta reacio deve ocorrer, preferencialmente, através
da reducdo do metal ac Cu™', pois o E* da dupla Cu™Cu’’ é maior do gue de 0./0,"
(0,15 V e —0,33 V, respectivamente} (MILLER ef a/.,1985). Isto justifica a catélise da
reacéo pelo cobre.

Na oréxima etapa do mecanismo (Ry) o complexo radicaiar transfere um elétron
para 0 oxigénio molecular formande o radical O, e sua correspondente o-quinong,
liberando o fon metdlico reduzido; em Rs, © Cu™ do meio induz 2 reducdo da o-quinona
a uma forma endlica instavel, sendc reoxidado ao Cu’™®. A reoxidacdc do cobre deixa
este fon dispeonivel para a ligacdo com outra molécula de IP. Finalmente, em Rs, a
forma endlica sofre uma ciclizacdo intramolecular, formando o aminocromo, na
oxidagdo enzimética de IP (NUNEZ-DELICADQ ef al., 1996 e PERSOON-ROTHERT ef
al., 1989). Esta reacdo ocorre concomitantemente com a redugdo do O, formando
H,0,. Os dados do consumo de oxigénio peias sclucdes de IP/Cu™®, na presenca de
CAT, confirmam producdo desta ERO. U N-isopropilnoradenccromo formade é
detectado por especirofotometria a 490nm (NUNEZ-DELICADO et al., 1996).

Nos espectros de absorgdo do produte de oxidagdo do IP aparecem trés picos
caracteristicos do aminocromo desta catecolamina: dois picos no ultra-violeta (UV), em

211 nm e 290 nm, e um ferceiro no visivel a 480 nm. De acordo com SQLOMONS
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(1988), compostos que possuem oxigénic com dupla ligacdo ao carbono conjugado
com dupla ligacdo entre carbonos apresentam dois picos de absorcso no ultra-violeta
{UV): um deles em torno de 211 nm, relativo a transicdo n—x*, e o ouiro em 290nm,
relativo 2 transicdo n—=*. O aumento no nivel de conjugacdo na molécula do derivado
corado pode ser demonsirado pele pice ne visivel a 480nm, sendo este espectro de
absorgdo UV-visivel muito semsihante ao do adrenccromo (aminocromo da
adrenaling), cujos picos de absorcBo méxima ccorrem em 220, 302 e 485 nm
(WINDHOLZ ef al, 1978).

A oxidacéo de IP catalisada peio o ion Cu™ foi comparada 3 oxidac8o de outras
quatro catecolaminas, nas mesmas condicdes utilizadas para 1P, na presenca deste fon
metélico. Nestas condictes o Cu™ influenciou a velocidade de oxidac8o de fodas as
catecolaminas, sugerindo que ¢ mecanismo proposto para a oxidagdo de IP pode ser
utilizado, também, para outras moléculas que possuam em sua estrutura um anel
catecblico. Embora todas as velocidades de reacfo das catecolaminas tenham sofrido
de forma expressiva a infludncia do Cu™ no meio reacional, a cadeia lateral destas
moléculas teve um papel importante no controle desta catdlise. Esta diferenga entre as
velocidades levou ao estabelecimento de uma classificacio das catecolaminas em dois
grupos:

I} Catecolaminas gue se degradam mais rapidamente - EP, DEP ¢ [P,
i) Catecolaminas que se degradam mais lentamente - NEP e DA,

Esta divisgo pode ser justificada pelos substituintes da cadeia lateral. Assim, as
moléculas de primeiro grupc tém substituintes eletropositivos ligados ac seu
grupamento amino, aumentando a disponibilidade eletrdnica do anel catecdlico,
favorecendo a oxidac&o. Neste grupo a oxidagdo do IP teve velocidade intermediaria,
provavelmente pelo impedimento estérico do seu substituinte do —NH,, um grupo
isopropila. O grupc amino livre das moléculas do grupo | confirma o fato de que a
oxidacdo de catecolaminas, catalisada peio Cu*z, depende da densidade eletrbnica
disponivel no anel catecélico, onde se ligara o metal.

A acdo de antioxidantes sobre a oxidacio de IP foi outro aspecto abordado

neste frabalho. Constatou-se que a GSH inibiu totalmente a oxidacio de IP, enquanto
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que a CAT inibiu apenas parciaimente, retardando a velocidade de reacdc. Embora
ambos os antioxidantes decomponham o H,(, do meio (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1899), a acdo de GSH iambém pode ser melhor explicada pela sua capacidade de
formar um complexo com Cu®™ (HANNA & MASON, 1992). Desta forma, a inibicio total
da reacio pela GHS mostra que este antioxidante possui uma maior afinidade pelo
Cu'' do gue IP. lsto permite & GSH retirar este ion do ciclo redox, impedindo a
progresséo do processo oxidativo de [P aié o seu aminocromo, como sugerido pelo
ESQUEMA 8. A acBo blogueadora da GSH enfatiza a relevancia da ftransicdo entre
Cu™? « Cu" dentro das reacdes de oxidacdo da catecolamina.

O efeitoc da CAT sobre a oxidagdo de IP/Cu™ observado neste trabaiho foi um
evento inesperado. Como foi salientado acima, a CAT decompde o H,0, (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1989) e pelc ESQUEMA 9 um dos subprodutos da oxidacBo de IP é o
H.(0,. Seria esperado, entdo, que a retirada desta ERO do meio reacional desviasse o
equilibrio da reacio no sentidc de formag&o do aminocromo.

Entretanto, observou-se uma desaceleragac do processo oxidativo, que pode ser
possivelmente explicada pela complexac&c da proteina com o metal, removendo o
cobre livre do meic, evitando que © mesmo exerca seu papel critico dentro da oxidacao
de IP e retardando o prosseguimento da reacéo.

O estudo scbre a oxidagho de IP em comparacdo a ouiras catecolaminas
possibilitou ainda mostrar a formacdo de O, durante as reacles. A detecgdo
espectrofotométrica deste radical livie acompanhou a ordem estabelecida para o
processo de degradacdo das moléculas, encontrando-se:

DEP=EP>|P>NEP=DA

Como na velocidade de oxidacao, IP ficou também em posicdo intermedidria,
quanto & producéo de O;". Embora tenha sido detectada a presenca do radical durante
o processo, estas quantidades foram muitc pequenas, quando comparadas aoc
rendimento obtide pela oxidagdo de uma oufra quinona, a tetrahidroxi-quinona
{(HOFFMANN ef a/, 1987). Esta constatacio é ainda melhor fundamentada quando se
considera o tempo de deteccdo do radical (apds 90 minutos de reacdo). Este periodo é

muito superior acs 30 minutos previstos para que o maximo da reagdo seja atingindo
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{FIGURA 2). Assim, apds 90 minutos de reacéo, pode ter ocorrido a redugéo de quase
tode o Oy disponivel, impossibilitando a2 sua detecgfo. Este fato pode ser explicado
pelo ESQUEMA 8 gue mosira a formacgio de uma forma endlica durante o processo de
oxidagéo de IP. A instabilidade desse composto, possivelmente, induz uma nova
oxidacBo da molécula, formande o aminocromo e reduzindo rapidamente o 02" ao
Hz 0.

Os estudos de ONDRIAS ef a/ (1998) mosiraram que as catecolaminas,
adrenalina e isoproterencl, possuem capacidade pré-oxidante na presenca dos ions
Fe'?, Fe™® ou Cu*?levando & peroxidacao lipidica.

Esta capacidade pré-oxidante de catecolaminas é concordante com o interesse
em investigar as modificagbes oxidativas geradas em proteinas pelo sistema IP/Cu™.
Neste sentido, fol realizada a avaliac@o do teor de carbonilas formadas pela oxidagéo
da BSA. A primeira etapa para esta avaliacdo foi & padronizacio do método para a
deteccdo de carbonilas, através do estabelecimento de um controle positive ASC (5
mM) acrescido de Ccu™? (50 uM). Assim, foi possivel observar que o teor de carbonilas
formadas na BSA pelo sistema IP/Cu™, contendo: 50 uM de IP e 100 uM de Cu™?, foi
proximo ao teor obtidc com o controle positivo ASC/Cu™. Entretanto, quando a
concentragéo de IP foil aumentada para 200 uM, observou-se que o teor de carbonilas
formadas quase dobrou, superando o rendimento do sistema padrdo. Este fato reflete a
maior capacidade oxidativa do sistema IP/Cu™ em relacio ao sistema padrio
ASC/Cu™, que contém uma concentracdo muito maior de reagente oxidante {(ASC -
5mM).

O aumento do teor de carbonilas encontrado na BSA pode ser devido &
formagdo do ‘OH pela reducdo do H,0, (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999),
produzido na oxidacdo de IP/Cu* (ESQUEMA 9). Esta les@o exempilificada pelo
ESQUEMA 6 ocorre normalmente, por reacbes do tipo sitio-especificas, nos sitios de
ligacdo do metal a proteina na presenca de H.,O, (STADTMAN, 1990). Esta
possibilidade n&o exclui a atuacdo dos outros derivados da oxidagdo de IP nas lesdes
de proteinas. Neste contexdo, foi recentemente mostrado que a2 semiquinona e quinona

formadas durante a oxidag8o de dopamina promovem a formacfo de conjugados
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tidlicos por oxidacgo de proteinas (SPENCER ef a/, 1998). Qutras modificacdes
oxidativas geradas em proteinas incluem z inibicdo da atividade enzimética, as
modificacbes nos residuos de aminoacidos e a fragmentacdo da cadeia polipeptidica
{STADTMAN, 1980}

Além da formag&o de carbonilas por IP/Cu™, a fragmentacio da cadeia da BSA
também foi observada, durante a oxidaco de IP na presenca de Cu™ Esta
fragmentacdo foi dose-dependente da concentracdo da catecolamina. Embora a
formagéo das lesbes em proteinas geradas pelo sistema oxidativo ainda ndo esteja
elucidada, o envolvimento de reacSes do tipo sitic-especifica (STADTMAN, 1990) pode
ser sugerido como um provavel mecanismo. Vale ressaltar que os complexos com
metais intensificam a oxidagdo das proteinas. Entretanto o potencial oxidante do
complexo metalico frente a determinada proteina é dependerntte da afinidade existente
entre eles (OGINO & OKADA, 1995; MIURA ef 2/, 1993 e STADTMAN, 1990).

Um outro efeito lesivo gerado peio sistema oxidativo IP/Cu™ em biomoiéculas
apresentado neste trabalho foi a formac8o de 8-oxo-dG em DNA in vitro, de forma
dose-dependente da concentracdo de iP. DIZDAROGLU ef a/l. (1991) e SHIGENAGA &
AMES (1991) mosiraram que a 8-hidroxi-2-desoxiguanosina € produzida através da
oxidacéo da guanina por ‘OH, representando, assim, um marcador de danos oxidativos
no DNA. Por isto, os métodos de detecgdo desta base oxidada estdc sendo
intensamente investigados (HELBOCK ef a/., 1998; HERBERT ef a/., 1996 e ADCHI ef
al., 1892).

Pelas informacdes dadas anteriormente, pode-se concluir que ¢ complexo
IPICu™ & capaz de oxidar proteinas e DNA in vitro. As lesbes encontradas nestas
biomoléculas s@o lesbes tipicamente geradas pela acdo do "OH e formadas, muitc
provavelmente, por reacBes do tipo sitio-especificas (DIZDAROGLU ef al, 1991 e
STADTMAN, 1990). Este conjunto de informagdes, associado ac estudo da oxidacdo
de IP/Cu™, converge para a hipbtese de gue este sistema oxidativo é capaz de gerar
ERO e por isto, de induzir estresse oxidativo in vivo. Isso conduziu as investigacdes
deste trabalho em dire¢dc a avaliacdo do potencial citotdxico do sistema, sobre
modelos mais compiexos como as células em cultura.
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Para avaliar a citotoxicidade deste sistema oxidativo foram analisadas as
alteragbes em fungdes celulares, como a inibicio da proliferacao celular, a perda da
ades@o células ao substrato e a perds ds viabilidade celular. Numa primeira
abordagem destes estudos, fol medida a taxa de inibicio da proliferacdo celular, um
parametra utilizado como indicador eficiente dos efeitos sobre a divisSc celular
{SOUZA-PINTO ef al, 1996). Os resultados obtidos nestes ensaios foram eXpressos
em porcentagens, calculadas em relac&o aos controles de cads lote de experimentos.
Os dados foram submetidos & transformacgfo angular arco-senc, com o objetivo de
normalizar as distribuicbes das proporgbes que sdc caracteristicamente assimétricas,
Desta forma, evita distorgles nas andlises estatisticas que sustentam os testes de
hiptteses (ZAR, 1296).

Nos estudos sobre a citotoxicidade de IP/Cu™, os fibroblastos tratados tiveram
um comportamento proliferativo significativamente diferente do observado na exposicso
ac IP e ao ion metalico em separado. Estes dois Gitimos grupos celulares tiveram sua
proliferagédc inalterada, independentemente dos tratamentos, o que foi confirmado
pelas analises estatisticas dos dados obtidos. A inibico da taxa de proliferacio celular
foi bastante expressiva nos tratamentos com o sistema oxidativo completo, chegando a
100% em concentragbes de IP muito baixas, proximas a 7,0 uyM. Esta inibicao,
observada com concentracdes bem pequenas de IP, demonstra que o efeito citotdxico
do complexo IP/Cu*? & bastante potente.

Na proliferagdo celular foi observado ac microscépio, paralelamente, o
surgimento de um outro fendmeno, nas concentragdes mais elevadas de IP, que foi a
perda da adesao celular sobre as placas de cultura. Este fenémeno foi melhor avaliado
em experimentos programados para medir a adesdo celular. Constatamos que ©
sistema oxidativo IP/Cu™®, em concentracbes superiores & 7,0 uM de IP, promove
também o descolamento das células do substrate.

O descolamento das células das placas de cultura &, provaveimente, uma
conseqléncia da morte celular. Foi verificado que este efeito foi maximo 3h apéds o
tratamento, sugerindo gue a morte celular resulia de um dano induzido durante o

tratamento, e que € processado durante a incubacdo pds-iratamento.
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Assim como no casc de proliferacio celular, foi constatade que o efeito téxico de
IP é dependenie da presenca de Cu'® Estes dados sugerem qgue a toxicidade do
sisterna IP/Cu™ ndo é causada por vias dependentes de estimulacio de receptor, como
esperado para um agonista f-adrenérgico como o IP (HORI ef af,, 1994). Parece mais
provavel que a citotoxicidade do complexo IP/Cu™ resulte da inducBo de lesdes
oxidativas irreversiveis em biomoléculas e em estruturas celulares.

A indug&o de danos oxidativos durante o tratamento foi evidenciada pela intensa
perda da viabilidade celuiar, imediatamente apds a exposico das células ao sistema
IPICU™ (73-88%). RENZI ef al. (1993} sugerem que a andlise da viabilidade celular
peia exclus&o do azul de tripan, associada & observaco da morfologia celular, permite
avaliar precisamente a integridade das estruturas celulares. O primeiro, pela andlise da
integridade da membrana citoplasmatica, podendo quantificar as céluias vivas: e o
segundo, pela possibilidade de observar as alteracfes estruturais nas células por
microscopia. Assim, a andlise da morfologia dos fibroblastos apds tratamento com
P/CU™ veio complementar as investigacSes contidas neste trabalho sobre a
citotoxicidade do complexo.

Para & avaliagde das modificagdes morfoldgicas geradas nas células V79, apos
tratamento com IP/Cu*? foram utilizadas a microscopia por contraste diferencial de
Normarski e a microscopia confocal. Com Normarski foi possivel obter uma vis8o geral
da morfologia celular, enquanto que, no confocal foi obtido um maior detaihamento da
morfologia, enfocando o citoesgueleto e os nicleos celulares.

Uma outra questdo discutida neste trabalho foi a quantificacdc do DNA pela
anélise de imagem dos nucleos corados pela reagdo de Feulgen. Este método também
tem sido utilizado para estabelecer relagdes entre ciclo celular e apoptose (MARIA,
1998).

Nas andlises da morfologia celular por Normarski constatou-se que o sistema
oxidativo estudado causou diversas e intensas alteragdes na forma dos fibroblastos,
incluindo a formag&o de bolhas nas membranas celulares. O tempo de incubacio pos-
tratamentc nac alterou significativamente estas modificagdes (dados nao
apresentados), confirmande a sugestéo anterior, de que as lesdes sdo promovidas pelo
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sistema durante © tratamento, e paulatinamente, as células vao sendc liberadas das
placas. O artigo ROGERS et al. {1989) suporia os resultados, demenstrando gue o
citoesgueleto € susceptivel ao estresse oxidative, levando ao aparecimento de “bolhas”
na membrana e & lise celular.

Um outro aspecto que se relaciona intimamente acs dados de proliferagdo
celular & o fato das alteragbes morfoldgicas serem dependentes da presenca de ambos
os agentes que complem o sistema oxidativo (IP/Cu'®), uma vez que tanto o metal
quanto IP isolados nao alteraram significativamente a morfologia celular.

E importante ressaitar que o tampd@io fosfato por si s6 causou um sutil
achatamento das células. isto sugere que uma sensibilizacdo dos fibroblastos peio
tamp&o pode confribuir para o efeito citotdxico do sistema IP/Cu™. A presenca de GSH
inibiu completamente as lesbes morfoldgicas das células tratadas com o sistema
oxidante, possiveimente, pela completa inibicdo da reacdo de IP/Cu™ fato este
observado nos experimentos de oxidacio,

Embora a GSH tenha evitado a ag&o citotdxica do sistema oxidativo, a tiurdia
nac conferiu protecdc contra esse efeito. Este fato n&c exclui a participacic dos
radicais “OH na acéo citotdoxica do complexo IP/Cu™ pois estes radicais podem estar
sendo formados muito proximos aocs seus sitios de agdo, desencadeando assim,
reacbes do tipo sitio-sspecifica (STADTMAN, 1890).

A andlise do citoesqueletc por microscopia confocal revelou o aparecimento de
drasticas alteragbes na estrutura dos trés tipos de filamentos: intermediarios, de actina
& microtlbuios, apds tratamento das células com IP/CuU™. Estes resultados estdo de
acordo com os relatos de SAFIEJKO-MROCZKA & BELL (1998), em que um
sincronismo das mudancas na organizacic do citoesqueleto ocorre através de evenios
gue resultam em alteracbes de todos os tipos de filamentos simultaneamente.

Os filamentos intermediarios s&o importantes componentes do citoesgueleto e
da lamina nuclear da maioria das células eucaridticas, sendo formados por um grupo
heterogéneo de proteinas fibrosas e alongadas gue se dispdem ao longe do citoplasma
ou como uma estrutura compacta entrelagada abaixe do envelope nuciear (HEINS &
AEBI, 1994 e ALBERS & FUCHS, 1992).
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Estudos sobre o citoesqueleto sdo bastante relevantes, j4 que este é conhecido
como um imporiante regulador das fungbes celulares (RAO & COHEN, 1991),
participando da regulacac da proliferagdo celular (PAVLATH ef a/, 1993). isto sugere
gue as alteracGes detectadas esido diretamente relacionadas a inibigo da proliferacéo
celular agui discutida, uma vez que alteracbes em filamentos do citoesquelsto levam &
alteragd@o dos processos proliferativos (PAVLATH ef a/, 1993).

Consta na literatura que os filamentos de actina do citoesqueleto ocupam,
principalmente, a regi&o do coriex celular, logo abaixo da membrana citoplasmatica, e
que sua distribuicao e orientag&o dependem fundamentalmente de sitios de nucleacso
na membrana celular, podendo ser induzidos a uma reorganizacdo a partir de sinais
extracelulares (ALBERTS ef &/, 1997). Estas informacbes e as evidéncias da perda da
integridade da membrana celular, vista pela coloragio com azul de tripan, levam a crer
gue o alvo priméric do sistema oxidativo IP/Cu™ é a membrana citoplasmatica. A
desorganizag&o do citoesqueleto dos fibroblastos V79 poderia constituir um segundo
evento no mecanismo de citotoxicidade do isoproterencl, combinado ac Cu™
conduzindo gradualmente & expresséc de eventos irreversiveis como a morte celular.
Além disto, pode existir uma correlacdo entre a inibigdo do crescimento celular
observada em baixas doses de IP e a alteragdo do citoesqueleto. Essa hipdtese &
fundamentada na evidéncia da relacfo direta enire o citoesqueleto e a regulacio de
varios processos celulares, incluindo a proliferagdoc (PAVLATH ef al, 1993 RAD &
COHEN, 1991).

As alteragbes na organizac@o de citoesgueleto detectadas nos imuncensaios
para co-tubulina, correspondem a uma profunda mudanca na distribuicdo destes
filamentos, marcada pelo encolhimento dos microtlbulos. Este fendmeno pode ser
retacionado a perda de subunidades de tubulina (ALBERTS et al., 1997).

O fato de que o complexc IP/Cu™ causa alteracdes profundas e simultdneas na
organizacdo dos frés tipos de filamentos do citoesqueleto sugere que este sistema
oxidativo ndo $6 € capaz de gerar distdrbios estruturais, como também induz drasticas
mudancas funcionais nas celuias. Tanto os microttbulos quanto os filamentos de actina
sdo componentes chaves do cilcesqueletc de células sucaridticas, sendo a
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organizagdo de suas redes responsaveis pela distribuicdo espacial de organelas
{(WADE & HYMAN, 1997).

Portanto, uma vez gues o sistema IP/Cu™ causou drasticas alteracbes em
proteinas do citoesqueleto de fibroblastos V79, levando & desorganizacdo de ssus
filamentos, sugere-se que esites eventos estdo relacionados com a perda da adesio
celular, observada nas células tratadas com IP/Cu™ De acordo com YAMADA &
GEIGER (1997), a regio de adesfio celular consiste em um complexo protéico
muitimolecular, de receptores de adeséoc transmembranicos ancorados em proteinas do
citoesqueleto @ em moléculas de transducio de sinal.

Um outro tipe de filamento intermedidrio do citoesqueleto foi a lamina B que
compde a lamina nuclear. A lamina nuclear é formada por uma camada fina de
filamentos de subunidades de lamina (A, B e ) que se ancoram na membrana internza
do nucleo, conferinde forma e estabilidade ao envelope nuciear (ALBERTS, ef &,
1997). Nestes estudos deteciou-se uma completa desestruturacdc dos filamentos de
lamina B em células tratadas com IP/Cu™, quandc comparadas as Iaminas de céluias
expostas apenas ao tamp&o. Apesar da total degeneragdo da lamina nuclear, os
nucieos parecem integros. Entretanto, esta integridade pode ser irreal, ja que os
diametros dos nucleos foram reduzidos e a extensdo da area marcada com lamina B
ampliada, confirmando a sua tolal degeneracdo e sugerindo uma dispersdo de
subunidades desta proteina para o interior do citoplasma dos fibroblastos V79, loge
apds o tratamento com sistema IP/CU™.

A capacidade do complexo IP/Cu™ de oxidar proteinas in vitro permite sugerir
que a oxidagéo de proteinas da membrana e do citoesqueleto constitui o dano primario
no mecanismo de lesdo celular. Tais lesdes oxidativas levariam a uma severa
desorganizacdc da membrana citoplasmética e de filamentos protéicos do
citoesqueleto. Entretanto, estudos adicionais se fazem necessérios para comprovar as
possiveis lesfes oxidativas geradas em proteinas in vivo pelo IP/Cu™®

As lesbes celulares causadas por IP/Cu™® se estendem até o nicleo dos
fibroblastos V79. Neste trabalho foi mostrado que o sistema oxidative é capaz de

modificar o aspecto geral da morfologia nuclear e de levar ao surgimento de aigumas
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anomalias nucleares, como microndcieos e binucleacdes, descritas na classificacgo
estabelecida por TOLBERT ef a/. (1892). O surgimente de microndcleos em células de
embrido expostas a cafeina e aos raios X foi associado por MUELLER, (1993) & uma
discreta assincronia de estagios do ciclo celular durante ¢ tratamento, na duracéo do
reparc ou mesmao na inibicdo do processo de reparo pela cafeina.

Os micronucleos e as binucleacfes encontradas nos niclecs das célulss
tratadas n&o constituem os principais efeitos nucieares gerados por IP/Cu™, pois & &
picnose nuclear o evenic predominante denitro das anomalias encontradas. Este
processo estd diretamente relacionade ao tempo de incubaco pés-tratamento. Ao final
das 24h, 74% dos nucleos se apresentam picndticos e, no restante, a cromating exibia
sinais de desorganizagfo, como se estivessem em plena degeneracdo nuclear. A
presenca de nucleos picndticos € um aspecio importante na avaliacdo da toxicidade de
iP associado ao Cu™ ja que a picnose é um indicador morfologico importante na
identificac@o de morte celular por apoptose (WALKER ef a/,, 1994).

Através da vista ortogonal, constatamos que o0s nlcleos das células tratadas
com IP/CU™® s3o realmente picndticos, apresentade menor volume e maior
homogeneidade, quandc comparadas & vista ortogonal dos nlcleos controles. A
heterogeneidade entre os nucleos tratados com o sistema oxidativo deve ser em

funcao do estagio do ciclo celular no qual as células se encontravam, ja gue estas ndo
estavam sincronizadas.

Neste frabalho foram detectados o surgimento de nicleos picndticos e a
destruicdo da lamina nuclear, suportando a hipdtese de que IP/Cu™ pode ser um
sistema capaz de induzir apoptose. MANELLI-OLIVEIRA (2000) considerou a picnose e
a condensacdc da cromatina como estdgios da apoptose ou necrose. Durante a
apoptose a membrana nuclear interna se fragmenta e a lamina B é destruida por
protedlise em seus estagios tardios, embora a disperso da membrana possa ser
subsequente a da lamina B. Isic causa alteracdo da morfologia nuclear, em que a

cromatina aparece condensada e z lamina B e 3 membrana nuclear dispersas
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(DUBAND-GOULET ef a/l,, 1998), eventos muito similares aos encontrados nos ndclecs
dos fibroblastos V72 tratados com o sistema oxidativo IP/Cu™.

Segundo ISHIDA ef al (1992) a avaliacdo da perda da viabilidade celular
seguida de analises esiruturais e morfolégicas do DNA s@o indicativos primarios da
inducdo de apopiose. No caso de catecolaminas, estudos recentes mostraram que sdo
capazes de induzir apoptose em células neuronais (MASSERANO ef &l 19986).

Na gquantificagéo do DNA foi constado que IP/Cu™ desviou © diagrama de
freqliéncias de ploidia. Fendmeno similar foi descritc para a novantrona, uma droga
que causa aumento do nivel de ploidia em células da linhagem CHO por actmulo de
células nos periodos S e G, do ciclo celular (TRAGANOS ef al, 1991). isto indica que o
sistema oxidative 1P/Cu™ gera aumento no conteldo de DNA, ndo por formacio de
aneuploidias, mas, por interferéncia na divisdo celular com o retardo na fase pré-
mitética (Gg) do ciclo.

Apesar de ngo ter sido quantificado o teor de nicleos mitéticos nas células V79,
foi possivel perceber ao microscopio ético gue o sistema IP/Cu™ reduz a quantidade de
rucleos mitoticos nas celulas. Isto € mais um indicative do bioqueio do ciclo celuiar
durante a transicao G,-M.

Us resultados obtidos até o momentc indicam a ocorréncia de uma interrupgao
do ciclo celular em células expostas ao sistema IP/Cu™. Assim, a destruicdo da lamina
nuclear, associada as severas modificagbes em outros filamentos do citoesqueleto,
poderia levar ao blogueic da progress&o do cicle celular. Estes dados sdo suporiados
pelos estudos de WARD & KIRCHNER (1990) e PETER ef al. (1990) que mostraram o
papel determinante da [amina nuclear na progress&o do ciclo celular. Esses autores
mostraram que a fosforilagdo da lamina causaria 2 despolimerizacdo da rede
filamentosa, levandc &0 rompimento do envelope nuclear. Recentemente,
PANAGIOTOU ef af. (1999} relataram o envolvimento das modificacdes de filamentos
de actina e tubulina no blogqueio especifico durante a transicéo G, — M.
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Embora tenha sido detectada a formacao da base oxidada 8-oxo-dG em DNA de
timo bovino tratado com IP/Cu™, a mesma base nao foi detectada em células tratadas
com o sistema oxidativo (dados ndo apresentados). FISCHER-NIELSEN ef &/ (1993)
demonstraram & producdo de 8-oxo-dG em céluias V79 expostas a luz UV. Isto
demonsira gue os fibroblastos V79 estdo suieitcs a formacfo deste tipo de dano
oxidativo em DNA. O fato do complexe IP/Cu™ néo ter induzido a formagdo de 8-oxo-
dG em guantidades detectaveis nas células V79 pode ser atribuido &: (1) esta leséo ser
um dano minoritaric e (2} a ies@o da guanina ser eficientemente reparada. Esta
segunda possibilidade ¢é justificada por JARUGA & DIZDAROGLU (1998) que
revelaram a existéncia de mecanismos de reparo eficientes para a excis@o guanina
oxidada. £ possivel supor, ainda, que A guantidade de 8-oxo-dG formada em DNA in
vitro seja muito maior do que in vivo, j& que a aiteracdo do DNA no interior celular é

dificuliada pela grande compactac8o da cromatina, encontrando-se menos exposto &
aco sistema oxidante IP/Cu™.

Os estudos aqul apresentados abrem varias perspectivas para a elucidacdo dos
mecanismos de citotoxicidade do complexo IP/Cu®, tornando-se relevante uma maior
investigacdo para caracterizar oufras lesGes em DNA, tais como, a fragmentacio do
DNA e o surgimento de apoptose.

A avaliagéo dos niveis intracelulares de AMPc poderia ser uma outra alternativa
na investigacdo dos mecanismos citotdxicos envolvidos na oxidacao do IP na presenca
de Cu™ Este regulador celular pode estar aumentado na célula, ndo sé pela agdo
adrenérgica, afravés da ativagdo da adenilato ciclase, como pela inativagdo da
fosfodiesterase, similar a cafeina (ELGJO & REICHELT, 1984). Como o mecanismo
citotoxico parece n&o estar vinculado a acZo adrenérgica de IP, estes dados

possibilitam investigar a ocorréncia do aclimulc de AMPc nos fibroblastos apds o

& fundamentado pelo fato do AMPc ser um importante regulador de diversos processos
metabdlicos, que incluem a ativacdo e a repressdo génica da siniese de proteinas
estruturais e reguladoras, assim como de outras proteinas envolvidas na sinalizacéo do
processo de divisdo celuiar (YANG & FARIDY, 1982 e ENOMOTO ef al., 1984).
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Concluindo, os resultados apresentados neste trabaltho mostraram que a
combinacic de isoproterenol e Cu*? é bastante tdxica para os fibroblastos V79, pois
afeta tanto o citcesqueleio guanto o ndcleo celular, levando a graves slteracdes das
funcdes vitais destas células. A grande susceptibilidade celular aos sfeito téxicos do
complexo IP/CU™ e a ampla distribuicio do cobre nos tecidos, notadamente no coracio
e no figado {(TABELA I} (LINDER & HAZEGH-AZAM, 1896), indicam o possivel papel
deste metal nos efeitos cardic & hepatotoxicos do isoproterenol. Os fatos aquii
apresentados apoiam © uso deste sistema oxidativo como um bom modelo para
investigacdo dos mecanismos de citotoxicidade e genotoxicidade de catecolaminas.
Além disso, o conhecimento dos mecanismos relacionados & acfo cifotéxica do
complexo IP/ICU™ pode contribuir para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos

nos sfeitos adversos das catecolaminas de importancia fisioldgica.

111







co~cwsé§§

113




Conclusdes

1 A reacdo de oxidacéo de IP & catalisada por fons de metais de fransicfo, sendo os

ions divaientes os mais efetivos nesta catalise.

% A eficiéncia do cobre na catdlise da oxidacdo de IP & maior gue a do ferro. Tendo-se

ohservado a seguinte ordem de eficacia: Cu™ > Cu" > Fe™ > Fe™.

® A formacéo de H;0; e do aminocromo durante a oxidacéo de IP indica a ocorréncia

de transferéncia eleironica entre as formas idnicas do cobre, levando 2 oxidacéo da

molécuia.

4 GSH inibe totalmente a oxidacio de 1P, enquanio gue a CAT inibe parcialmente a

velocidade da reacio.

*o complexo IP/Cu™ causa a oxidagdo da BSA in vitro, levando & formacado de

carbonilas em residuos de aminoacidos e fragmentagdo da cadeia polipeptidica de
forma dose dependente da concentracéo de IP.

® 0 maior rendimento obtide de carbonilas na BSA pela agéo do sistema IP/Cu™ indica

um poder oxidante superior deste sistema, em relacdo ao sistema oxidante conhecido
ASCICu™.

7 O sistema oxidativo é capaz de induzir a producido de 8-oxo-dG em DNA in vitro,

indicando a fomagéo de ‘OH durante a oxidacéo de IP/Cu™,

8 O sistema oxidativo gera drasticas lesbes em fibroblastos V79, como a alteragdo da

proliferacdo celular, a perda da adesac ao substrato e a reducdo da viabilidade

celular.
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Lonclusies

® prou gera severas alteragbes da morfologia dos fibroblastos V789, observadas por

microscopia de Normarski.

10 A GsH impede a formacéo das alieracSes morfolégicas das células expostas ao

tratamento oxidativo, indicando que intermedidrios efou produtos de oxidacao do 1P
s&0 responsaveis pelos danos oxidativos,

i As células tratadas com IP/Cu™ apresentaram perda simultdnea da organizacéo de

guatro filamentos do citoesqueleto: vimentina, tubulina, actina e lamina B, levando,

inciusive, & despolimerizacéo dos filamentos protéicos.

12 O sistema oxidative aumenta ¢ contetdo de DMNA das celulas tratadas.
13 IP/Cu™ gera alteracao da morfologia nuclear, causando, principalmente, indugéo de

picnose dos ndcleos dos fibroblastos V79.

14 As lesbes causadas pelo P em biomecléculas e em fibroblastos V79 séo

dependentes da presenca do fon Cu™, indicando o papel critico deste fon na
citotoxicidade do IP.

% as alteracdes observadas na proliferacdo celular, no citoesqueleio e contéudo de

DNA sugerem que o complexc IP/Cu™ induz ao bloqueio da progressédo do ciclo
celular e a morte dos fibroblastos V7¢.
18 o sistema oxidativo IP/Cu™ representa um modelo vélido para estudos de

citotoxicidade e genotoxicidade de catecolaminas em geral.
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