Analise dos danos ao DNA nas células
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INTRODUCAO

O desfecho da sepse ocorre devido a influéncia de
fatores ambientais e geneéticos, cuja expressao de
variantes suportam ou nao este desfecho. Estresse
oxidativo esta relacionado com a patogenicidade da
sepse, ocorrendo uma superproducao de espécies
reativas de oxigénio associados com inflamacéao. O
objetivo deste trabalho fol Investigar a producao de
oxidantes intracelulares, bem como analisar os danos ao
DNA nas células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) portadoras do polimorfismo Ala-9Val do gene
SOD2 antes e depoils de serem desafladas com
lipopolissacarideos (LPS).
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RESULTADOS E CONCLUSAO

Na técnica de DCFH-DA nas celulas com LPS, ha um
aumento na percentagem de fluorescéncia em ambos 0s
alelos. Porem a taxa de fluorescéncia nas celulas com
LPS sao menores que sem. Quando adiciona-se H,O,, a
taxa de fluorescéncia nas celulas com o alelo 47C sem
LPS cai (60 min) para os niveis das mesmas celulas com
LPS e, no entanto, isso nao acontece nas celulas com o
alelo 47T que apresentam niveis mais elevados. Quando
se analisou a percentagem de fluorescéncia, &
observado que a producao de espécies reativas nas
células 47CC sem LPS é maior do que nas celulas 47TT
sem LPS. Os niveis de nitrito foram mais altos nas

células desafiadas com LPS quando comparada com o
basal (sem LPS) em ambos os alelos, este resultado foi
igualmente observado para TNF-a, para carboximetil-
lisina, mas para 3-nitrotirosina existe diferenca entre 0s
alelos no grupo basal (o alelo 47C produz mais 3-
nitrotirosina) entre os grupos com e sem LPS houve
diferenca nas células 47TT. No ensaio cometa nao foi
encontrada diferenca entre os alelos, apenas entre o0s
grupos com e sem LPS. O alelo -9Ala (47C) do
polimorfismo Ala-9Val do gene SOD2 humano possui um
diferencial em relacao ao outro alelo na producao de
espécies reativas em céelulas mononucleares de sangue
periférico estressadas com peroxido de hidrogénio.

MATERIAL E METODOS

As PBMC foram isoladas do sangue de 30 voluntarios
humanos saudaveis por gradiente de centrifugacao (15
voluntarios para cada alelo) e 0s seguintes ensaios
foram realizados: producao de nitritos; analises por
ELISA para o TNF-a, carboximetil lisina e nitrotirosina;
determinacido das espécies reativas intracelulares por
2', 7'-diclorodinidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA);
ensaio cometa. A analise estatistica utilizada foi o teste t
Student, com significancia p <0,05.
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(A) A producéo de nitrito (nM ) foi medido atraves do ensaio de Greiss . ( B) libertacdo do TNF-a foi medido por ELISA utilizando proteina purificada . Para analisar as alteracdes no
teor de 3- nitrotirosina ( C ) , e carboximetil método ELISA indireto foi usada lisina ( D ) , a absorbancia foi medida a 450 nm . A pontuacéao de danos no DNA e viabilidade celular em
PBMC separados por 47C > T SOD2 SNP com ou sem LPS. (E ) Curvas de ensaio cometa e (G ) curva de viabilidade celular analisada em diferentes concentracoes de LPS ( O,
100 e 500ng/ml ) para diferentes intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 18 horas ) . (F) A extensao dos danos ao DNA determinado pelo ensaio cometa em PBMC separados
por 47C > T SOD2 SNP desafiados ou ndo com LPS 100ng/ml por 8 horas. (H) imagens do cometa Representante mostrando diferentes niveis de quebras de DNA na pontuacéao
visual, usando SYBR Seguro ( 200x) . As ceélulas s&o avaliadas e receberam pontuacao de 0 ( sem quebras observado) a 4 (indice de quebra maxima) , de acordo com o tamanho e
forma da cauda. Intracelular, producao de especies reativas pelo ensaio DCFH -DA em PBMC separados por 47C > T SOD2 SNP desafiados ou ndo com LPS 100ng/ml por 18
horas. Em (I) e (K) o aumento percentual em cada poco foi calculada de acordo com a formula [( Ftg, - FT,) / FT, X 100 ], onde Fty, = fluorescéncia em tempo de 90 minutos e FT,
= fluorescéncia ao tempo 0 min. Em ( J) e os valores de ( L) s&o expressos como unidades de luz de fluorescéncia / 1x10° células. Em ( K) e (L) H,0O, 100 uM foi adicionado nas
células, no tempo zero . * p <0,01 valor descreve uma comparacao entre as células 47TT sem LPS e com LPS , # p <0,01 valor descreve uma comparacao entre as células 47CC ,
sem LPS e com LPS ; T p <0,05 descreve uma comparacao entre o genotipo 47CC e 47TT sem LPS (o teste t de Student foi realizado).
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