Danos oxidativos e estudo do reparo de DNA por

TR TTTR AR

A excisao de nucletideos (NER) na indugao de lesdes UFRGS
induzidas pela doxorubicina em fibroblastos humanos Siceseisosn

Larissa Milano’, Temenouga Guecheva’, Jenifer Saffi’?

'Departamento de Biofisica, UFRGS, Porto Alegre, RS
’Departamento de Ciéncias Basicas da Saude, UFCSPA, Porto Alegre — RS

INTRODUGCAO
A doxorrubicina (DOX, Fig. 1) € uma droga antitumoral pertencente a XPD MRC5
familia das antraciclinas comumente utilizada no tratamento de cancer de ® 400 @ 400- — 02l
. : ~ . .. ~ - 7 & L_1 0,2pug/mL
mama e linfomas. O mecanismo de acao da DOX inclui interacao com a g S S 0.6 g/mL
enzima Topoisomerase Il formando um complexo ternario com essa e com » » . "0
. ~ R , - o 300+ o 300-
o DNA, além de geracao de radicais livres dentro da célula. LesOes o o ox
induzidas por estes agentes, sao geralmente removidas pelo reparo por E L00- ok E oo
excisao de nucleotideos (NER). O objetivo desse trabalho é avaliar inducao T T 3
e reparo de danos oxidativos no DNA de linhagens de fibroblastos humanos < 100 < 100-
proficientes (MRC5) e deficientes (XPD) em NER apos tratamento com o a)
DOX. o
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Figura 3. DOX induziu danos ao DNA de uma maneira dependente da dose. O escore de
danos ao DNA no tratamento de DOX em fibroblastos XPD-deficiente e proficiente foi
determinada pelo ensaio cometa.

Figura 1. Estrutura quimica
da doxorrubicina.
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antraciclina, a qual possui os - 300 B MRC5 controle
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As linhagens celulares XPD e MRC5 foram rotineiramente cultivadas a -
37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 em meio Dulbecco modificado por 0
Eagle suplementado com 10% de soro fetal bovino, e 1% antibidtico e 3h 3+3h 3+24h 3+48h

antimicotico. A cinética de reparo (Figura 4) do dano induzido no DNA foi
avaliada em teste cometa apos tratamento de 3h seguido por de 3, 24 e 48
horas de pods-incubacdo. O teste cometa modificado com enzimas

Tempo de tratamento e pés-incubacao

Figura 4. Cinética de reparo em fibroblastos humanos tratados com DOX. Células XPD

especificas FP? © ENDQ_ l, que aumentam a senS|b|.I|da.de do teste (deficientes em NER) e MRC5 (proficientes em reparo) foram incubadas com DOX em
detectando lesOes especificas (Figura 2). Os danos oxidativos no DNA concentragdes 0.2 e 0.6 pg/mL por 3h. Em seguida as células foram lavadas com PBS e
induzidos por DOX foram avaliados em tratamento de 24h (Figura 3). A cinetica do pds-incubadas em meio livre de droga por 3, 24 ou 48h.

reparo das quebras esta apresentada na Figura 4. A formacao de radicais livres
(Figura 5) foi observada em microscopio de fluorescéncia mediante
incubacao com dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCF-DA).
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o — As células foram cultivadas em
BU laminulas, tratadas com DOX por 3h. H,0, 0,5mM
l Uttt 1 Incubadas com 10 mM 2'-7'-diacetato
¢ DNAksion dicloro-dihidro-fluoresceina em PBS
L‘\ ]/) ) morno suplementado com 5,5 mM de
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Cortel /N Feee heated e fixados em formalina 4%. Laminulas DOX 0,2 pg/mL

foram incubadas com 1 mM 4,6-
diamidino-2-fenilindol  (DAPI). Niveis
intracelulares de ROS foram
visualizados por meio de microscépio

de fluorescéncia. DOX 0,6 pg/mL
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Figura 2. Teste cometa com enzimas especificas - Formamidopirimidina DNA-
glicosilase (FPG) e endonuclease Il (Endo lll) sdo as enzimas mais comumente CONCLUSAO
usadas para detectar danos oxidativos, especificos para purinas ou pirimidina

oxidadas, respectivamente. Os resultados deste trabalho demonstram que as quebras no DNA apds

tratamento de 3h podem estar relacionadas com a inducao de estresse oxidativo
RESULTADOS na dose mais qlt_a utilizada d_a .DOX. Nao foi obseryada diferenca signi.fica_tiva entre
as células proficientes e deficientes em NER na indugao de dano oxidativo ou na
No ensaio cometa (Figura 3), detectou-se aumento na migracdo do cinética de reparo do dano induzido por DOX, sugerindo que a inducao de
DNA nas duas linhagens, indicando a formacdo de quebras diretas ou em estresse oxidativ’o nao e o principal fator responsavel pela sensibilidade
conseqléncia das lesdes oxidativas causadas por DOX. Este aumento foi aumentada das celulas deficientes em XPD a DOX.
significativo em relagcdo ao controle nao tratado apdés tratamento com 0.6
ug/mL de DOX. Os resultados do ensaio cometa revelaram aumento na
migracao do DNA, indicando a formacao de quebras, de forma dose-
dependente . Nao foi detectada difereng¢a na inducao de dano por DOX e
na cinética do reparo entre as duas linhagens (Figura 4). Conforme
visualizacao em microscopia de fluorescéncia (Figura 5), o tratamento com
DOX induziu formacao de radicais livres na dose mais alta (0.6 pg/mL)

utilizada. Suporte financeiro: CAPES, FAPERGS e CNPq.
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