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RESUMO: O dano oxidativo ao DNA provocado por radicais livres de oxigénio representa um dos principais mecanismos responsa-
veis pelas etapas iniciais da carcinogénese colorretal. O estresse oxidativo ocasiona erros de pareamento de bases possibilitando o
aparecimento de mutagbes em genes cooltedores do ciclo celularAs células possuem um sistema de defespresentado pelos
genes de reparo do DNA que corrigindo os erros de pareamento impedem o desenvolvimento de mutacdes. Poucos estudos avaliaram
a relacéo entre dano oxidativo ao DNA e a expresséo tecidual do gene de reparo MLH1. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi
avaliar os niveis de estresse oxidativo ao DNA e a expressao tecidual do gene de reparo MLH1 nas células da mucosa célica normal
e neoplasica de doentes com cancer colorretal. Material e Método: Foram estudados 44 doentes com diagnéstico de adenocarcinoma
colorretal. Foram excluidos os doentes com cancer colorretal hereditario, portadores de cancer relacionado as doencas inflamatorias
intestinais e os submetidos a radioguimioterapia neoadjuvante. Para a avaliacdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA utilizou-se a
técnica da eletroforese alcalina em gel de célula isolada (ensaio do cometa) avaliando 100 células obtidas dos tecidos normal e
neoplasico. Para a avaliagdo da expssdo do gene MLH1 utilizou-se a técnica deagéo de polimerase em cadeia em tempeaf (RT-

PCR) com primer especificamente desenhados para amplificacdo do gedheomparacéo dos esultados encontrados para os niveis de
estresse oxidativo ao DNA, e expssédo do gene MLH1 nos tecidos normais e neoplasicos foi feito pelo teste tuldeSt, adotando-

se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Os niveis de dano oxidativo ao DNA no tecido neoplasico foram significativa-
mente mais elevados quando comparados ao tecido normal (p=0,0081¢xpresséo tecidual do gene MLH1 no tecido neoplasico foi
significativamente menor quando comparado ao tecido normal (p=0,02). Conclusdo: O gene de reparo MLH1 encontra-se menos
expresso no tecido neoplasico e inversamente relacionado aos niveis de dano oxidativo ao DNA.

Descritores:Céancer Colorretal; Dano do DNA; Reparo do DNA; Estresse oxidativo; Ensaio em Cometa; Reacdo em Cadeia da Polimerase.

INTRODUCAO mem, representando uma das principais causas de

morte em todo mundb? N&o obstante os recentes
O céancer colorretal (CCR) é a terceira avancos obtidos no diagndstico precoce e tratamento,
neoplasia maligna mais frequente que acomete o hoss indices de mortalidade nas ultimas décadas pouco
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se alterarafaNo Brasil, a evolucdo do CCR tem apre- diminuicdo dos sistemas antioxidantes do organismo,
sentado comportamento semelhante sendo, atualmeiguer pelo aumento exagerado na producéo de RLO,
te, a quarta causa mais comum de morte relacionadacorre desequilibrio, determinando o aparecimento de
ao cancer e, a exemplo do que acontece em outrdendmeno conhecido como estresse oxidafive1
paises, sua incidéncia vem aumentando em compar®a mesma forma, a producéo excessiva de radicais
¢ao a outros tipos de tumores do aparelho digestivo.CH, podem ocasionar hipermetilagcdo da bases
Estimativas mostram que no Brasil em 2008, ocorre-hitrogenadas que compde as regides promotoras dos
ram 27.000 casos novos de CCR, correspondendo genes determinando o blogueio de sua transcri¢éo.
um risco estimado de 13-15casos-novos/100.000 habi- Estudos demonstraram que o estresse oxidativo
tantes2 O aumento da expectativa de vida, os fenbme{provoca quebras simples e duplas nas fitas que com-
nos da globalizagéo e, principalmente, a mudanca dpdem as moléculas do DNA e induz a erros de
habitos dietéticos fizeram com que o0 CCR ganhass@areamento das bases nitrogenadas possibilitando,
importancia crescente no perfil da mortalidade por canconsequentemente, aparecimento de mutacdes genéti-
cer em todo o mundo. cas!®?021.22 Quando a mutagao ocorre em genes res-
Desde a publicacdo do trabalho pioneiro deponsaveis pelo controle do binébmio proliferacdo/morte
Fearon é/ogelstein em 1990 encontra-se bem esta- celular podera haver formacgéo de um clone de células
belecido que o surgimento do CCR, a partir da mucos&om autonomia proliferativa ou resisténcia a apoptose,
célica normal, € mediado por uma sequéncia de mutaearacteristicas inerentes a célula neopl&iicRara
¢bes em genes controladores do ciclo celular (prolife-que isso ndo ocorra, as células possuem mecanismos
racao, diferenciacéo, e apoptose) ou em genes respode defesa contra esses erros de pareamento represen-
saveis pelo reparo do DNA.partir de entdo os gran- tados pelos sistemas de reparo do DNMAs(natch
des avan¢os no campo da biologia molecular vem perrepair- MMR).578223Qs genes que compde o siste-
mitindo a melhor compreensdo dos mecanismos genéna de reparo traduzem proteinas cuja funcéo primor-
ticos e moleculares envolvidos na carcinogénesdlial é corrigir os erros de pareamento de bases impe-
colorretal? dindo a transmissdo destas mutacdes a futuras gera-
O desenvolvimento do CCR é essencialmentecdes celulare¥.Dentre 0s principais genes de reparo
um processo evolutivo somatico clonal, envolvendo umadestacam-se o MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6
série de mutacdes ou mudancas na expressao de vague apresentam importancia na corre¢cdo de mutacoes
0s genes. Essas alteracdes conferem vantagens adicélacionadas ao estresse oxidativo e ao MGMT com
onais para o crescimento tumoral, em relagcdo ao teciimportancia na correcdo da incorporacdo de radicais
do normat. Contudo, os mecanismos iniciais respon- CH, em bases do DNA:"892425.26
séveis pela transformacao da célula normal em célula Recentes estudos vém demonstrando que as
neoplasica, ainda ndo se encontram totalmente escla&€lulas oriundas de tecidos neoplasicos obtidos de do-
recidos! Estudos demonstraram que o dano ao DNAentes com CCR apresentam maiores niveis de dano
provocado pelos radicais livres de oxigénio (RLO) e aoxidativo ao DNA22?” Todavia, também demonstra-
hipermetilagao, incorporacdo de radicais metil JCH ram que no tecido normal desses mesmos doentes,
na regido promotora dos genes, representam dois dapesar de existirem niveis consideraveis de dano
principais mecanismos relacionados as etapas iniciaisxidativo ao DNA as células nao apresentam transfor-
do desenvolvimento do CCRE7 8:910.11,12,13,14,15 macdo neoplasica?2?’ E provavel que a neoplasia
Os RLO séao constantemente formados durantendo se desenvolva pela agéo das proteinas de reparo
0 metabolismo energético normal de todas as célulague corrigem os danos ao DNA, provocados pelos RLO
vivas* Entretanto, quando sua producio é excessiveg pela hipermetilacdo. E possivel que no tecido
tornam-se nocivos as células danificando proteinasneoplasico, o sistema de reparo néo consiga corrigir
membranas, organelas e bases nitrogenadas ddDNA.com a mesma eficiéncia, os erros de pareamento de
Para se defender as células possuem sistemas de dmses permitindo o surgimento de células com muta-
fesa antioxidantes, enziméticos e ndo-enzimaticos, quedes genéticas. Essa possibilidade torna atraente o es-
atuam contra a toxicidade dos RLO sendo responsé&udo das relacdes existentes entre estresse oxidativo e
veis pela manutencdo da homeostase entre producdccapacidade de reparo do DNA, comparando tecidos
neutralizacad**>*%1” Em certas condi¢des, quer pela normais e neoplasicos.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a ex- zados em um Gnico momenimdos os doentes sele-
pressao do gene MLH1 e os niveis de estresse oxidativeionados foram diagnosticados como portadores de
ao DNA nuclear comparando células normais eadenocarcinoma pela técnica da hematoxilina-eosina
neoplasicas da mucosa célica de doentes com CCR.por patologista experiente em neoplasias colorretais,

gue desconhecia os objetivos do presente estudo
MATERIAL E METODO
Eletroforese alcalina em gel de célula iso-

O presente estudo recebeu aprovacdo do Colada (ensaio do cometa)
mité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Fran- Para a realizagéo do ensaio do cometa foram
cisco.Todos os pacientes que forneceram material bi-utilizados os trés fragmentos obtidos do tecido
oldgico para a pesquisa assinafi@mo de Consenti- neoplasico e trés fragmentos de tecido norfaha-
mento Livre e Esclarecido apos serem informados ddise dos danos oxidativos ao DNA das células da mucosa

todas as etapas experimentais. célica foi feita de acordo com método anteriormente
proposta?® Resumidamente, as amostras foram incu-
Casuistica badas em 3ml de uma solugcédo de HankiBSS,

Foram elegiveis para o presente estudo 44 enknvitrogen, Carlsbad, CA, USA) contendo 5,5 mg de
fermos (22 mulheres), com média de idade de 62,4 anogroteinase K (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO) e 3
portadores de adenocarcinoma colorretal, submetidosg de colagenase Il (Invitrogen por 45 minutos a
a tratamento cirdrgico com intengéo curativa, por uma37°C para a liberacao das célukseguir foram re-
mesma equipe cirlrgica entre janeiro de 2007 e desuspendidas em 10 ml de HBSS e centrifugadas para o
zembro de 2008. Foram excluidos os doentes com CCigolamento das células. Realizamos o ensaio do come-
hereditario (polipose adenomatosa familiar e cancetta apenas nas amostras que apresentassem viabilidade
colorretal hereditario ndo polipéide), portadores de CCRcelular maior que 75%.valiamos a viabilidade celular
associado a doencga inflamatoria intestinal, doentesisando o método do diacetato de fluoresceina (FDA) /
operados em carater de urgéncia e, aqueles submetirometo de etidio (EtBr- Sigma-Aldrich, St
dos a tratamento radioterapico ou quimioterapicolLouis,MO,USA). Para o estudo da viabilidade, a solu-

neoadjuvante. ¢ao de coloracéo celular foi preparada imediatamente
antes da sua utilizacéo e continha 30 ml de FDA em
Coleta do material acetona (5mg/ml), 200 ml de EtBr em tampao fosfato

Imediatamente apos a remoc¢ao do especimgPBS; 200 mg/ml), e 4,8 ml de PBS (Invitrogen,
cirdrgico, foram retirados seis fragmentos da mucosaCarlsbad, CA, USA).A suspensao contendo células
cOlica normal distante no minimo 10 cm da margemisoladas foi entdo misturada com 25 ml da solugéo
superior da neoplasia. Da mesma forma, foram colhi<corante, colocada sobre |amina e recoberta com
dos seis fragmentos da mucosa neoplasica obtidos daminula.As 1aminas foram lidas em microscoépio de
periferia do tumarOs fragmentos foram identificados imunofluorescénciado nucleo das células viaveis co-

e acondicionados, individualmente, em recipientes aproravam-se em verde, enquanto das células inviaveis em
priados, e imediatamente, enviados ao Laboratério deermelho Apds analise das laminas, selecionamos
Biologia Molecular da Universidade S&o Francisco, ondeamostras dos tecidos que apresentassem mais de 75%
foram resfriados a —80°C, até o momento da realizadas células viaveis.

¢do das analises molecular&®s fragmentos de cada A versao alcalina do ensaio do cometa foi rea-
tecido (normal e neopléasico) foram destinados ao estulizada de acordo com Ladeira et al., 260Be forma

do da expressdo do gene MLH1 pela reacdo em caesumida, 15l da suspenséo celular previamente obti-
deia de polimerase em tempo real{flRCR). Os seis da foram misturadas a agarosew melting point”
fragmentos restantes provenientes dos tecidos normai,5 % (Promega), postos sobre uma lamina e cobertos
e neoplasicos foram acondicionados em recipiente consom uma laminula. Em seguida foram imersas em uma
solucdo de congelamento e destinados a mensurac&olucdo de lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM BDT
dos niveis de estresse oxidativo ao DNA pela técnicdlOmM Tris, 1% SDS, pH 10 com 1%iton X-100 e

da eletroforese alcalina em gel de célula isolada (en10% DMSO) permanecendo a 4°C por 12 horas.
saio do cometalDs ensaios laboratoriais foram reali- Subsequentemente, foram expostas a um tampéao al-
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calino (1 mM EDR e 300 mM NaOH, pH ~13,4) por a extragédo, aproximadamente X8 de RNA foram
40 min a 4°CA eletroforese foi realizada neste tam- utilizados para a sintese do cDNA usandachigh
pao a 4°C por 30 min a 2%/300 mAApGs arealiza- capacity cDNAarchive kit” (Applied Biosystems,
¢ao da eletroforese, as laminas foram neutralizadas (0,Boster City CA, USA).
M Tris, pH 7,5), coradas co®YBR Saf@nvitrogen, A andlise da expressédo do gene MLH1 e do
Carlsbad, CA, USAg analisadas com um microsco- gene constitutiv@3-Actina foram feitas por RPCR.
pio de fluorescéncia. Duzentas células foram aleatori-A reacdo de PCR em tempo real foi realizada no equi-
amente selecionadas (100 de cada amostra tecidual)amento iCycler IQ (Bio-Rad, USA). Os experimen-
analisadas individualmente utilizando-sesaftwae tos foram feitos em triplicata, e as amostras foram
Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd. — USA). normalizadas usando-se um dos controles constitutivos.
Com o auxilio do software obteve-se o valor Os primers e sondas utilizadas neste estudo foram de-
da extensao da cauda do com@ata Moment)sendo  senhados usando o servifagMan®de ensaio de
seus valores médios determinados. Segundo o manuakpressao génica (Applied Biosystems). O quadro 1
do fabricante, @ail Momenté definido como o produ- mostra os primes utilizados para a amplificagéo do gene
to do DNA da cauda e a distancia média da migracaddLH1 e do gene constitutivd-actina.
da cauda. O tamanho da cauda reflete a extenséo das A reacdo de PCR em tempo real foi realizada
rupturas das hélices de DNA (dano oxidativo), e podeno equipamento iCycler IQ (Bio-Rad, USA). Os experi-
ser quantificado por métodos de intensificagédo de imamentos foram feitos em triplicata, e as amostras foram
gem (Figura 1)Adotou-se como valor final para os normalizadas usando-se um dos controles constitutivos.
niveis de dano oxidativo ao DNA nos tecidos normal eA expressao relativa foi calculada de acordo com fér-
neoplasico a média dos valores encontrados nas tréaula 2®®EY 2R E) previamente descrit&. O valor fi-
amostras analisadas de cada tecido. nal adotado para a expresséo do gene MLH1 foi o valor
médio encontrado nos trés fragmentos analisados em
Expressao tecidual do gene de reparo cadadoente (trés do tecido normal e trés do neoplasico).
MLH1
Para a avaliacdo da expressédo do gene MLH1 Analise estatistica
a extracdo do RNA foi realizada a partir de trés frag- Os resultados obtidos para os niveis de dano
mentos da mucosa colica normal e trés da neoplasicaxidativo ao DNA(Tail momeny, expresséo tecidual
obtidos na periferia do tumor e removidos da margem
proximal de ressec¢do nos mesmos doentes onde
ensaio do cometa foi concretizado. Para a estabiliz
¢céo e protecdo do RNA, apés a resseccao cirurgic
todas as amostras destinadas a este fim foram acon
cionadas em frascos contendo RNA-later (QIAGEN,
Valencia, CA, USA) e refrigeradas imediatamente a
80°C até o momento da extracdo do RNAXxtracao
do RNA foi feito em uma Unica bateria. Realizamos a

Figura 1 — Avaliacao dos niveis de esise oxidativo“Tail

- . Moment”),por meio da eletroforese em gel de célula Gnica (ensaio
extracdo do RNA com o emprego do RN-é&dsssue do cometa)A — Célula normal;B — Célula com dano oxidativo
kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricamipos intenso.

Quadro 1 —Primers que utilizados para amplificacdo dos genes MLHZagtina.

Gene Primer Sequéncia (5% 3))

MLH1 hMLH1-sense CGGTTACTACCCAATGCCTCAAC[FAM]G
hMLH1-antisense TTCTCGACTAACAGCATTTCCAA

[B-actin B-actin-sense CGGCTRPATACACACTCCAAGGCIFAMIG
B-actin-antisense ACACTGGCTCGTGGACAAGG
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do gene MLH1 foi representado segundo o valor mé-as do epitélio normal (p<0,00001; IC-95%: -1,7502 a -
dio com o respectivo erro padrao considerando os tecii,2544) As células da mucosa colica obtidas dos teci-
dos normal e neoplasico. Empregou-se o teste t ddos normais ja apresentavam algum grau de dano
Student pareado na comparacao entre os valores adoxidativo ao DNA.

tando-se intervalo de confianca de 95%. Em todos os

testes utilizados estabeleceu-se nivel de significancia Niveis de expresséo do gene MLH1
de 5% (p<0,05)Todos os dados obtidos foram anali- Os resultados obtidos com a amplificagdo do
sados usando o programa estatistico SPSS 13.0 (SP$8ne MLH1 mostraram que, em média, a expressao do
Inc., Chicago, USA). gene no tecido normal foi de 0,5618+0,08 UA, enquanto
no tecido neoplasico de 0,3532+0,02 WAtabela 2
RESULTADOS mostra a comparacao entre os valores médios, com res-
pectivo erro padrao e intervalo de confian¢a dos valores
Niveis de dano oxidativo ao DNA encontrados para a expressao do gene MLH1 nos teci-

Os resultados obtidos pelo ensaio do cometados normal e neoplasidderificou-se que no tecido ror
mostraram que, em média, os niveis de dano oxidativanal os niveis de expressao do gene MLH1 foram signi-
ao DNA nuclear no tecido normal foram de 1,0490,06ficativamente maiores quando comparados ao tecido
TM, enquanto no tecido neoplasico de 2:3524TM. neopléasico (p = 0,02; IC- 95%: 0,0292 a 0,3873).

A tabela 1 mostra os valores médios, com o respectivo .

erro padrao, dos niveis de estresse oxidativo ao DNADISCUSSAO

(Tail Momen} nos 44 casos estudados, comparando

os tecidos normais e neoplasicdgerificou-se que os Defini-se como radical livre qualquer &tomo ou
niveis de dano oxidativo a DNA foram significativa- molécula que contenha um nimero impar de elétrons
mente mais elevados nas células da mucosa célica doa sua Ultima camada eletronté&. A denominacao
tecido neoplasico quando comparado com o das céluRLO é adotada porque a maioria dos radicais livres é

Tabela 1 -Niveis de dano oxidativo ao DNAiclear comparando tecidos normais e neoplasicos, na casuistica
total estudada.

Niveis de dano oxidativo ao DNA

(T™)
Tecido Normal Tecido Neoplasico
n Média + E.P. Média + E.P. I.C. 95% p
44 1,049+ 0,06 2,552+0,14 -1,7502 a-1,2544  0,00001*

TM = Tail moment; n = nimerde doentes; E.B Erro padréo; I.C.95% = interalo de confianca (95%); * = significativog$te t &ident
pareado.

Tabela 2 -Comparacgéo da expssdo do gene MLH1 nas células normais e neoplasicas da mucosa célica
de doentes com céancer caletal.

Gene MLH1
(UA)
Tecido Normal Tecido Neoplasico
n Média + E.P. Média + E.P. [.C. 95% p
44 0,5618+0,08 0,3532+0,02 0,0292 a0,3873 0,02*

U.A. = Unidades arbitrarias; n =namerde doentes; E.B Erro padréo; I.C. 95% = interalo de confianca (95%); * = significativog$te
t Student pareado.
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formada a partir do metabolismo celular do oxigénio. proteina p53, ou correcdo da transversao de bases pelos
Os RLO séo produzidos, constantemente, durante sistemas de reparo do DNA, podera haver transcrigcdo
metabolismo energético normal das células vivas. Oude um RNA mensageiro alterado, com a conset
tras condicdes, como a atividade bacteriana sobréraducdo de uma proteina defeitu&gs@aso esta pro-
substratos alimentares no interior da luz do colon e deina mutante seja responsavel por um dos mecanismos
presenca de inflamagéo da mucosa coélica também pade controle do ciclo celular ou ao préprio sistema de
dem aumentar a formacdo de REES. reparo, a célula podera ganhar autonomia proliferativa,
Durante o metabolismo energético celular den-imortalidade e incapacidade de reparo do DNA, carac-
tro da cadeia respiratéria mitocondrial inicialmente ocorreteristicas inerentes as células neoplasit&ste
a formacéo do RLO denominado superoxido. Como odesequilibrio do ciclo celulazom favorecimento da pro-
superéxido é danoso as células, a enzima superoéxidiferacdo em detrimento da apoptose, e deficiéncias nos
dismutase catalisa a reacdo entre duas moléculas duecanismos de reparo do DNA representa a base da
radical e dois atomos de hidrogénio, formando o peréxidaxplicacdo molecular para transformagéo neoplésica a
de hidrogénio (HD,).** Apesar de néo ser considerado partir do epitélio normafReforcam essas evidéncias
um RLO verdadeiro, por ndo apresentar elétronsestudos demonstrando niveis progressivamente maiores
desemparelhados na orbita externa de sua molécula,de estresse oxidativo ao DNA ao comparar-se tecidos
H,O, pela sua rapida capacidade de difusdo celular @ormais, inflamados, adenomas com graus progressivos
peroxidagao lipidica, também é capaz de danificar memee displasia tecidual e carcinomas.
branas e organelas celulares. Para que isso ndo ocorra Durante os ultimos anos diferentes métodos
o H,0, é rapidamente convertido em agua e oxigéniobioguimicos e analiticos foram desenvolvidos com o obje-
pela acdo dos principais sistemas antioxidantedivo de avaliar a presenca do estresse oxidativo nos teci-
intracelulares representados pelas enzimas catalasedes humano®:?° Entretanto, estas técnicas nao permi-
glutationa peroxidas@odavia, quando existe producédo tem mensurarde modo fidedigno, o dano oxidativo ao
excessiva de J,ou quando os sistemas enzimaticos DNA nuclear de uma Unica célula. Habitualmente, a
antioxidantes tornam-se insuficientes para transforméguantificacéo do dano oxidativo tecidual envolve técnicas
lo em agua e oxigénio, 0,6, forma o radical hidroxila ~de extracdo do DNA dos tecidos e analise por
(OH) por meio das reactes de Feanton e Héfsss cromatografia a gas, cromatografia liquida de alta
catalizadas pelo ion Felisponivel no limen intestinal.  performance, quantificacdo sérica, tecidual ou urinaria de
O radical OHé considerado o mais reativo e 8-OHdG ou métodos imunoistoquimic¢dé&eralmente
danoso de todos os RLO pela sua alta capacidade leséstas técnicas séo dispendiosas, ndo podem ou séo difi-
va tecidual*®A OH é eletrofilica com atividade al- ceis de serem aplicadas em peguenas amostras de teci-
tamente reativa atacando, principalmente, substanciado? Por esta razdo, encontram-se poucos estudos com-
com alta densidade de elétrons, tais como as basgmrando os niveis de estresse oxidativo ao DNA de célu-
nitrogenadas que formam a molécula dolas nas diferentes etapas evolutivas do processo de
DNA . 1013141518Dentre 0s mecanismos mais bem es-carcinogénese colorretdl}*222A possibilidade de
tudados de estresse oxidativo ao DNA, encontra-se anensurar os niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear em
hidroxilagdo da base guanina ocasionada pelo radicalma Unica célula em diferentes estagios da carcinogénese
OH-. Quando a base guanina é exposta a grandes copederia contribuir para melhor compreenséao do papel re-
centracdes do radical Oldcorre a incorporagdo de presentado pelos RLO em todas as etapas do desenvolvi-
uma OH no carbono oito de sua molécula, formando amento do CCR, bem como a avaliagdo do potencial
8-hidroxiguanina (8-OHdG¥:222"262Durante o pro- terapéutico de substancias antioxidantes na prevencao dos
cesso de duplicacdo do DNA, a base guanina pareiadanos provocados por esses radicais.
se, normalmente, com a molécula de citosina (G-C). Singh et af? em 1988 desenvolveram uma
Contudo, quando existe a formacgdo da 8-OHulfs técnica simples, capaz de detectar os niveis de estresse
um fendmeno conhecido como transversao de bases,axidativo ao DNA nuclear de uma célula isolada. Esta
molécula a 8-OHdG pareia-se, de forma errbnea, comécnica foi inicialmente chamada de eletroforese alca-
uma molécula de timina (G-® G-T), levando ao linaem gel de célulaisolada, hoje mais conhecida como
apaecimento de uma mutac&dNa eventualidade de “ensaio do cometa’A partir de sua descricdo a técni-
ndo haver identificacdo deste erro de pareamento pelea vem sendo cada vez mais utilizada como método

308



Rev bras Coloproct Avaliacdo da Expressdo€tidual do Gene de Reparo MLH1 e dos Niveis Vol. 29
Julho/Setembro, 2000 de Dano Oxidativo ao DNA em Doentes com Cancer Colorretal Ne 3
Carlos Augusto Real Martinez e Cols.

fidedigno de avaliagcdo dos niveis de dano oxidativo acerros de pareamento de bases com modificagcdo da sin-
DNA nuclear de células dos mais diferentes teci-tese da proteina homonima e, consetemente, do me-
dos'%202229Q ensaio do cometa permite de maneiracanismo de controle da apoptose celular prografiada.
simples, precisa e com baixo custo a quantificacdolodavia, estudos também chamam a atencéo para o fato
dos niveis de estresse oxidativo ao DNA em pequenade que apesar dos hiveis de estresse oxidativo serem
guantidades de tecid®A maior vantagem do método, significativamente mais elevados no tecido neoplasico,
€ a possibilidade de quantificar os niveis de danmos tecidos normais, apesar de ndo ocorre qualquer
oxidativo ao DNA nuclear de uma Unica célula, permi- modificag&o histoldgica, ja se encontram niveis conside-
tindo a interpretacado individualizada do estresseraveis de dano ao DNA manutenc¢do de uma popula-
oxidativo a cada célula da mucosa cdlica nos diferengéo de células normais mesmo submetidas a considera-
tes estagios da carcinogén&seA quantificacdo dos vel estresse oxidativo sugere uma atividade preservada
niveis de dano oxidativo do DNA por analise dos sistemas de repafé®
computacional, individualmente em cada célula e em Os resultados que encontramos no presente
uma grande populagéo de células obtidas de um me®studo estdo de acordo com os descritos anteriormen-
mo local, torna a interpretacdo dos niveis de estressie quando observamos niveis de estresse oxidativo ao
oxidativo mais objetiva, representando com mais fideli-DNA significativamente mais elevados no tecido
dade os efeitos dos RLO sobre DN#éclear neoplasico quando comparados aos do tecido normal
A quantificacéo dos niveis de estresse oxidativo(2,552t0,14 x 1,0420,06, respectivament&)?’283Da
€ essencial para a melhor compreensao do mecanismmoesma forma, é importante ressaltgpre também en-
de acéo dos RLO sobre o DNA, bem como seus efeieontramos no tecido normal algum grau de dano
tos moleculares. Estudos que avaliaram os niveis dexidativo do DNA reforcando a importancia dos RLO
estresse oxidativo ao DNA em doentes com cancenas etapas iniciais da agressao tecidual que precedem
gastrico e CCR, pelo ensaio do cometa, encontraram aparecimento da célula neoplasica. E provavel que
niveis progressivamente maiores de dano ao DNAnos tecidos normais, eventuais erros de pareamento
gquando compararam amostras obtidas de tecidos inflgsrovocados pelo estresse oxidativo tenham sido reco-
mados e neoplasicos com as de tecidos nornhecidos pela proteina p53 normal e corrigidos pelos
mais1013.10.20.21.22.27.33 A relacdo entre estresse sistemas de reparo. Refor¢a essa possibilidade o fato
oxidativo, inflamagéo, pdlipos adenomatosos e cancede ndo encontrarmos atipias celulares nesses tecidos.
torna-se evidente quando se demonstrou niveis eleva- Para elucidar o processo de carcinogénese
dos de dano oxidativo ao DNA em células da mucosaolorretal, 0 melhor conhecimento dos mecanismos en-
célica de doentes com retocolite ulcerativa inespecificarolvidos no sistema de reparo do DNA é um assunto de
de longa duragdo e que desenvolveram displasias dateresse crescermteNas células eucaridticas, 0s sis-
alto grau e CCR0163334 temas de reparo do DNA sao responsaveis pela corre-
Poucos estudos avaliaram os niveis de estressgio de erros de pareamento das bases nitrogériééas.
oxidativo ao DNA, com o ensaio do cometa, comparan-£ sabido que o acimulo de muta¢des no DNA pode ser
do tecidos normais e neoplasicos em doentes comesultante de deficiéncias dos sistemas de refsgro.
CCR2#2283%Egges estudos mostraram niveis duas vezesmomento, varios genes foram descritos como sendo ca-
mais elevados de 8-OHdG no tecido neoplasico compapazes de sintetizar proteinas com fungdo de reparo do
rado ao tecido norm&.Constataram que em 71% dos DNA e entre eles merecem destaque o MLH1, MSH2,
doentes o gene p53, de fundamental importancia naideirMS1, PMS2, MSH6 e MGM#%
tificacdo de erros de pareamento de bases nitrogenadas, As proteinas sintetizadas pelos genes de repa-
apresentava elevados indices de dano oxidativo, destae possuem a capacidade de remover um segmento de
cando a importancia da relacdo entre estresse oxidativDNA contendo uma alteragdo na sequéncia de bases
e mutacdes neste getidMostraram ainda que o tipo (A-T;C-G) e inserir um novo segmento contendo a
de mutacdo mais fregntemente encontrada no gene sequéncia correta, o que é feito baseado na sequéncia
p53 foram erros de pareamento de bases do tipexistente no “molde” da fita complementar do DNA.
transverséo (G®T), justamente o tipo de mutacdo mai#\ falha no funcionamento destas proteinas, portanto,
relacionada ao estresse oxidafiv@essa maneira € causa grande instabilidade no genoma, ou seja, os de-
possivel que a acdo dos RLO sob o gene p53 ocasiorfeitos na sequéncia do pareamento de bases, ndo po-
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derdo ser reparados adequadam®fi.ineficiéncia  reparo MLH1 encontra-se menos expressos nos te-
na correcao dos erros de pareamento € melhor demonesidos neoplasicos dos doentes com CCR esporadico
trada nas regifes chamadas de microssatélites ondgmr diversos mecanismos representados, principalmen-
normalmente ocorre repeticdo constante na sequéncig pela hipermetilacdo da regido promotora do gene
de duas ou trés bases. Quando existem modificacbesu perda da heterozigosidadé?s®2537
na disposicdo dessa sequéncia de bases em uma re- Os resultados do presente estudo parecem con-
gido especifica de microsatélites (instabilidade defirmar estes achados quando encontramos em doentes
microssatélites) ao comparar-se tecidos normais €om CCR esporadico menor expressao tecidual do gene
neoplasicos a neoplasia é considerada como decorreMLH1 no tecido neoplasico quando comparada@o
te a erros de replicacdo (RER+). Quando esses errdscido normal (0,3532+0,02 x 0,5618+0,08, respectiva-
ocorrem nas regides codificadoras dos genes favoremente). Como ndo avaliamos a hipermetilacdo da re-
cem o surgimento de mutacdes e, consequentementgido promotora do gene, bem como néo realizamos seu
traducé@o de proteinas defeituo¥aSstudos recentes segienciamento ndo podemos assegurar que essa me-
demonstraram que o silenciamento do gene MLH1nor expressao tecidual se deva a uma dificuldade de lei-
encontra-se relacionado ao desenvolvimento do CCRura do gene hipermetilado ou a uma transversao no
associado a erros de replicacdo pesquisados pelo estpareamento de uma de suas bases provocada pelo
do da instabilidade de microssatélitég2°26:3¢ estresse oxidativo. Da mesma forma néo realizamos a
O gene de reparo MLH1, também conhecido pesquisa imunoistoquimica tecidual da proteina MLH1
como HNPCC2, FCC2 e hMLH1, localiza-se no nao sendo possivel afirmar gue a menor expressao génica
cromossomo 3 na posicdo 3p23-p21 e apresenta 1f&sulte em menor expressao tecidual da proteina mutante.
éxons codificadore¥.0 MLH1 é um dos mais impor- Todavia, a auséncia de células neoplasicas no tecido
tantes genes do sistema de reparo do DNA humano mormal permite concluir que neste tecido a maior ex-
mutacdes nesse gene encontram-se relacionadaspaessao do gene MLH1, apesar de existir algum grau de
varios tipos de cancé¥®® O sistema é composto por dano oxidativo ao DNA, corrige eventuais erros de
dois complexos protéicos: as proteinas MutS que inclupareamento provocados pelos RLO.
em MSH2, MSH3 e MSH6 e as proteinas MutL que Estudos anteriores também demonstraram a
englobam MLH1, PMS1, PMS2 e MLH3.Para o importante relacéo existente entre deficiéncias no siste-
funcionamento do sistema de reparo é necessario quaa de reparo e o desenvolvimento de CER&%11
0 complexo protéico MutL se ligue a MugMSH2 e Diferentes possibilidades podem explicar a menor ex-
MSH®6) ou MutSk (MSH2 e MSH3}8 J4 se demons- presséo dos genes de reparo no tecido neoplasico em
trou que este é um dos principais sistemas envolvidosloentes com CCR esporadico. E possivel que exista dano
na correcdo dos erros de pareamento de base do DNéxidativo ao DNA nuclear nas por¢des codificadoras
provocados pelo estresse oxidafi¥%aimportanciado  dos genes de reparo e que o dano nédo corrigido determi-
gene MLH1 e da proteina de reparo por ele transcritane menor expressao e consequentemente menor sintese
na carcinogénese colorretal € melhor avaliada quanda respectiva proteina. Reforcam essas suspeitas, estu-
do se sabe que individuos que apresentam defeitodo chamando a atengéo para a possibilidade de que a
herdados no gene MLH1, desenvolvem precocemenperda da heterozigosidade dos genes de reparo possa
te 0 CCR hereditario ndo associado a poliposeser um dos mecanismos responsaveis pela sua menor
(HNPCC), bem como neoplasias associadas em diexpressdo no tecido neoplasied= possivel que esta
ferentes drgdos (endométrio, tiredide, trato perda de heterozigosidade também possa ser devida a
urogentital)*233° As regides localizadas entre os acgao dos RLO danificando a porgao codificadora do
cédons 578 e 756 do gene MLH1 apresentam maioalelo dominante. Entretanto, estudos mais recentes vém
possibilidade de mutacdes que também ocorrem podemonstrando que a diminui¢cdo da expresséo dos genes
erros no pareamento de bases ocasionadas pelo mee reparo em portadores de CCR esporadico, prova-
canismo de transversdbEstudos mostraram que velmente, encontra-se mais relacionada a
95% dos portadores de HNPCC apresentam mutahipermetilacdo da regido promotora desses genes, fa-
¢Oes herdadas do gene MLH1, enquanto apenas 20%endo com que eles ndo possam ser transcritos e
dos doentes portadores de CCR esporadico apreseponsequentemente expressos nos tecidos
tam a mutacdb? J4 se demonstrou que o gene deneoplésicoss 89
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Os resultados encontrados no presente estudo Estudos com maior nimero de doentes,
confirmam a validade da eletroforese em gel de célulaorrelacionando o estresse oxidativo a expressao
Gnica na quantificacéo dos niveis de estresse oxidativeecidual de cada um dos genes envolvidos no sistema
ao DNA nuclear em doentes com CCR de reparo do DNA ainda sdo necessarios para avali-
guantificacéo foi realizada a partir de pequenas amosar de forma mais precisa o papel desempenhado pe-
tras de tecido que poderiam ser obtidas, a partir déos RLO no desenvolvimento do CCR. Com o adven-
biopsias endoscépicas. avaliacdo do estresse to de técnicas de microarsayue possibilitam o estu-
oxidativo em uma série de bidpsias obtidas de um mesdo simultaneo da expressdo de um grande nimero de
mo enfermo possibilita a comparagado dos niveis de dangenes, concomitantemente associadas a métodos de
oxidativo em tecidos normais, com diferentes graus daleterminacdo dos niveis de oxidativo nugleara
displasia e no tecido neoplasico. Portanto, trata-se dpossivel compreender melhor o papel de cada um
técnica exequivel que permite a determinacéo dos nidesses genes na correcdo de mutacdes induzidas pe-
veis de estresse oxidativo celular ao longo de todas dss RLO. A avaliagdo dos niveis de dano oxidativo ao
etapas do processo de desenvolvimento do CCR. DNA nuclear e a atividade do sistema de reparo nas

Os resultados encontrados confirmam acha-diferentes etapas da carcinogénese colorretal permi-
dos anteriores mostrando que no tecido neoplasico exitgem avaliar a eficicia de substancias com atividade
tem maiores niveis de estresse oxidativo quando comantioxidante como medida preventiva contra o
parados aos tecidos normais e que no tecido normakstresse oxidativo a mucosa cdlica e consequiente-
apesar de existir algum grau de dano de DNA, nadanente o desenvolvimento do CCR.
ocorre transformacéo neoplasit® Essas evidénci-

as reforcam a importancia da integridade dos sistemas CONCLUSOES
de reparo do DNAesses tecidoA. atividade do sis-
tema de reparo proporcionado pelo gene MLH1 en- Os resultados do presente estudo permitem

contra-se significativamente reduzida no tecidoconcluir que células do tecido neoplasico de doentes
neoplasico, sugerindo que estes tecidos possam estaom CCR apresentam maiores niveis de estresse
sofrendo acumulo de mutac¢des devido a ineficiénciaoxidativo ao DNA nuclear quando comparados as do
desse sistema. E possivel que a expresséo preservamaido normal. Constataram que a expressio do gene
do gene MLH1 nos tecidos normais possa, mantendo de reparo MLH1 é maior no tecido normal quando
sintese da proteina especifica, corrigir o DNA eventu-comparado ao tecido neoplasico demonstrando a im-
almente alterado, impedindo a transformacaoportancia desse gene na preservacao da integridade
neoplasica. DNA.

ABSTRACT: The oxidative DNA damage caused by oxygende radicals is one of the most imptent mechanisms esponsible forthe

initial steps of colorectal carcinogenesis. The oxidative stress can cause errors in the pairing of nitrogenous bases that form the DNA,
allowing mutations in controlling genes of the cell cycle. The cells have a defense system represented by the DNA mismatch repair
genes that correct the errors of matching prevent the development of DNA mutations. Few studies have evaluated the relationship
between oxidative DNAdamage and the tissue expssion of mismatch epair genesAim: The aim of the present study was evaluate the
levels of oxidative DNA and the tissue expression of MLH1 mismatch repair gene in the cells of normal and neoplastic colonic mucosa
of patients with colorectal cancer Material and Methods: Were studied 44 patients with diagnosis of colectal adenocacinoma. Were
excluded patients with heeditary colorectal cancey with colorectal cancerassociate with inflammatoy bowel diseases and those
undergoing neoadjuvant radioquimiotherapy To evaluate the levels of oxidative DNAamage was used the single cell gel elethoresis
(comet assay) evaluating 100 cells obtained from normal and neoplastic tissues. For the evaluation of the tissue expression of MLH1
gene was employed the technique of polymerase chamaction in real time (RT-PCR) with primer specifically designed forMLH1

gene. The comparison among the levels of DNA oxidative stress and expression of MLH1 mismatch repair gene in normal and
neoplastic tissues was done byuslent t test adopting a significance level of 5% (p< 0.05). Resulhe levels of oxidative DNAdamage

in tumor tissue were significantly higher when compared to the level of the normal tissue (p = 0.0001). The tissue expression of MLH1
mismatch repair gene in tumor tissue was significantly lower when compared to normal tissue (p=0.02). Conclusion: The mismatch
repair gene MLH1 are less expressed in tumor tissue and inversely related to levels of oxidative DNA damage.

Key words: Colorectal Cancer; DN®amage; DNARepair; Oxidative stress; Confetsay; Polymerase Chain Reaction.
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