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EXOCYCLIC DNA ADDUCTS: IMPLICATIONS IN MUTAGENESIS AND CARCINOGENESIS. A number of ring-extended
DNA adducts resulting from reaction of o,B-unsaturated aldehydes, or their epoxides, with DNA bases have been characterized
in recent years. These adducts can lead to miscoding during DNA replication which, if not repaired, result in mutations that can
contribute to cancer development. Recently, the use of ultrasensitive methods allowed the detection of background levels of etheno
DNA adducts in tissues of untreated animals and humans suggesting the existence of endogenous sources of reactive intermediates.
In this review, we briefly summarize the recent advances in the chemistry of these DNA lesions.
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INTRODUCAO

E muito antiga a observagdo de que a exposi¢2o dos seres huma-
nos a determinadas substéncias presentes no meio ambiente ou no
seu local detrabalho pode levar ao desenvolvimento de cancer. Jano
final do século XVIII foi relatado que a ocorréncia de cancer de
escroto em limpadores de chaminés poderia estar relacionada com a
deposicdo de fuligem e alcatréo nas pregas escrotais. Posteriormente
foi mostrado que a aplicagdo repetida de alcatréo de hulhanapele de
animais levava ao eventua desenvolvimento de tumores malignos
no sitio da aplicacdo. Hoje sabemos que o acatrdo de hulha contém
hidrocarbonetos arométi cos carcinogénicos, como o benzo[ o] pireno.
No século XIX foi percebida uma associacdo entre a exposicéo de
pintores a aminas arométicas, tal como benzidina, e o desenvolvi-
mento de cancer na bexiga. Somente apds 1930 foi demonstrada a
associagdo entre a exposi¢ao de animais a diversas aminas aromati-
cas e 0 desenvolvimento desse tipo de cancer. Atualmente sdo co-
nhecidas vérias substancias quimicas carcinogénicas'.

Chama-se carcinogénese o processo de conversdo de umacélula
normal em uma célulamaligna, sendo que os agentes indutores des-
Se processo sdo denominados carcindgenos. Usual mente € necessa
ria a exposi¢ao repetida aos carcindgenos para que haja o desenvol-
vimento de tumores malignos. Esse desenvolvimento ocorre muito
lentamente devido anaturezacomplexadacarcinogénese, aqual pode
ser divididaem trés estagios: ainiciacdo, a promogao e a progressao,
sequiéncia de eventos que foi esclarecida no decorrer dos Ultimos 20
anos?. FregUentemente, apds a alteracdo inicial, aparecem novas po-
pulacBes celulares que representam a evolugdo de células normais
para células pré-neoplasicas, pré-malignas e malignas®.

A iniciacdo é causada por uma ateragdo irreversivel do DNA,
como areagdo dessa molécula com substéncias carcinogénicas. As-
sim, mecanismos de detoxificacdo de carcindgenos, reparo do DNA
e eliminagdo das cél ulas que tenham DNA modificado (por apoptose,
por exemplo) sdo importantes para a protegdo contra a iniciagdo do
cancer. Para que a iniciagdo ocorra, € necessario que hgja ndo so a
modificacdo do DNA, mas também a suareplicacdo e a proliferacdo
celular, de modo que amutagdo inicial possa se fixar. A maioria dos
canceres humanos sdo originarios de células epiteliais (carcinoma),
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pois as mesmas estdo expostas aos carcindgenos (presentes no ar ou
nos alimentos) e se proliferam rapidamente®.

Em geral, os carcinégenos sdo substancias eletrofilicas ou sdo
metabolizados para as mesmas durante o seu processo de
detoxificac8o. Tais substancias sdo atraidas por moléculas com alta
densidade €eletronica, como é o caso das bases do DNA, as quais
acabam se ligando e levando aformacdo de adutos®. A base do DNA
mai s suscetivel a esse tipo de ataque € a guanina, masjaforam rela-
tados adutos formados com todas as bases’. Sendo formadosno DNA
através de mecanismos quimicos especificos, tais adutos podem le-
var a mutagdes em proto-oncogenes ou em genes supressores de tu-
mor e iniciar o processo de carcinogénese® ™,

A elucidacdo das estruturas quimicas de varios adutos formados
com DNA foi de fundamental importéancia para os avancos feitos
nesta érea nas Ultimas duas décadas. Adutos formados tanto em rea-
¢des in vitro como em sistemas experimentais de model os biol égi-
cos foram caracterizados através de técni cas como espectrometriade
massa, fluorescéncia e ressonéncia magnética nuclear (RMN)7113,

A iniciagdo é seguida pela promogao, aqual envolve aselecdo e
expansdo das células iniciadas, podendo levar ao desenvolvimento
de um tumor benigno. Durante a promog¢do do tumor, o material
genético alterado da célulainiciada altera a expressdo dos genes que
regulam a diferenciago e o crescimento celular. Quando adminis-
trados em altas doses, muitos carcinégenos sdo tanto iniciadores como
promotores. Entretanto, uma dose baixa ndo indutora de tumor se
torna efetiva se administrada juntamente com certas substancias néo
carcinogénicas conhecidas como promotoras de tumor. Exemplos
de promotores de tumor s&0 o acetato de forbol miristato (PMA), um
composto normamente usado para induzir a explosdo respiratéria
em células fagociticas, e 0 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato
(TPA). Muitos promotores de tumor s0 potentes indutores de infla-
magcdo, mas ndo ha um principio que explique a agdo de todos. Eles
podem levar aalteracOesreversiveis daproliferagéo celular e expres-
sdo fenotipica. A remogao do promotor pode resultar em retorno do
tecido paraum estado quase normal, embora ainda estejainiciado2.

Na busca de uma correlagéo entre os niveis de adutos formados
em DNA e aincidéncia de tumores, foi feito um estudo no qual
foram compilados dados disponiveis a respeito dos niveis de diver-
sos adutos ap6s exposicdo cronica de ratos ou camundongos aos
carcinégenos. Entre os diferentes carcindgenos investigados, foi
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observada grande variagdo nos niveis dos adutos que resultavam em
50% de incidéncia de tumor (53-5543 adutos/10® nucleotideos),
mostrando a existénciade diferencanacapacidade de os vérios adutos
de DNA levarem a mutagdes criticas!. Os niveis de adutos em DNA
s80 um reflexo das vel ocidades de formagdo e remogéo dos mesmos,
0 que depende da ativagdo do carcindgeno, da eficiéncia de reparo
daslesdes, da estabilidade do aduto e da vel ocidade de renovag&o do
tecido!. Outros estudos também mostraram associagdes entre a for-
macdo de adutos em DNA e mutagénese e tumorigénese'2#2, en-
quanto redugBes dos niveis dos adutos foram associadas com
quimioprevencdo®. Os resultados obtidos nesses estudos mostraram
que: aformagdo de adutos em DNA é tipicamente linear nas doses
mai s baixas de carcindgenos; esses adutos estéo presentes na ausén-
ciade tumores, mas os tumores ndo se desenvolvem na auséncia dos
adutos; e outros eventos teci do-especificos (como proliferacéo celu-
lar) s80 necessarios para que 0s tumores aparegam2,

O estagio final da carcinogénese consiste na progressao de uma
lesdo benigna ou pré-maligna paraumamaligna, o que envolve ate-
ragOes adicionais no DNA (por exemplo, nos genes supressores de
tumor). A conversdo de tumores benignos para malignos é acompa
nhada por perda no controle do crescimento, invasdo de tecidos,
metéstase e instabilidade genética aumentada. Alguns exemplos sdo
a progressdo de pdlipos benignos do cdlon para adenocarcinoma e
de nddulos hepéticos benignos para hepatoma®.

Estudos epidemi ol 6gicos mol ecul ares com o potencia deelucidar
as relacOes entre formagao de adutos em DNA erisco de cancer em
humanos provavel mente serdo muito aplicados no futuro e poderdo
gerar hipbteses a respeito dos mecanismos biol dgicos basicos fun-
damentai s que levam ao desenvolvimento detumores. Grandesvaria-
¢des entre os individuos no que se refere a formagdo de adutos
carcinogeno-DNA sugerem que determinantes genéticos do meta-
bolismo de carcindgenos, reparo do DNA e controle do ciclo celular
podem contribuir para as conseqiiéncias dos danos ao DNAY.

DANOSBASAISEM DNA: |. OXIDAGAO

Um grande avango na érea da carcinogénese ao longo dos Ulti-
mos 20 anos foi a observacdo de que danos em DNA e mutacdes
ocorrem mesmo naausénciade exposi ¢ao acarcindgenos genotoxicos
aravés de um tratamento especifico ou um habito particular. Os agen-
tes que levam a esses danos incluem produtos normais do metabolis-
mo celular, como espécies reativas de oxigénio, produtos da
peroxidacao lipidica, agentesal quilantes, estrégenos, espéciesreativas
de nitrogénio, agentes clorinantes e certos intermediarios de algu-
mas vias metabolicas?, e fontes exdgenas inevitaveis, tais como ra-
diacdo UV, radiaco ionizante, radioisotopos de ocorréncianatura e
numerosas substancias quimicas genotoxicas presentes naturalmen-
te ou como contaminantes na dieta e no ar®?4. O desenvolvimento
de métodos analiticos suficientemente sensiveis para a detecgdo dos
danosbasaisem DNA foi de fundamental importancia paraque pudesse
ser avaliada a contribuicdo desses danos para a carcinogénese®™.

Muitos dos danos endgenos observados no DNA correspondem
a oxidacOes de bases®*2 (Figura 1). Entretanto, os niveis detectados
de danos oxidativos no DNA de céulas normais variam de acordo
com ametodologiautilizada (HPL C/EC, GC/M S ou *2P-postlabeling)
e também entre laboratérios, o que tem sido motivo para grandes
debates nestadrea®. Niveis de 7,8-dihidro-8-oxo-2'-desoxiguanosina
(8-oxodG) relatados em tecidos humanos variam de 1 aduto em 107
nucleotideos a 1 aduto em 10° nucleotideos®, e os niveis basais nos
mesmos tecidos relatados por diferentes laboratérios variam em or-
dens de magnitude®. Esforcos tém sido feitos no sentido de identifi-
car e controlar as fontes de erros dessas medidas®*%3. Mesmo as-
sim, fazendo uma comparagdo com os niveis de adutos detectados
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Figura 1. Algumas bases oxidadas encontradas em DNA

em células expostas a carcindgenos conhecidos (o nivel de adutos de
benzo[ o] pireno em DNA de carcinoma pulmonar de fumantes varia
de 65 a 533 por 10° nuclectideos), esses niveis de danos oxidativos
s30 dtos e podem ser importantes contribuintes para a etiologia de
muitos canceres humanos®,

A identidade dos oxidantes responsaveis pela oxidagdo de bases
do DNA ainda é matéria de investigagao®. O radical hidroxila (HO")
€ extremamente reativo, podendo se adicionar a bases do DNA ou
abstrair &omos de hidrogénio das mesmas e originar muitos dos pro-
dutos observados no genomat. E provével que o radical HO® desem-
penhe um papel na oxidacdo enddgenado DNA, mas a suaformagédo
deve ser imediatamente adjacente a molécula de &cido nucleico para
que os danos sgjam gerados. Neste caso o peroxido de hidrogénio
(H,0,) seria a espécie que se difundiria até o DNA, onde reagiria
com fons metalicos gerando o oxidante4.

Outro oxidante que pode gerar muitos dos produtos de oxidagdo
observados no DNA é o peroxinitrito (ONOO), o qual pode se difun-
dir intracelularmente e ser capturado por algumas células via canais
anionicos®™*. Uma série de complexos mecanismos levam a forma-
¢ao de dif erentes espéciesreativas de nitrogénio e oxigénio apartir do
peroxinitrito, que devermn ser responsavei s pel os danos observados®®*.
O padréo de produtos gerados pel aoxidagdo do DNA por peroxinitrito
€ complexo e reflete a diversidade de bases oxidadas detectadas nos
tecidos®. Uma observagdo importante € ade que o peroxinitrito é bas-
tante reativo com 8-oxodG (pelo menos 1000 vezes maisem relagéo a
reatividade com 2’ -desoxiguanosing) e, a medida que o nivel dessa
base oxidada aumenta, ela pode competir com as bases ndo modifica-
das no DNA pela reag@ com peroxinitrito, levando & formacdo de
outros produtos®®. Tad fato faz com que 8-oxodG ndo seja sempre
um bom marcador paradanosem DNA induzidos por estresseoxidativo.
Oxido nitrico (‘NO) e &nion radical superéxido (O,") sio produzidos
simultaneamente nos macréfagos e, portanto, niveis elevados de
peroxinitrito (NO + O,” — ONOQO) ser&o produzidos em célulasin-
flamatdrias ativadas. Condicdes patofisioldgicas de infecgbes croni-
cas einflamagfes sdo conhecidos fatores de risco paravarios canceres
humanos e uma possivel ligagdo entre inflamac&o e aindugdo de mu-
tacOes € a habilidade de o peroxinitrito oxidar o DNA®, Recentemente
foi demonstrada uma associagdo entre a ocorréncia de transversdes
G—T no genep53 de cancer colorretal humano e o nivel de expressao
daformainduzivel da éxido nitrico sintase™.

O produto de oxidagdo do DNA mais extensivamente estudado,
devido a facilidade com que pode ser detectado, € a 8-oxodG*>.
Suas propriedades bioldgicas foram amplamente investigadas, ten-
do sido verificado que é uma lesdo mutagénica em bactérias e célu-
las de mamifero, levando principalmente a transversdes G—>T707,
Transversdes G—T s80 muito encontradas em genes supressores de
tumor e proto-oncogenes mutados™. Outros estudos de mutagénese
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sitio-especifica mostraram que 8-oxo-adenina, timina glicol, 5-
hidroxiuracila, uracila glicol e 5-hidroxi-desoxicitidina também sdo
lesdes mutagénicas’™ ™.

Fortes evidéncias apontam no sentido de que a ocorréncia de
bases oxidadas no DNA leva ao surgimento de mutactes espontéa-
neas ao longo da vida de um individuo, podendo contribuir para o
desenvolvimento de tumores. Niveis aumentados de vérios produtos
resultantes de danos oxidativos a0 DNA foram encontrados em teci-
dos de cancer de mama em relacdo aos respectivos niveis presentes
no DNA de éreas adjacentes. Aumentos semel hantes foram observa-
dos em cénceres de pulmao, cdlon, estbmago, ovario e cérebro”. Foi
também observado que na hiperplasia prostética benigna, a qual
freguentemente se relaciona com o posterior desenvolvimento de
cancer de prostata, ha niveis elevados de bases oxidadas no DNA™.

Uma descoberta crucia que passou a sustentar a hipétese de que
danos oxidativos no DNA sdo importantes contribuintes para a ocor-
réncia de mutacfes espontaneas foi a de que existe um sistema ela-
borado de reparo em Escherichia coli para reduzir a mutagénese
devida a 8-oxodG. Este sistemainclui uma glicosilase pararemover
8-oxoguanina do DNA (glicosilase FAPY /produto do gene mutM),
uma glicosilase que remove adenina no pareamento errado 8-
oxodG:dA (produto do gene mutY) e uma hidrolase (8-oxodGT Pase/
produto do gene mutT) para eliminar 8-oxodGTP da reserva de
nucleotideos™®. Linhagens de E. coli com mutagdes em qual quer
um desses genes apresentam ndo sd aumento dos niveis basais de 8-
oxodG, como também aumento da freqiiéncia de mutacdes esponté-
neas, principalmente tranversdes G—T&8%, Existem também
glicosilases pararemocdo de outras bases oxidadas do DNA®, sendo
que as endonucleases 11 e VIl de E. coli participam daremogéo de
diversas pirimidinas oxidadas, tal como timinaglicol, 6-hidroxi-5,6-
dihidrocitosina e uracila glicol®®. Homologos dessas enzimas de
reparo estao presentes em organismos eucariontes™ o,

As medidas dos niveis basais de danos oxidativos no DNA, a
evidénciamolecular arespeito das propriedades mutagénicas dessas
lesdes e a verificagdo de que dietas ricas em antioxidantes sdo
anticarcinogénicas sugerem fortemente que danos genéticos induzi-
dos por oxidantes endégenos contribuem para a carcinogénese® %%,

PEROXIDAGCAO LIPIDICA E DANOS EM DNA

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem danificar
ndo s6 0 DNA, mas também outros componentes celulares. Devido a
sua abundancia nas células e susceptibilidade a oxidacdo pela pre-
senca de grupos metilénicos entre duplas ligagdes (Figura 2), os &ci-
dos graxos poliinsaturados sdo, para os oxidantes, alvos mais prové-
veis do que 0 DNA%Y, E estimado que aproximadamente 60 molé-
culasde&cido linoleico (18:2 A®*2) e 200 de &cido araquiddnico (20:4
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Figura 2. Estruturas de alguns acidos graxos poliinsaturados presentes
nas membranas bioldgicas
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ASB1L14) (0s &cidos graxos poliinsaturados mais abundantes em nos-
sas células) sdo consumidas por oxidante que reage com a bicamada
lipidica®. Como essaoxidagdo desencadeiaumacascataautocatalitica
que gera numerosas substancias genotdxicas, tais danos aos lipidios
tém grandes implicagdes para a integridade do DNA.

A peroxidag@o lipidica seinicia pelo ataque a bicamada lipidica
de qualquer espécie suficientemente reativa para abstrair um aomo
de hidrogénio bis-alilico de um &cido graxo poliinsaturado. Foi veri-
ficado que espécies tais como HO', HO,', "NO,, RO, RO, podem
realizar essa oxidag&o®°. Apos iniciado, o processo se torna
autocatalitico, levando aformacdo de hidroperdxidos e produtos se-
cundérios. As Figuras 3 e 4 resumem as trés fases do processo. E
importante mencionar que a oxidagédo enzimatica do acido
araquiddnico, que ocorre durante a sintese de eicosantides, € uma
importante fonte de espécies reativas de oxigénio. Além dos
eicosandides envolvidos na sinalizagdo intra- e intercelular, radicais
de oxigénio e hidroperdxidos lipidicos sdo gerados durante as rea-
¢Oes catalisadas por ciclooxigenases ou lipoxigenases'®.

Iniciacdo Propagacio Terminacio
H
0, F&t  pe+ Aldeidos
o .
LH = L' > L0O' 3= LOOH 7~ LO"——= | Cetonas
HO®| H,0 LH L* F&' Feé*+HO Epéxidos

Figura 3. Representagdo geral das fases da peroxidag&o lipidica (esquema
modificado Ref. 103)

ApoOs a abstracdo do &omo de hidrogénio do &cido graxo
poliinsaturado (LH) levando a formagdo de um radical lipidico
centrado no carbono (L), este é estabilizado por um rearranjo
molecular, adquirindo a estrutura de dieno conjugado. A adicdo ex-
tremamente rgpida de uma molécula de oxigénio ao radicd lipidico
leva & formagdo do radical peroxil (LOO"). Este é capaz de reagir
com outro &cido graxo poliinsaturado, iniciando umanova cedeia de
oxidagdo a partir da formagao de outro radical lipidico (L*) (fase de
propagacdo). O radical LOO" combina-se com o &omo de hidrogé-
nio abstraido e forma um hidroper6xido lipidico (LOOH)Y®, Alter-
nativamente, os radicais LOO" podem formar peroxidos ciclicos (Fi-
gura 4) pelo atague a uma dupla ligagdo na mesma cadeia. Esses
perdxidos ciclicos também podem propagar a peroxidagdo lipidica
€, no caso da oxidagdo dos &cidos araquiddnico, docosahexaendico
(22:6 A*7101316.19) @ @i cosapentaenoico (20:5 AS8111417) 'pnodem levar
a formacdo de isoprostanos'®. Os isoprostanos sdo uma classe de
produtos toxicos isdmeros dos leucotrienos e prostaglandinas e sdo
utilizados como biomarcadores de peroxidagdo lipidica. Estéo pre-
sentes em plasma e urina de seres humanos sadios, 0 queindicaque a
peroxidacao lipidica € um processo que ocorre continuamentel®>1%,

Os hidroperdxidos lipidicos sdo instaveis na presenga de metais
de transi¢cdo, tais como ferro ou cobre, e formam radicais alcoxil
(LO") e peroxil (LOOY)™Mo:

LOOH + Fe** (ou Cu*) — LO" + OH- + Fe** (ou Cu?)
LOOH + Fe* (ou Cu?*) —» LOO" + H* + Fe* (ou CuY)

A reacdo de ions Fe** com hidroperoxidos lipidicos é freqien-
temente mais rapida que a reaggo com H,0O, (k, paraFe* + H,0, é
aproximadamente 76 M*'s*; k, para LOOH + Fe* € aproximada-
mente 1.5 x 10°® M-1s?). A reacdo dos hidroperéxidos com Fe* é
mais rapida que a sua reagdo com Fe*. Portanto, a velocidade de
propagacao da peroxidagdo lipidica na presenca de Fe* in vitro pode
ser aumentada pela adicdo de agentes redutores em baixas concen-
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Figura 4. Esquema proposto para formagéo de hidroperéxidos lipidicos e
pero6xidos ciclicos a partir do &cido araquiddnicot

tragOes, tal como ascorbato, de modo a ser atingida umarazéo 6tima
Fe*/Fe* que favorega a propagacao™. Os ions cobre sdo poderosos
promotores da decomposi¢do de perdxidost®2.

Os radicais alcoxil podem abstrair &omos de hidrogénio de ou-
tros &cidos graxos poliinsaturados e hidroperdxidos lipidicos, for-
mando outrosradicaislipidicos (L*) eradicais L OO, respectivamen-
te. Assim, contribuem também para a propagacdo da peroxidacéo
lipidica.

Além de contribuirem para a propagacdo da peroxidacao lipidica,
sdo também de interesse as reagOes dos radicais LOO" com outras
macromol éculas'314, Seu tempo de vida é de aproximadamente 5 a
10 seg e, uma vez formados nas membranas nucleares, 0 DNA passaa
ser um avo importante'™. Foi verificado, apartir dareplicacéo em célu-
las humanas de vetores previamente modificados por LOO", que esses
radicais induzem predominantemente substituicBes nos pares de base
G:C, sendo que transversdes G—T foram as principais substituicdes
observadas™. N&o sdo conhecidas as lesdes pré-mutagénicas que le-
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vam a substituiges"18 e o esclarecimento dos eventos quimi-
cos responsavel s pel os efeltos mutagénicos dos radicais LOO" € de fun-
damental importéncia para a avaliacdo da contribuico dessas lesdes
para o conjunto de danos basai's presentes no DNAZ,

Pode-se observar, portanto, que um Unico evento de iniciacdo
levaaformagao de vérias molécul as de perxidos como resultado da
reacdo em cadeia. Um outro fator que aumenta a complexidade da
peroxidacdo lipidicaé que aabstracdo inicial de um &omo de hidro-
génio pode ocorrer em diferentes pontos da cadeiade um &cido graxo
poliinsaturado. Assim, a peroxidagéo do &cido linoleico daorigem a
principalmente quatro diferentes hidroperdxidos (dienostrans,cisou
trans,trans substituidosem C-9 ou C-13), ado &cido linolénico (18:3
A®1215) também origina quatro (dienos trans,cis substituidos em
C-9, C-12, C-13 ou C-16), a do &cido araquiddnico seis (dienos
trans,cis substituidos em C-5, C-8, C-9, C-11, C-12 ou C-15) e as-
sim por diante'®°. Além disso, como mencionado anteriormente,
osradicais peroxil podem reagir de modo aformar perdxidosciclicos
e endoperdxidost®. Outras variagdes surgem do fato de que os &ci-
dos graxos poliinsaturados podem estar contidos em fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, glicolipidios ou esterificados
ao colesterol e suas oxidagtes podem ter diferentes propriedades
biol 6gicas e patol 6gicas®. A oxidagdo do colesterol para5,6-epdxido
e 5o-hidroperdxido € também de especia interesse bioldgico, uma
vez que o colesterol epoxidado ocorre em altas concentragdes em
fluido de mama humana e foi identificado como mutagénico'®12,

A decomposi¢éo dos hidroperoxidos lipidicos € importante por-
que, além de gerar radicais que propagam a peroxidacdo lipidica,
geraprodutos ndo radical ares. Esses produtos secundérios (al deidos,
cetonas, epoxidos, entre outros) sdo mais estaveis do que osradicais
livres que iniciaram o processo e os radicais lipidicos formados du-
rante a fase de propagagdo. Conseqlientemente, podem atingir pon-
tos distantes do local em que se formaram?®.

Os mecanismos pelos quais esses produtos secundarios sdo ge-
rados envolvem: cisdo- por clivagem homoliticaentre o carbono do
radical acoxil e umaligagdo C-C adjacente, originando um aldeido
eum radical de hidrocarboneto que é estabilizado pela abstragéo de
hidrogénio de uma outramol écula (esse mecanismo origina os gases
etano e pentano, cujas medidas sdo utilizadas para a avaliagdo da
peroxidacdo lipidicain vivo); estabilizacdo do radical alcoxil parao
respectivo acido oxodiendico; ou ataque do radical alcoxil a uma
duplaligacéo adjacente, podendo formar epoxidos (Figura5). Como
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Figura 5. Esquema proposto para formagéo de al guns produtos secundarios
da peroxidagdo lipidica. - 6: RL= CH,(CH,),; ® - 3: RL= CH,CH,
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o0s sistemas biolégicos contém uma mistura de diferentes acidos
graxos poliinsaturados com varios graus deinsaturacéo, aperoxidacao
lipidicairagerar umamistura de hidroperdxidos lipidicos cujas que-
bras podem produzir uma variedade de produtos secundarios dife-
rentes, dentre os quais os aldeidos s80 0s mais estudadost®1212,

A Tabela 1 apresenta uma lista de aldeidos que foram identifica-
dos como produtos da peroxidagéo lipidicainduzidaem microssomos
de figado de ratos pelo sistema ADP-Fe*/NADPH2613,

A concentracdo gerada desses aldeidos depende das condictes
de oxidagdo e da composi¢éo de &cidos graxos poliinsaturados nas
membranas. trans-4-Hidroxi-2-nonena (HNE) é formado a partir
da oxidagdo de &cidos graxos poliinsaturados -6, tais como &cido
araquidodnico e linoleico, tendo sido detectado em vérios tecidos de
humanos, cachorros eroedores em niveisque variam de 0,3 a8 nmol/
g de tecido € 0,1 a 45 pM em plasma, dependendo do tecido e das
condicles patoldgicas'?®®2. A concentracdo intracelular de HNE
medida em hepatdcitos incubados com CCl, (um indutor de
peroxidagao lipidica apos ser metabolizado para CCl,; viacitocromo
P450) foi de aproximadamente 7 pM*¥® e, considerando que os
adeidos derivados de lipidios ndo se distribuem uniformemente en-
tre as fases aquosa e lipidica, foi estimado que a concentragdo total
local de aldeidos no interior das membranas de microssomos
peroxidados pode atingir o nivel de 100 mM271281%0 sendo que essa
concentracdo estimada de HNE fica em torno de 4,5 mM*,

Malonaldeido (MDA) é formado enzimaticamente durante o
metabolismo de prostaglandinas'®®®*® e espermina'* e a partir da
oxidacdo de acidos graxos com mais de duas duplas ligagOes, tais
como os &cidos linolénico, araquidénico, docosahexaendico e
eicosapentaendico, sendo que os &cidos graxos w-3 (linolénico,
docosahexaendi co e ei cosapentaendi co) também originam 4-hidroxi-
2-hexena (HHE)?*®, Os niveis de MDA determinados em plasma
de individuos sadios através de diferentes metodologias variam de
zero a 47,2 uM, sendo que os valores mais baixos foram encontra-
dos através da utilizagdo de metodol ogias mais especificas, baseadas
em HPLC ou cromatografia gasosat®. O nivel de MDA encontrado
em urina humana normal, determinado como derivado de
pentafluorofenil-hidrazina por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa com ionizagdo por captura de elétrons, si-
tua-se na faixa de 0,2 a 0,8 pM**%. MDA, HNE, HHE, juntamente
com acroleina (2-propenal) e crotonaldeido (2-butenal), sdo os
aldeidos mais largamente estudados com relagéo as suas proprieda-
des quimicas e biol6gicast*,

A peroxidacao lipidica tem sido associada ao desenvolvimento
de uma variedade de condi¢des patol dgicas induzidas por exposi¢ao
aagentes oxidantes. Algunsexemplossdo ainjUriadevidaaisquemia
- reperfusdo™®, a hepatotoxicidade devida ao tetracloreto de car-
bono'143, a carcinogénese’®#, a aterogénese>15, a formagdo de
pigmentos de lipofucsina associados ao envelhecimento™2' e dia-
betes™>1%. Considerando que os adeidos a.,B-insaturados (aqueles
gue apresentam uma dupla ligacdo C=C conjugada com o grupo
carbonila), variantes estruturais dos mesmos (tais como 4-
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hidroxialcenais e epoxialdeidos) e malonaldeido sdo agentes
aquilantes com capacidade de se ligarem covalentemente a grupos
nucleofilicos presentes em DNA, peptideos e proteinas, provocando
ateracdes nas fungdes dessas mol écul as, muitos trabal hos tém suge-
rido aimplicacdo desses aldeidos em varios processos degenerativos
associados ao estresse oxidativo!®!5:153157-161,

Recentemente foi descritauma outra fonte endégena de aldeidos
a,B-insaturados (Figura 6). A mieloperoxidase, napresencade H,O,
eCl-, geraacido hipocloroso (HOCI), o qual oxidaaminoéacidos para
cloraminas. Estes ultimos derivados perdem Cl- e CO,, formando
iminas que sdo hidrolisadas para aldeidos. No caso da treonina, o
hidroxialdeido resultante sofre desidratagéo e origina acroleina. Esta
pode ser uma importante via de formagdo de aguns adeidos em
sitios de inflamag&o'®.

+

HO NH, _ HO NHCI HO NH
: < H,0,/ C > < —cr/co, > /<
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H,C co;, H,C o, H,C H

H,0 | —NH,

o HO o
/< —H,0 : </
-——
H,C 4 H H,C H

Figura 6. Esquema proposto para formagéo de aldeidos o.,3-insaturados a
partir da oxidacao de aminoacidos

DANOSBASAISEM DNA: |I. REACAO COM
MALONALDEIDO

Malonaldeido (MDA) pode existir em diferentes formas em so-
lugdo aquosa, de acordo com o pH (Figura 7). O valor de pK do
grupo OH endlico é 4,5 e, portanto, em pH fisiolégico a forma pre-
dominante é o &nion enolato, que tem baixa reatividade com amaio-
riados grupos amino. A reatividade aumenta a medida em que o pH
diminui eaformaenol ndo dissociada, B-hidroxiacroleina, setornaa
espéci e predominante, em equilibrio com aforma ceto. Essa espécie
éum eletréfilo que pode reagir com nucl edfilos através de adicdo de
Michael, de modo semelhante a reacdo de outros adeidos a.,f-
insaturados®®2.

Diversos estudos mostraram que MDA é mutagénico em bacté-
rias e células de mamifero'®*1% e carcinogénico em ratos'®. Tais
caracteristicas podem ser explicadas pela capacidade de reagdo deste
adeido com proteinas e DNA %217,

Reiss e colaboradores descreveram aformagéo de produtos fluo-
rescentes com emissdo méxima a 460 nm quando excitados a 390
nm apos a reacdo de DNA com MDA, Foi sugerido que essa
fluorescéncia era devida a formagdo de uma estrutura amino-

Tabela 1. Aldeidos que foram identificados como produtos da peroxidacao lipidica induzida em microssomos de figado de ratos pelo sistema

ADP-Fe#*/NADPH

4-hidroxialcenais 2-alcenais n-alcanais outros

4-hidroxi-2-nonena acroleina propanal malonaldeido

4-hidroxi-2-hexenal 2-pentenal butanal 2,4-heptadienal

4-hidroxi-2,5-nonadiena 2-hexenal pentanal 2,4-decadiena

4, 5-dihidroxi-2-decenal 2-heptenal hexanal 5-hidroxioctanal
2-octenal nonanal

2-nonenal
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Figura 7. Reacdo do MDA com bases do DNA

iminopropeno conjugada, R-N=C-C=C-N-R’, entre 0s gruposamino
das bases do DNA e malonaldeido*™. Alguns anos mais tarde foram
caracterizados adutos resultantes da reag@o de dG, dA e dC com
MDA (Figura 7)"#*. Apenas o aduto ciclico pirimidopurinonafor-
mado com dG (M,dG) é fluorescente, sendo também o de maior
rendimento na reacdo de MDA com DNA (presente em concentra-
¢ao cinco vezes maior que N°-(3-oxopropenil)desoxiadenosina
(M,dA)). O N*-(3-oxopropenil)desoxicitidina (M,dC) & formado em
quantidades muito pequenast”.

Uma via aternativa para formagéo de M,dG e, provavelmente,
M, dA e M, dC e areagdo das respectivas bases com base-propenais'”.
A oxidagao direta do DNA por agentes que abstraem o atomo de hi-
drogénio 4' da desoxirribose inicia uma série de reagfes que levam a
formag&o de base-propenais. Um desses agentes oxidantes € 0 antibio-
tico antitumoral Fe(ll) bleomicina que induz quebras no DNA10,
Base-propenais sdo derivados oxopropenil das bases do DNA, estru-
turalmente andl ogos a acrol einas substituidas na posi¢éo B (Figura 8).
Esses compostos transferem o0 seu grupo oxopropenil para dG, for-
mando M,dG. O tratamento de DNA com bleomicinanaausénciacom-
pleta de lipidios leva a formacéio de M,dG. Esse aduto também é for-
mado pela reagdo direta de adenina-propena com DNAY”,

Para obtenc&o de informag&o a respeito da presenca do aduto
M,dG em DNA invivo, foram desenvol vidas metodol ogias altamen-
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Figura 8. Exemplo de base-propenal e sua reagdo com bases do DNA
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te sensiveis e muito especificas para a detecgdo de danos basais. A
metodol ogiautilizada deve permitir averificagdo inequivocado aduto,
0 que ndo é uma tarefa fécil para qualquer aduto de DNA,

Primeiramente foi utilizada pés-marcacdo com 3P (32P-
postlabeling) paradeteccdo e quantificagdo do aduto M,dG em DNA.
Foi detectado um nivel de 6 adutos/10° nucleotideos em DNA de
figado de camundongos tratados com MDA (20 pmol/kg peso
corporeo)*®. Em estudos subseqiientes, o tratamento de camundon-
gos com MDA na concentracdo de 200 pmol/kg peso corporeo esti-
mulou aformago de adutos MDA -hemoglobina em sangue e M, dG
em figado. Os niveis de M,dG diminuiram lentamente apds o trata-
mento com MDA, apresentando uma meia-vida de 12,5 dias'®. Em
outro estudo foi demonstrado um aumento de duas a trés vezes no
nivel de M dG em rins de hamsters Syrian tratados com doses de
dietilestilbestrol ou oestradiol indutoras de cancer nesse 6rgdo'®.
Um nivel de 2,6 + 1,2 adutos por 107 nucleotideos foi detectado em
leucdcitos humanos de 26 voluntérios e umaanalise paralelaem sete
voluntériasindicou um nivel de 3,0 + 1,3 M,dG por 107 nucleotideos
em tecido de mama normal*®. Um outro estudo mostrou que o nivel
de adutos em tecido de mama normal de mulheres com cancer de
mama € duas a trés vezes maior que no tecido de mama de mulheres
sem cancer. Além disso, o nivel de adutos encontrado no tumor foi
menor que o presente no tecido normal circundante®. Foi ainda ve-
rificado um grande aumento (aproximadamente 20 vezes) do nivel
de M,dG em leucdcitos de mulheres (mas n&o de homens) alimenta-
das com uma dieta rica em é&cidos graxos poliinsaturados (1,2 a 28
adutos/10” nuclectideos) em relacdo a um grupo que recebeu uma
dieta rica em é&cidos graxos monoinsaturados (0,2 a 2,5 adutos/107
nucleotideos).

O uso da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-M S) com ionizagdo quimicanegativapermitiu adetecgdo
e quantificagdio de M, dG em figado, células brancas do sangue e
pancreas humanos em niveis que variam desde abaixo do nivel de
deteccdo (1 aduto/108 nucleotideos) até 1,2 adutos por 10° nucleo-
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tideos (aproximadamente 6500 adutos por célula)®8718, A especi-
ficidade do método é dada pela combinacdo de cromatografia por
imunoafinidade para separar 0 aduto dos outros nucleosideos pre-
sentesno DNA, derivatizagdo quimica, coelui¢do cromatograficacom
um padrdo interno adicionado & amostra de DNA antes da hidrolise
e monitoramento de um Unico ion no espectrémetro de massa'™®. A
identidade de M dG nas amostras de DNA de figado humano e célu-
las brancas do sangue foi independentemente verificada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tan-
dem?s7189_ E jmportante notar que os niveis de M ,dG encontrados in
Vivo se assemelham aos niveis de 8-oxodG.

O potencial mutagénico dos adutos MDA-DNA foi avaliado por
diferentes abordagens. A reagdo de MDA, em pH neutro, com um
genoma simples-fita de bacteriéfago, seguida por transformagéo de
linhagens de E. coli induzidas para resposta SOS, provocou muta-
¢des por substituicdo de pares de bases (76%) e deslocamento da
sequéncia de bases (devido a adigdes) no gene lacZa contido no
vetor. Aumento na concentracdo de MDA levou aaumento no nime-
ro de mutag@es, coincidente com o aumento no nivel de M, dG. As
principai s substitui¢oes observadas foram transversdes G—T (35%)
etransices C—T (32%) e A—>G (25%), provavel mente decorrentes
dos adutos correspondentes formados com MDA, Experimentos
de mutagénese sitio-especifica utilizando vetores dupla-fita confir-
maram que o aduto M ,dG e mutagénico em E. coli, induzindo
transversdes para T e transi¢Oes para AL, A freqliéncia total de
mutagdes foi de aproximadamente 18% 4.

Transformagtes de linhagens de E. coli deficientes em enzimas
de reparo com vetores contendo M, dG sugeriram que o reparo deste
aduto se da por meio de excisdo de nucleotideos. Linhagens deficien-
tes em formamidopirimidina (FAPY') glicosilase ou 3-metiladenina
glicosilase, enzimas conhecidas por participarem do reparo de 8-
ox0dG e adutos exociclicos, ndo tiveram as freqiiéncias de mutagoes
afetadas, enquanto que um grande aumento na freqiiéncia de muta-
¢des foi observado em células deficientes em reparo por excisdo de
nucleotideos (uvrA- ou uvrB)L1e2,

Recentemente foi verificado, através de andlises de espectros de
ressonancia magnéticanuclear, que M, dG sofre rapida e quantitativa
aberturado anel exociclico para N>-oxopropenil-dG quando esta pre-
sente em DNA dupla-fita, mas ndo quando em DNA simples-fita
(Figura9). A desnaturac@o térmicado DNA leva arapida ciclizagéo
de N*-oxopropenil-dG paraM,dG e o inverso ocorre quando o DNA
érenaturado. A presencado grupo amino exociclico dadC opostaao
aduto M dG parece ser importante para a abertura do anel, umavez
que tal abertura ndo ocorre quando M,dG esta oposta a timina'®,
Essainterconversdo resulta em diferencas significativas no potencial
mutagénico e susceptibilidade para o reparo, aém de fornecer gru-
pos funcionais reativos no interior da molécula de DNA que podem
levar a formag&o de ligagdes cruzadas entre as cadeias do DNA e
entre proteinas e DNA%%, Foi demonstrado que MDA induz tais
ligagBes cruzadas, mas os eventos moleculares responsaveis pelas
mesmas ainda ndo sdo bem compreendidos!®>1%,

Apesar de os estudos de mutagenicidade indicarem um
envolvimento direto do aduto M,dG naindugéo de mutagdes, mais
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Figura 9. Abertura do anel de M,dG em DNA dupla-fita
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investigacdes so necessarias para que sgja esclarecida a importan-
cia desse aduto na carcinogénese humana e outras doengas cronicas.
Para isso, torna-se importante avaiar a distribuicdo de M dG em
diferentestecidos ou tipos celulares e se 0s niveis deste aduto podem
ser modulados pela dieta ou outros fatores ambientai s'*.

Uma outra possivel fonte da fluorescéncia observada por Reis e
colaboradores em DNA incubado com MDA pode ser 0 aduto 1,4
dihidropiridina atamente fluorescente resultante da reagdo do grupo
amino exociclico de 2'-desoxiadenosina com um produto da
condensacdo de duas moléculas de malonaldeido com uma de
acetaldeido (Figura 10)2®. Acetaldeido pode ser formado a partir de
malonal deido via oxidagéo deste para 0 semia deido &cido maldnico
e descarboxilagdo®2. Esse aduto pode ser biologicamente importan-
te, umavez que o aceta deido € um composto formado endogenamente
apartir daoxidagéo enziméticado etanol no figado, além detambém
estar presente na fumaga de cigarro e emissdes de automoveis. Em
figado de ratos que ingeriram etanol foi encontrado o aduto
dihidropiridina correspondente em proteinas, indicando que o pro-
duto dacondensagdo de MDA com acetal deido éformadoin vivo?22,
Trabalhos anteriores haviam mostrado que derivados dihidropi-
ridinicos sdo formados em reac6es de aminas primérias com MDA
em misturas contendo aldeidos saturados?®*. Foi sugerido que a
condensacdo de aldeidos alifaticos com malonaldeido é uma reacdo
geral, o que significa que outros aldeidos, além de acetaldeido, pre-
sentes em fluidos fisiol 6gicos podem formar com mal onaldeido pro-
dutos de condensaco reativos®®.

MDA Acetaldeido

MDA - Acetaldeido
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Aduto dA-dihidropiridina

Figura 10. Estrutura do aduto formado pelareacgéo entre 2'-desoxiadenosina
e 0 produto de condensagdo de malonaldeido com acetal deido®™

DANOS BASAISEM DNA: 111. PROPANOADUTOS

Além de maonaldeido, outros a deidos gerados endogenamente
podem contribuir parao conjunto de danos basai s presentes no DNA.
Dentre eles, os mais estudados sd0 o0s trans-4-hidroxi-2-alcenais e
trans-2-alcenais, os quais, em pH fisioldgico, sdo mais eletrofilicos
que 0 MDA?206:207,

O trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE), principal hidroxialcenal
resultante do processo de peroxidagdo lipidica, exibe, de acordo com
a sua concentragdo, uma série de atividades bioldgicas. Estas inclu-
em inibicdo de enzimas, inibigdo da sintese de proteinas, DNA e
RNA, indug&o de proteinas de chogue térmico, blogueio da prolife-
racdo de vérias linhagens celulares, reducdo de comunicagdo
intercelular via jungdes comunicantes, estimulo da migragéo de



784 Loureiro et al.

neutréfilos e modulagdo de varios genestst1%2208212. Tem sido verifi-
cado que proteinas modificadas por HNE ocorrem em lesdes
aterosclerdticas e que existem anticorpos contra as mesmas em plas-
ma de coelhos e humanostt2324, HNE também apresenta efeitos
genotoxicos e mutagénicos em células*225,

Qutro 4-hidroxialcenal, o trans-4-hidroxi-2-hexenad (HHE), re-
cebeu atencdo apos ter sido verificado que, além de ser um produto
de peroxidagdo lipidical®1®, é o produto fina formado no figado
durante o metabolismo de alcal6ides pirrolizidinicos, tal como
senecionina, podendo desempenhar um papel natoxicidade devidaa
esses alcaldides™®. Tais acalbides sdo produzidos por uma varieda
de de plantas e sdo responsaveis por muitas mortes de animais e
envenenamentos humanos?’. Muitos sdo hepatotoxicos?®,
genotoxicos™®? e carcinogénicos?.

A reatividade dos 4-hidroxialcenais € devida a presenca de trés
grupos funcionais principais em suas estruturas. o grupo adeido, a
dupla ligagdo e o grupo hidroxila (Figura 11)*2. A sua habilidade
em reagir rapidamente com nucledfilos em pH fisiol6gico contribui
significativamente para sua toxicidade. Assim, reagem com grupos
tidis (-SH) presentes em GSH e proteinas e grupos amino presentes
em bases de DNA, proteinas (como residuos de lisina em
lipoproteinas) e nos fosfolipidios fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina®.

O padréo de danos induzidos em DNA por esses aldeidos é bem
diversificado, umavez que os adutos podem ser formados tanto atra-
vés da reagdo direta dos aldeidos com as bases do DNA, como via
seus derivados epoxidados™. No caso da reacdo direta dos aldeidos
com bases do DNA (adi¢do de Michael do grupo amino exociclico
da base ao C-3 do adeido, seguida por ciclizag8o), os principais
produtos sdo os adutos ciclicos formados com dG, os quais sdo an&
logos saturados, 8-hidroxi propano C-6 substituidos, do aduto deri-
vado da reacdo de dG com maonadeido (Figura 11). Recebem a
denominagdo geral de propanoadutos. A cadeia lateral no C-6 do
novo anel revela qual ena gerou o aduto. Uma vez que os adutos
contém dois novos centros quirais, os produtos compreendem uma
mistura de diastereoi sOmeros?22%,

Dentre os trans-2-alcenais, os mais estudados sdo acroleina
[H,C=CH-HC=0] e crotonaldeido [H,C-CH=CH-HC=0]. Eles sio
formados endogenamente como resultado da oxidacdo de lipidios'®,
aminoécidos'® e poliaminas®®* e ocorrem no ambiente como compo-
nentesdafumagadecigarro (acroleina: 10-140 pg/cigarro) e exaustao
de automéveis, sendo também produzidos quando alimentos con-
tendo gordura sdo cozidos'®2??522; ocorrem também como produtos
do metabolismo de drogas®+%"2?  carcindgenos (ex.: N-nitroso-
pirrolidina origina crotonal deido) e agentes quimioterapéuticos (ex.:
ciclofosfamida e ifosfamida originam acroleina)®®2%2, Outro trans-
2-alcenal, o hexenal, € um importante aromatizante que ocorre natu-
ramente em muitas frutas e vegetais, sendo, por causado seu aroma,
utilizado como aditivo alimentar, além de também ser gerado por
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processos de autoxidaggio®* 2. Diversos estudos mostram que esses
adeidos sdo mutagénicos em bactérias e cél ulas de mamifero!®’-27-24
tendo sido verificado que crotonaldeido leva a formacao de tumores
em figado de ratos ap6s administracéo oral crénica (42 mg/L de
agua)*? e acroleinainicia a carcinogénese em bexiga urin&riade ra-
tos?®.

Acroleina, crotonaldeido e hexenal também reagem, via adicéo
de Michael, com basesdo DNA, levando aformacéo dos respectivos
propanoadutos®*24245 Como no caso dostrans-4-hidroxi-2-alcenais,
0s principais adutos observados sdo os resultantes da reagcdo com
dG, embora adutos ciclicos também sejam formados a partir darea-
¢do de acroleina com desoxiadenosina e desoxicitiding?8239246.247,

Adutos 1,N?-propano-2'-desoxiguanosina derivados dareagdo de
dG com acroleina ou crotonaldeido foram detectados em tecidos de
figado, pele, glandulas mamérias, rins, cérebro, pulméo, prostata,
leucdcitos e bexiga urinéria de roedores ndo submetidos a qual quer
tratamento (nivel total: 1,1 a 16,9 adutos por 107 dG) e em figado,
leucdcitos, gengiva e mama humanos (nivel total: 0,1 a 75,3 adutos
por 107 dG)®22%24 O aduto derivado dareacdo de dG com HNE foi
recentemente detectado em DNA de figado e colon de ratos ndo tra-
tados e humanos®. Diversos estudos realizados in vitro e in vivo
mostraram que a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados é uma
importante fonte desses niveis basais de propanoadutos™:.

A presenca de niveis basais de adutos 1,N?-propano-2'-
desoxiguanosina em tecidos de roedores e humanos levanta ques-
tOes a respeito da participac8o dessas lesbes nos processos de
mutagénese e carcinogénese. Entretanto, as propriedades mutagénicas
desses adutos ainda ndo foram avaliadas por experimentos de
mutagénese sitio-especifica'®?? devido ao fato de a instabilidade
dos mesmos impedir a sua incorporagdo em oligonucleotideos e
vetores ponte”. Uma nova estratégia para formag&o do aduto 1,N?-
propano-2'-desoxiguanosina derivado de acroleina apos a sintese do
oligonucleotideo foi recentemente descrita e devera tornar possivel
a construcdo dos vetores necessérios para esses estudos™:. Um mo-
delo do aduto 1,N?-propano-2'-desoxiguanosina sem o grupo
hidroxilano anel propano, o qual n&o ocorre naturalmente, foi usado
como substituto nos estudos de mutagénese sitio-especificareaiza-
dos. Esses estudos mostraram que esse aduto modelo induz substi-
tuicdes G—>A e G—T com altaeficiénciaem E. coli, aém de atera-
¢80 na sequéncia de bases™>#*, Com a utilizag@o de vetores ponte
replicados em céulas de mamifero foi determinado o espectro de
mutagdesinduzidas por crotonaldeido, consistindo em 86% das subs-
tituices envolvendo pares de base G:C*'. As dteragdes mais co-
muns foram transversdes G—T seguidas por transigdes G—>A%.

Pouco também é conhecido a respeito do reparo desses adutos.
O aduto modelo ndo hidroxilado é substrato para o complexo de
reparo por excisdo de nucleotideos de E. coli e células de mamifero,
sendo também reconhecido e reparado pelo sistema de reparo de
pareamento errado (reparo de “mismatch”)!%22%,
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Figura 11. Mecanismo proposto para a formagéo de 1,N?-propano-2'-desoxiguanosina
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Os dados existentes até 0 momento sugerem gue oS propano-
adutos séo lesBes continuamente geradas em nosso DNA e, prova
velmente, os adutosresul tantes das reacdes de dG com crotonaldeido,
acroleina ou HNE representam apenas uma pequena parcela dessas
lesBes. O entendimento do papel desses adutos ciclicos no desenvol-
vimento do cancer € uma importante e desafiante area para investi-
gacdo futura, bem como a observagdo da forma com que os niveis
basai s e padrdes dessas | esdes pro-mutagénicas em tecidos humanos
variam de acordo com a dieta e fatores genéticos e ambientais™t.

DANOS BASAISEM DNA: IV. ETENOADUTOS

Dentre os adutos exociclicos de DNA, os etenoadutos (Figura
12) tém sido bastante estudados a0 longo dos Ultimos 25 anos™.
Um grande interesse no estudo dessas |esdes teve inicio com a veri-
ficag8o de que elas sdo induzidas em DNA por conhecidos
carcindgenos ocupacionais e ambientais, tais como cloreto de vinila
e carbamato de etila (uretano), apds metabolizagdo para os respecti-
vos oxiranos (Figura 13)%%22, Os derivados exociclicos 1,N5-eteno-
2'-desoxiadenosina (sdAdo), 3,N*eteno-2'-desoxicitidina (edCyd) e
N2,3-eteno-2'-desoxiguanosina (N2,3-¢dG) foram detectados em di-
ferentes tecidos de ratos expostos ao cloreto de vinila (600 ppm, 4 h/
dia, 5dias) em niveisque variam de 2,9 29,8 edCyd/10°dC, 0,4 a2,1
edAdo/107dA e 2,1 a 18,1 N?,3-edG/107dG*2°2632%5 e |evam aincor-
poracdo errada de bases ap0s a replicagdo ou a transcrigdo®27°. Os
estudos de fidelidade de replicagéo ou transcricdo foram feitosinici-
amente in vitro com a utilizagdo de oligonucleotideos modificados
em um siti o especifico e as especifici dades mutagénicas encontradas
foram subseqlientemente confirmadas por estudos de mutagénese
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sitio-especifica através da replicacéo de vetores simples-fita em E.
coli e células de mamifero. Nesses estudos foi verificado que edAdo
induz transicbes A—G e transversdesA—T e A—>C#021 ¢dCyd in-
duz transversdes C—A e transigdes C—T%5%2 e N2,3-¢dG induz
transicBes G—>A%7, sendo que as €ficiéncias mutagénicas de edAdo
e ¢dCyd foram maiores em células de mamifero (70% parasdAdo e
81% para ¢dCyd) que em E. coli (edAdo: 0,53% em células pré-
irradiadas com UV e menos que 0,18% em células ndo irradiadas;
£dCyd: 32% em células pré-irradiadas com UV e 2% em células ndo
irradiadas)®2"12%, Os resultados desses estudos foram consistentes
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Figura 12. Estruturas dos etenoadutos detectados in vivo
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com os resultados de dois estudos separados referentes as mutacoes
em tumores de ratos e humanos expostos ao cloreto de vinila. Em
um desses estudos, cinco de seis angiosarcomas de figado humano
associados com exposi¢ao ao cloreto de vinila mostraram transicoes
G:C—A:T no codon 13 do gene c-Ki-ras-2, o que esta de acordo
com as propriedades mutagénicas de edCyd e N?,3-edG?“. No outro
estudo, tumores de ratos expostos ao cloreto de vinila mostraram
transicBes G—A, transversdesA—C etransigdes C—T em genes N-
ras, também consi stentes com as propriedades pré-mutagénicas dos
etenoadutos?.

Com os avancos tecnol gicos que permitiram o desenvolvimen-
to de métodos analiticos ultra-sensiveis para deteccdo de adutos em
DNA, tais como GC-MS, LC-ESI/MS, HPL C/radioimunoensaio,
imunoafinidade/**P-postlabeling, niveis basais de varios adutos
exociclicos, incluindo os etenoadutos edAdo, ¢dCyd e N?,3-¢dG,
passaram a ser observados em DNA de roedores e humanos ndo ex-
postos a carcindgenost¥'222¢, Os niveis basais de edAdo/10'dA de-
tectados em tecidos humanos variam de <0,005 a2,5 eem tecidos de
roedores variam de 0,002 a 2,1; os valores correspondentes para
£dCyd/107dC variam de <0,005 a 1,1 e 0,003 a 2,4 respectivamen-
te?8. Tais observagOes estimularam a busca por substancias geradas
endogenamente que poderiam levar a formagdo dessas lesbes. Ha,
atualmente, muitas evidéncias de que niveis basais dos adutos
exociclicos sdo derivados da reagdo de produtos da peroxidagao
lipidicacom o DNA.

Um ndmero crescente de trabalhos tém mostrado que os aldeidos
interagem diretamente com o DNA ou sdo metabolizados a epoxidos,
compostos conhecidos por serem agentes alquilantes do DNA com
dta atividade mutagénica?2%. Acroleina, crotonaldeido, trans-2-
hexenal e trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) reagem com bases do
DNA originando adutos ciclicos do tipo propano que puderam ser
detectados in vivo®™. Alternativamente esses aldeidos podem ser
convertidos para os correspondentes derivados epoxidados tanto
enzimaticamente como via reagcdo com hidroperdxidos de acidos
graxos endégenosou H,0, 2. A reagéo dos epoxi-al deidos com bases
do DNA leva aformagdo dos etenoadutos.

Muito esforco tem sido feito no sentido de elucidar as fontes, o
significado toxicol dgico e as conseqliéncias genéticas dessas | esdes
basaisem DNA; ostipos de fatores exdgenos ou condices patofisio-
I6gicas que levam ao seu aumento; e se esses adutos, quando gera-
dos através de reagbes mediadas por estresse oxidativo, desempe-
nham um papel na carcinogénese humana ou em outras doengas
degenerativas™.

Estudos in vitro mostraram que 1,Né-etenoadenina (¢A) e 3,N*-
etenocitosina (¢C) sdo formados quando microssomos de figado de
ratos sdo submetidos a peroxidagdo lipidica mediada por ferro na
presenca de nucleosideos ou nucleotideos® e que aldeidos o, -
insaturados, tais como HNE, acroleina e crotonal deido, reagem com
bases de DNA, via seus epoxidos, originando os etenoadutos edAdo,
£dCyd e um outro etenoaduto de dG, 1,N*-eteno-2'-desoxiguanosina
(1, N2- £dG) 137,281-283

Apesar de ter sido sugerida a possibilidade de 1,N?-edG ser um
bom marcador para danos em DNA induzidos por produtos da
peroxidagdo lipidica?®, a sua formagdo em sistemas bioldgicos ain-
dando foi demonstrada??*. Apenas recentemente foram publicados
os primeiros dados referentes a mutagdes induzidas por esse aduto
em E. coli® e células de mamifero®® com a utilizagdo de vetores
duplafita. No caso do estudo feito em bactérias, houve incorpora-
¢80 errada de bases em cerca de 3% da progénie vira, consistindo
principa mente em transicBes G—A, seguidas por transversdesG—T
e G—>C %5, No estudo feito em células de mamifero, foi utilizado um
sistemade mutagénese siti0-especificaintracromossdmico, tendo sido
observada uma freguiéncia aparente de mutacfes de 4,6%. A andlise
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dasequiénciade 21 clones derivados da fragdo mutante revel ou cinco
que correspondiam a mutagdes diretamente no sitio de incorporacdo
de 1,N?-edG (principa mente transi¢des G—A). Os outros mutantes
diferiam dos gerados a partir do oligonucleotideo ndo modificado e
incluiam delegdes, rearranjos, duplos-mutantes e substituigdes de
pares de base em sitios préximos ao sitio do aduto®®.

Em estudos in vivo, o tratamento de ratos com indutores de
peroxidagao lipidica, taiscomo CCl, ®, ferro + CCl, ouferro + etanol
resulta em aumento dos nivei's de etenoadutos nos figados desses ani-
mais. CondigBes queinduzem estresse oxidativo ou peroxidacgo lipidica
em animais ou humanos, como producdo excessiva de 6xido nitrico
(‘NO)# e certas doencgas genéticas de estoque de metais, tais como
doenca de Wilson e hemocromatose priméria?®, aumentam os niveis
de etenoadutos nos tecidos afetados. A producdo excessiva de "NO
ocorre sob condigdes patofisiolégicas de infecgdes cronicas e infla-
magdes, conhecidos fatores de risco para varios canceres humanos.
Recentemente foi demonstrado em um modelo de rato que aformag@o
de etenoadutos em DNA ocorre como conseqiiéncia da superprodu-
¢80 de ‘NO in vivo*s%’, Esta observagdo sugere que os etenoadutos
podem contribuir para o desenvolvimento de canceres humanos asso-
ciados com processos inflamatérios cronicos causados por infecges
virais, bacterianas e parasitarias persistentes®. De formainteressante,
ndo foi detectado aumento concomitante de 8-o0xodG nas mesmas
amostras de DNA analisadas para verificagdo da presenca de
etenoadutos. O aumento no nivel de 8-oxodG seria esperado, umavez
que o peroxinitrito (ONOO') é um forte agente oxidante. Entretanto, a
vel ocidade de degradac&o de 8-oxodG por peroxinitrito parece ser mais
rapida que a sua vel ocidade de formagao, o que faz com que essabase
oxidada ndo sgja sempre um bom marcador para danos a0 DNA indu-
zidos por estresse oxidativo. Neste caso, produtos de oxidagdo secun-
déarios mais estaveis, como os adutos exociclicos, parecem ser
marcadores mais Uteis™. Outraevidénciade queaperoxidaggo lipidica
esta envolvida naformag&o de etenoadutos em DNA vem da observa-
¢80 da presencade niveis el evados desses adutos exociclicos em DNA
deleucocitos de mulheres com dieta ricaem acidos graxos poliinsatu-
rados -6 *°.

Em um estudo recente foi observada correlagdo entre o aciimulo
de metabdlitos do &acido araquidénico (&cidos 8-hidroxieicosa-
tetraenoico (8-HETE) e 12-hidroxieicosatetraendico (12-HETE)) e
aformagdo dos adutos edAdo e edCyd no modelo de carcinogénese
induzida por 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e promovida por
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em pele de camundon-
gos'®. Em papilomas reversiveis obtidos apds 20 semanas de trata-
mento com TPA foram observados aumentos de 15 e 68 vezes nos
niveis de 8-HETE e 12-HETE, respectivamente, em relagdo ao con-
trole. Paralelamente, os niveis de edAdo e edCyd aumentaram, res-
pectivamente, em 12 e 9 vezes'®. Alguns estudos mostraram que tu-
mores de pele induzidos experimentalmente acumulam altos niveis
de prostaglandinas®: e acidos 8-HETE e 12-HETE (precursores dos
leucotrienos)?22* e tém expressdo aumentada das ciclooxigenases e
lipoxigenases envolvidas na sintese dessas substancias. A inibigdo
dessas enzimas inibe significativamente o desenvolvimento de tu-
mor em pele de camundongos®®. Foi também demonstrado um au-
mento significativo dos niveis de etenoadutos em DNA de pdlipos
de pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP) nos quais
havia superexpressdo da ciclooxigenase-2, em comparagdo com o
epitélio de cdlon normal®®. Esses dados sugerem uma correlagdo
entre aformaco de etenoadutosem DNA easintese de eicosandides,
além de indicarem o envolvimento dos etenoadutos no processo de
carcinogénese's.

A verificacdo de que os etenoadutos sdo reconhecidos por enzimas
de reparo mostra a existéncia de mecanismos de defesa celular con-
tra essas | esBes genotoxicas™. O aduto €A € substrato paraaenzima
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de reparo alquilpurina-DNA-N-glicosilase de células de mamifero,
mesma enzima que efetua o reparo de 3-metiladenina. O aduto £C é
reparado eficientemente por uma outra DNA-glicosilase, a enzima
timina-DNA glicosilase que repara T no pareamento errado G:T %,
Os etenoadutos 1,N?-¢G e N2,3-eG sdo liberados por extratos de cé-
lulas HelLa a uma velocidade menor que €A ou €C, mas ndo sio
conhecidas as enzimas que ef etuam esse reparo®”. A inibi¢go dessas
enzimas de reparo ou a falta de expressdo das mesmas em certos
tipos de células podem levar a um acimulo ou persisténcia dos
etenoadutos em seu DNAZ52% e g todas as conseqlientes mutagdes.
Apesar de serem bons substratos para o reparo por glicosilases, ndo
pode ser descartada a possibilidade de que outras vias também este-
jam envolvidas no reparo de etenoadutos. Por exemplo, a
mutagenicidade de 1,N*-edG aumenta quando presente em vetores
que sdo transfectados paralinhagens de E. coli deficientes em reparo
por excisdo de nucleotideos?.

Todos esses estudos nos levam a acreditar que ao se utilizarem
métodos especificos e sensivels para analisar amostras biolgicas
facilmente disponiveis, como leuctcitos e urina, vérios fatores que
influenciam aperoxidacao lipidica, taiscomo dietasricasem lipidios,
baixos niveis de antioxidantes e processos inflamatérios, podem ser
avaliados com a utilizag8o dos etenoadutos como marcadores de
eXposicdo as espécies reativas formadas a partir do processo de
lipoperoxidagao®°.

ESTUDOS REALIZADOS COM trans,trans-2,4-decadienal

Sabemos que muitos adeidos sdo formados na fase de termina-
¢ao da peroxidacdo lipidica. Em sistemas de peroxidagéo néo
enzimaticos, aproximadamente 30 a 40 moles de compostos
carbonilicos sdo formados por mol de MDA,

Em uma série de estudos foi caracterizada a formacao de produ-
tos fluorescentes a partir da interacdo de lipidios oxidados com o
DNA. Esses produtos fluorescentes apresentavam um espectro com
excitagcdo maxima a 315 nm e emissdo maxima a 420 NP3, sen-
do, portanto, diferente do obtido a partir da reacéo de MDA com
DNA'", Esses resultados foram indicativos de que outros compos-
tos carbonilicos formados durante a peroxidacao lipidica poderiam
reagir com o DNA e originar produtos caracterizados por diferentes
espectros de fluorescéncia™™.

Foram testados hidroperdxidos resultantes da oxidagéo do metil
linolato e linolenato. Os testes foram feitos na presenca de metais e
agentes redutores (cisteina e &cido ascorbico), pois, nessa condicao,
os hidroperdxidos sdo facilmente decompostos, resultando na for-
magdo de uma grande variedade de compostos carbonilicos e espé-
cies reativas de oxigénio que podem reagir com o DNA3,

Foi verificado que epididxidos de linolenato autoxidado sdo pre-
cursores de 2,4-alcadienais®®. Os hidroperoxi-epidioxidos do
linolenato estdo entre os mais ativos dos produtos secundarios da
oxidag&o do linolenato, reagindo com DNA na presenca de metais e
agentes redutores e levando a formagdo de produtos fluorescentes
com emissdo maximaa420 nm (A, = 315 nm)*". Diversos aldeidos
poliinsaturadosforam testados, sendo que 0s 2,4-alcadienaise02,4,7-
decatriena foram os mais eficientes naformagéo dos adutos fluores-
centes com 0 DNAS,

Hasegawa e colaboradores investigaram as estruturas quimicas
dos produtos formados a partir da reacdo de adenina com
hidroperdxidos do metil linolato ou com aldeidos resultantes da de-
composic¢do desses hidroperdxidos na presenga de Fe* e &cido
ascorbico. O 2,4-decadienal (DDE) e o 2-octenal reagiram com
adenina, levando a formacao de produtos fluorescentes®™.

Nosso laboratrio tem se dedicado a caracterizacdo da estrutura
quimica de etenoadutos resultantes da reacéo de bases do DNA com
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derivados epoxidados de trans,trans-2,4-decadienal (DDE). DDE é
um aldeido bastante difundido no meio ambiente, sendo encontrado
na &gua®®, em alimentos como peixe®%3%, carne®®10, frango®t®? e
pao®s, estando presente como aromatizante natural em plantas®43%>,
sendo parte de secrecles de defesa de alguns insetos®® e também
gerado a partir de &cidos graxos poliinsaturados pela a¢do de
lipoxigenases de plantas®’*8, Além disso, € gerado endogenamente
como produto da peroxidacao lipidicat®. Estudos de citotoxicidade
mostraram que este aldeido é um dos produtos da quebra de
hidroperodxidos lipidicos mais toxicos para células®®*?, inibe o cres-
cimento celular, altera o nivel de glutationa celular einduz fragmen-
tagdo do DNA32, Recentemente foram caracterizados em nosso la-
boratério cinco etenoadutos fluorescentes resultantes da reagdo de
epoxidos do DDE com 2'-desoxiadenosina in vitro®232* e trés
etenoadutos ndo fluorescentes resultantes da reagdo de epdxidos do
DDE com 2'-desoxiguanosina in vitro®®. Todos os etenoadutos fo-
ram também detectados em DNA incubado com DDE in vitro. Duas
possiveisviasparaaformacdo dos etenoadutos de 2'-desoxiguanosina
estdo esguematizadas nas Figuras 14 e 15.

Estudos in vitro mostraram que outros produtos da peroxidacao
lipidica, tais como ep6xidos de acroleina, crotonaldeido e 4-hidroxi-
2-nonenal, reagem com 2'-desoxiguanosina (dGuo) originando o
aduto 1,N?eteno-2'-desoxiguanosina?®#2, Nossos resultados mos-
traram que DDE oxidado reage com dGuo levando a formacdo de
vérios adutos, dentre os quais trés foram isolados e identificados
com base em extensivaanalise espectroscopica: aduto A1 (1,N2-eteno-
2'-desoxiguanosinag) e dois novos produtos diastereoisoméricos de-
nominados adutos A2-1 e A2-2 (1-{[3-(2'-deoxy-p-p-erythro-
pentafuranosyl)-5,9-dihydro-9H-imidazo[2,1-i]purin-9-hydroxy]-7-
yl}-2-one-3-octanol ).

Uma das possiveis vias para formagdo desses adutos € o meca
nismo jadescrito parareagdes de compostos carbonilicos epoxidados
com bases de &cidos nucleicos®?25324, Para aformagdo do aduto A1
poderiahaver aepoxidacéo inicial dasduasduplasligactesdo adeido
ou apenas da dupla ligagdo em C2. Para a formagdo dos adutos
A2-1 e A2-2 seria necessdria a epoxidagdo inicia das duas duplas
ligagBes com subseqiiente hidrolise do grupo epdxido em C4. O aa
gue do grupo amino exociclico do nucleosideo ao carbono da
carbonila do epoxi-aldeido, seguido por ciclizagdo via ataque
nucleofilico ao carbono interno do grupo epdxido em C2 pelo N-1 e
eliminagdo de &gua, através do rearranjo de pinacol envolvendo os
atomos ligados aos carbonos 10 e 11, levaria a formagéo dos
etenoadutos A2-1 e A2-2. A eliminag8o adicional da cadeia lateral
levaria a formacdo do aduto A1 (Figura 14)%.

Recentemente foi identificado um novo produto da peroxidacdo
lipidica: 4-oxo-2-nonenal®®. A reago desse produto diretamente com
2'-desoxiguanosina®® e 2'-desoxiadenosina®’ levou a formagéo de
etenoadutos substituidos contendo um grupo carbonila na cadeia la-
teral naposi¢do correspondente a que encontramos nos adutos A2-1
e A2-2. Umareacao andl oga ocorre entre 4-oxo-2-pentenal (produto
da degradacao atmosférica de tolueno, da solvdlise de a-acetoxi-N-
nitrosopiperidina e metabdlito de 2-metilfurano) e 2'-desoxigua-
nosina, levando a formag&o do etenoaduto correspondente®®2, Em
um trabalho anteriormente realizado, em que foi investigada a for-
macao de adutos entre proteinas e produtos da peroxidagao lipidica,
utilizando n-butilamina e 4-hidroxi-2-nonenal, foi descrita a forma-
¢80 de um produto que parecia surgir a partir da oxidagéo de 4-
hidroxi-2-nonenal para o seu andogo 4-oxo-2-nonend. A formacdo
do produto era acel erada quando 4-hidroxi-2-nonenal e n-butilamina
reagiam na presenca de Cu* e néo detectada na auséncia de oxigé-
nio. A reaco foi reproduzida a partir daincubag&o de n-butilamina
com 4-0x0-2-nonena*®. Rindgen e colaboradores™ consideraram
que, além da possivel formagdo de 4-oxo-2-nonena a partir da oxi-
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dagdo de 4-hidroxi-2-nonenal, mediada por metais de transicdo ou
hidroperdxidos presentes no solvente, esse produto poderia também
ser formado diretamente a partir de um intermediario da decomposi-
¢30 de hidroperodxidos lipidicos. Essa via para a formagéo de 4-
hidroxi-2-nonenal a partir de acidos graxos poliinsaturados -6 foi
originalmente proposta por Pryor e Porter,

Um outro aldeido identificado como produto da peroxidacdo de
lipidios microssomais de figado induzida por NADPH-Fe* é 0 4,5-
dihidroxi-2-decena ¢, podendo ser formado a partir da hidrélise do
4,5-epoxi-2-decenal detectado em diferentes sistemas®™? e identifi-
cado como um dos produtos da decomposicéo do &cido 12,13(E)-
epoxi-9-hidroperoxi-10-octadecendico, um intermediério da oxida-
¢&o do &cido linoleico (w-6)*%. Analogamente, 4,5-epoxi-2-heptenal
foi identificado como produto da oxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados m-3*. Existem trabal hos mostrando que os 4,5-epoxi-
2-alcenais sdo capazes de modificar aminoécidos rapidamente e que
essas reagdes podem contribuir para a produgdo in vivo de pigmen-
tos macromol eculares marrons com caracteristicas fluorescentes do
tipo lipofucsi nats3335:3%,

Considerando os dados acima apresentados, nos parece também

concebivel uma outra via paraformag&o dos etenoadutos que carac-
terizamos. Segundo esse outro mecanismo (Figura 15), teriamosini-
ciamente apenas a epoxidagdo, catalisada por perdxidos, da dupla
ligagdo em C4, obtendo-se 0 4,5-epoxi-2-decenal. Dependendo das
condicdes utilizadas, amonoepoxidagdo pode ocorrer especificamente
apenas na duplaligacdo envolvendo o carbono C4%¢. A subseqiente
hidrélise desse epdxido levaria a formagdo do 4,5-dihidroxi-2-
decena. Como ocorre com o 4-hidroxi-2-nonenal®?:3%, terfamos a
oxidagdo do & cool em C4 para cetona, obtendo-se um novo produto
de oxidagdo do DDE, que seria 0 4-oxo-5-hidroxi-2-decenal. Este
produto reagiria entdo com 2'-desoxiguanosina segundo 0 mecanis-
mo descrito para areacdo de 4-oxo-2-nonenal com dGuo *%. O ata-
gue do grupo amino exociclico do nucleosideo ao carbono da
carbonila do 4-oxo-5-hidroxi-2-decenal, seguido por ciclizacdo via
ataque nucleofilico do N-1 ao C2 e eliminagdo de &gua levaria a
formacdo dos etenoadutos A2-1 e A2-2. A eliminacdo adicional da
cadeialateral levariaaformagdo do aduto A1 (Figura 15). Investiga-
¢des para a comprovagdo desse mecanismo podem ser feitas incu-
bando-se diretamente 2'-desoxiguanosina com 4,5-dihidroxi-2-
decend e analisando-se os produtos formados.
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Para investigarmos a formag&o desses etenoadutos em DNA in-
cubado com DDE in vitro e, subsegiientemente, em DNA de células
incubadas com o aldeido, em DNA de figado de ratos e em DNA de
leucdcitos humanos, desenvol vemos umametodol ogiasel etivae sen-
sivel que consisteem pré-purificagdo dasamostrasde DNA por HPLC
defasereversaedetecgdo utilizando o monitoramento de reacdo mul-
tipla (MRM) do espectrmetro de massa. Este método nos permitiu
um limite de sensibilidade para a detecgéo de 4 adutos A1/10° dGuo
e 5 adutos A2/10” dGuo (relagdo sinal/ruido = 3). Para as suas
quantificagdes nas amostras de DNA utilizamos padrdes isotopicos
[*N,] dos mesmos adutos™. Nas amostras de DNA incubado com
DDE in vitro encontramos os niveis de 1110,2 + 57,3 1,N?-edGuo/
107 dGuo e 854,3 + 24,2 A2/10" dGuo®®. Estamos investigando a
ocorréncia dos mesmos em amostras biol 6gicas, umavez que a veri-
ficagdo da ocorréncia dessas lesdes em DNA in vivo é o primeiro
passo para que se possa considerd-las marcadores de exposicéo a

produtos de peroxidagdo lipidica tanto de origem endégena como
exogena. Além disso, investigar as possiveis propriedades
mutagénicas dessas | esdes € passo determinante para a avaliagdo do
seu papel na etiologia de diversos tipos de cancer.

AGRADECIMENTOS

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP), Conselho Naciona para o Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) e Programa de Apoio aos Nucleos de Excelén-
cia, PRONEX/FINEP.

REFERENCIAS

1. Otteneder, M.; Lutz, W. K.; Mutat. Res. 1999, 424, 237.
2. Bamain, A.; Harris, C. C.; Carcinogenesis 2000, 21, 371.
3. Sun,Y.; Free Radical Biol. Med. 1990, 8, 583.



790

[

30.
31

32.

33.

35.
36.

37.
38.

39.
. Ravanat, J. L.; Di Mascio, P; Martinez, G. R.; Medeiros, M. H. G.; Cadet,

41.

42.
. Meneghini, R.; Benfato, M. S.; Bertoncini, C. R.; Carvalho, H.; Gurgueira,

47.
. Santos, C. X.; Bonini, M. G.; Augusto, O.; Arch. Biochem. Biophys. 2000,

49.
50.

51.
. Bonini, M. G.; Radi, R.; Ferrer-Sueta, G.; Ferreira, A. M.; Augusto, O.; J.

53.

Loureiro et al.

. DiGiovanni, J.; Pharmacol. Ther. 1992, 54, 63.
. Brown, K.; Kemp, C.; Burns, P; Bamain, A.; Arch. Toxicol. 1994, 16

(Suppl.), 253.

. Bartsch, H.; Mutat. Res. 1996, 340, 67.

. Dipple, A.; Carcinogenesis 1995, 16, 437.

. Lehman, T. A.; Harris, C. C.; IARC Sci. Publ. 1994, 399.

. Kinzler, K. W.; Vogelstein, B.; Nature 1996, 379, 19.

. Kinzler, K. W.; Vogelstein, B.; Cell 1996, 87, 159.

. Weston, A.; Mutat. Res. 1993, 288, 19.

. Hemminki, K.; Carcinogenesis 1993, 14, 2007.

. Hemminki, K.; Dipple, A.; Shuker, D. E. G.; Kadlubar, F. F.; Segerback,

D.; Bartsch, H.; IARC Sci. Publ. 1994, 125, 361.

. Kensler, T. W.; Taffe, B. G.; Advances in Free Radical Biology and

Medicine 1986, 2, 347.

. Wei, L.; Wel, H.; Frenkel, K.; Carcinogenesis 1993, 14, 841.
. Nair, J.; Furstenberger, G.; Burger, F.; Marks, F; Bartsch, H.; Chem. Res.

Toxicol. 2000, 13, 703.

. Poirier, M. C.; Santella, R. M.; Weston, A.; Carcinogenesis 2000, 21, 353.
. Poirier, M. C.; Beland, F. A.; Chem. Res. Toxicol. 1992, 5, 749.

. Verna, L.; Whysner, J.; Williams, G. M.; Pharmacol. Ther. 1996, 71, 83.
. Culp, S. J; Gaylor, D. W.; Sheldon, W. G.; Goldstein, L. S.; Beland, F.

A.; Carcinogenesis 1998, 19, 117.

. Kender, T. W.; Groopman, J. D.; Wogan, G. N.; IARC Sci. Publ. 1996, 237.
. Burcham, P. C.; Mutat. Res. 1999, 443, 11.

. Ames, B. N.; Mutat. Res. 1989, 214, 41.

. Gupta, R. C,; Lutz, W. K.; Mutat. Res. 1999, 424, 1.

. Gupta, R. C.; Reddy, M. V.; Randerath, K.; Carcinogenesis 1982, 3, 1081.
. Randerath, K.; Reddy, M. V.; Disher, R. M.; Carcinogenesis 1986, 7, 1615.
. Dizdaroglu, M.; Gajewski, E.; Methods Enzymol. 1990, 186, 530.

. Fedtke, N.; Boucheron, J. A.; Turner, M. J.; Swenberg, J. A.; Carcinogenesis

1990, 11, 1279.

. Fedtke, N.; Boucheron, J. A.; Walker, V. E.; Swenberg, J. A.; Carcinogenesis

1990, 11, 1287.

Chaudhary, A. K.; Nokubo, M.; Reddy, G. R.; Yeola, S. N.; Morrow, J.
D.; Blair, |. A.; Marnett, L. J.; Science 1994, 265, 1580.

Douki, T.; Onuki, J; Medeiros, M. H. G.; Bechara, E. J.; Cadet, J.; Di
Mascio, P; FEBS Lett. 1998, 428, 93.

Cadet, J.; Douki, T.; Pouget, J. P; Ravanat, J. L.; Sauvaigo, S.; Teixeira,
P. C.; Onuki, J.; Medeiros, M. H. G.; Bechara, E. J. H.; Di Mascio, P Em
New Aspects of Trace Element Research; Abdulla, M.; Bost, M.; Gamon,
S.; Arnaud, P; Chazot, G., eds.; Smith-Gordon: London, 1999, p. 163.
Ravanat, J. L.; Turesky, R. J.; Gremaud, E.; Trudel, L. J.; Stadler, R. H.;
Chem. Res. Toxicol. 1995, 8, 1039.

. Cadet, J; Douki, T.; Ravanat, J. L.; Environ. Health Perspect. 1997, 105,

1034.

Beckman, K. B.; Ames, B. N.; Mutat. Res. 1999, 424, 51.

Douki, T.; Delatour, T.; Bianchini, F.; Cadet, J.; Carcinogenesis 1996, 17,
347.

Jenner, A.; England, T. G.; Aruoma, O. |.; Halliwell, B.; Biochem. J. 1998,
331 (Pt 2), 365.

Totter, J. R.; Proc. Natl. Acad. i. U. S A. - Biological Sciences 1980,
77,1763

Loft, S.; Poulsen, H. E.; J. Mol. Med. 1996, 74, 297.

J.; J. Biol. Chem. 2000, 275, 40601.
Ward, J. F.; Prog. Nucleic Acid Res. Moal. Biol. 1988, 35, 95.
Pryor, W. A.; Annu. Rev. Physiol. 1986, 48, 657.

S. A.; Robalinho, R. L.; Teixeira, H. D.; Wendel, C. M. A.; Nascimento,
A.L.T.O.; Cancer Journal 1995, 8, 109.

. Meneghini, R.; Free Radical Biol. Med. 1997, 23, 783.
45.

Beckman, J. S.; Beckman, T. W.; Chen, J.; Marshall, P. A.; Freeman, B.
A.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 1990, 87, 1620.

. Koppenol, W. H.; Moreno, J. J.; Pryor, W. A.; Ischiropoulos, H.; Beckman,

J. S.; Chem. Res. Toxicol. 1992, 5, 834.
Radi, R.; Chem. Res. Toxicol. 1998, 11, 720.

377, 146.

Augusto, O.; Gatti, R. M.; Radi, R.; Arch. Biochem. Biophys. 1994, 310,
118.

Gatti, R. M.; Alvarez, B.; Vasquez-Vivar, J.; Radi, R.; Augusto, O.; Arch.
Biochem. Biophys. 1998, 349, 36.

Nakao, L. S.; Ouchi, D.; Augusto, O.; Chem. Res. Toxicol. 1999, 12, 1010.

Biol. Chem. 1999, 274, 10802.
Santos, C. X.; Anjos, E. I.; Augusto, O.; Arch. Biochem. Biophys. 1999,
372, 285.

54,

55.

56.

61.

62.

63.

65.

66.

67.

7.

78.

79.

80.

81.

Quim. Nova

. Martinez, G. R.; Di Mastio, P; Bonini, M. G.; Augusto, O.; Briviba, K.;

Sies, H.; Maurer, P; Rothlisberger, U.; Herold, S.; Koppenol, W. H.; Proc.

Natl. Acad. <ci. U. S, A. 2000, 97, 10307.

Kissner, R.; Nauser, T.; Bugnon, P; Lye, P. G.; Koppenol, W. H.; Chem.

Res. Toxicol. 1997, 10, 1285.

Richeson, C. E.; Mulder, P; Bowry, V. W.; Ingold, K. U.; J. Am. Chem.

Soc. 1998, 120, 7211.

. Uppu, R. M.; Squadrito, G. L.; Pryor, W. A.; Arch. Biochem. Biophys. 1996,
327, 335.

. Lymar, S.V.; Jiang, Q.; Hurst, J. K.; Biochemistry 1996, 35, 7855.

. Lymar, S.V.; Hurst, J. K.; Inorg. Chem. 1998, 37, 294.

. Burney, S,; Niles, J. C.; Dedon, P. C.; Tannenbaum, S. R.; Chem. Res.

Toxicol. 1999, 12, 513.

Uppuy, R. M.; Cueto, R.; Squadrito, G. L.; Salgo, M. G.; Pryor, W. A.; Free

Radical Biol. Med. 1996, 21, 407.

Tretyakova, N.Y.; Wishnok, J. S.; Tannenbaum, S. R.; Chem. Res. Toxicol.

2000, 13, 658.

De Flora, S;; Izzotti, A.; Randerath, K.; Randerath, E.; Bartsch, H.; Nair,

J; Balansky, R.; van Schooten, F.; Degan, P; Fronza, G.; Walsh, D.; Lewtas,

J; Mutat. Res. 1996, 366, 197.

. Ambs, S;; Bennett, W. P; Merriam, W. G.; Ogunfusika, M. O.; Oser, S.

M.; Harrington, A. M.; Shields, P. G.; Felley-Bosco, E.; Hussain, S. P;

Harris, C. C.; J. Natl. Cancer Inst. 1999, 91, 86.

Floyd, R. A.; Watson, J. J.; Wong, P. K.; Altmiller, D. H.; Rickard, R. C.;

Free Radical Res. Commun. 1986, 1, 163.

Di Mascio, P; Teixeira, P. C.; Onuki, J.; Medeiros, M. H. G.; Ornemann,

D.; Douki, T.; Cadet, J.; Arch. Biochem. Biophys. 2000, 373, 368.

Fraga, C. G.; Onuki, J.; Lucesoli, F.; Bechara, E. J.; Di Mascio, P;

Carcinogenesis 1994, 15, 2241.

. Onuki, J.; Ribas, A. V.; Medeiros, M. H. G.; Araki, K.; Toma, H. E,;
Catalani, L. H.; Di Mascio, P; Photochem. Photobiol. 1996, 63, 272.

. Teixeira, P. C.; Onuki, J.; Medeiros, M. H. G.; Dornemann, D.; Di Mascio,
P; Biol. Chem. 2001, 382, 913.

. Shibutani, S.; Takeshita, M.; Grollman, A. P; Nature 1991, 349, 431.

. Cheng, K. C.; Cahill, D. S,; Kasai, H.; Nishimura, S.; Loeb, L. A.; J. Biol.
Chem. 1992, 267, 166.

. Moriya, M.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 1993, 90, 1122.

. Le Page, F.; Margot, A.; Grollman, A. P; Sarasin, A.; Gentil, A.;
Carcinogenesis 1995, 16, 2779.

. Hussain, S. P; Harris, C. C.; Cancer Res. 1998, 58, 4023.

. Wang, D.; Kreutzer, D. A.; Essigmann, J. M.; Mutat. Res. 1998, 400, 99.

. Kreutzer, D. A.; Essigmann, J. M.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 1998,

95, 3578.

Mdlins, D. C.; Polissar, N. L.; Gunselman, S. J.; Proc. Natl. Acad. ci. U.

S A. 1996, 93, 2557.

Olinski, R.; Zastawny, T. H.; Foksinski, M.; Barecki, A.; Dizdaroglu, M ;

Free Radical Biol. Med. 1995, 18, 807.

Tchou, J.; Kasal, H.; Shibutani, S.; Chung, M. H.; Laval, J.; Grollman, A.

P; Nishimura, S.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S, A. 1991, 88, 4690.

Michaels, M. L.; Tchou, J.; Grollman, A. P; Miller, J. H.; Biochemistry

1992, 31, 10964.

Mo, J. Y.; Maki, H.; Sekiguchi, M.; Proc. Natl. Acad. <i. U. S A. 1992,

89, 11021.

. Michaels, M. L.; Miller, J. H.; J. Bacteriol. 1992, 174, 6321.

. Tajiri, T.; Maki, H.; Sekiguchi, M.; Mutat. Res. 1995, 336, 257.

84. Glassner, B. J.; Posnick, L. M.; Samson, L. D.; Mutat. Res. 1998, 400, 33.

. Singer, B.; Hang, B.; Chem. Res. Toxicol. 1997, 10, 713.

. Katcher, H. L.; Wallace, S. S.; Biochemistry 1983, 22, 4071.

. Breimer, L. H.; Lindahl, T.; J. Biol. Chem. 1984, 259, 5543.

. Purmal, A. A.; Lampman, G. W.; Bond, J. P; Hatahet, Z.; Wallace, S. S,;
J. Biol. Chem. 1998, 273, 10026.

. Demple, B.; Harrison, L.; Annu. Rev. Biochem. 1994, 63, 915.

. Girard, P. M.; Boiteux, S.; Biochimie 1997, 79, 559.

. Mitra, S,; Hazra, T. K.; Roy, R.; lkeda, S.; Biswas, T.; Lock, J.; Boldogh,
1.; 1zumi, T.; Mol. Cells 1997, 7, 305.

. Potter, J. D.; Steinmetz, K.; IARC Sci. Publ. 1996, 61.

. Tanaka, T.; Crit. Rev. Oncol. Hematol. 1997, 25, 73.

94. Cerutti, P A.; Science 1985, 227, 375.

100.

. Porter, N. A.; Acc. Chem. Res. 1986, 19, 262.

. Dix, T. A.; Aikens, J.; Chem. Res. Toxicol. 1993, 6, 2.

. Wagner, B. A.; Buettner, G. R.; Burns, C. P; Biochemistry 1994, 33, 4449.
. Howard, J. A.; Free Radicals, Wiley-Interscience: New York, 1973, p. 3.

. Barber, D. J. W.; Thomas, J. K.; Radiat. Res. 1978, 74, 51.

Pryor, W. A.; Lightsey, J. W.; Science 1981, 214, 435.

101. Aikens, J;; Dix, T. A.; J. Biol. Chem. 1991, 266, 15091.
102. Marnett, L. J.; Cancer Metastasis Rev. 1994, 13, 303.
103. Vaca, C. E.; Wilhelm, J.; Harms-Ringdahl, M.; Mutat. Res. 1988, 195, 137.



Vol. 25, No. 5

104.
105.

106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.

123.
124.

125.
126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.
134.

135.

136.

137.
138.

139.

140.
141.

142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.

152.

Gardner, H. W.; Free Radical Biol. Med. 1989, 7, 65.

Awad, J. A.; Morrow, J. D.; Takahashi, K.; Roberts, L. J.; J. Biol. Chem.
1993, 268, 4161.

Morrow, J. D.; Roberts, L. J.; Biochem. Pharmacol. 1996, 51, 1.

Roberts, L. J.; Morrow, J. D.; Biochim. Biophys. Acta 1997, 1345, 121.
Basu, S.; FEBSLett. 1998, 428, 32.

Lawson, J. A.; Rokach, J,; FitzGerad, G. A.; J. Biol. Chem. 1999, 274,
24441,

Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. C.; Free Radicalsin Biology and Medicine,
Oxford University Press: New York, 1999, v. 3.

Minotti, G.; Aust, S. D.; Lipids 1992, 27, 219.

Gutteridge, J. M.; Stocks, J;; Crit. Rev. Clin. Lab. ci. 1981, 14, 257.
Viner, R. |.; Ferrington, D. A.; Aced, G. |.; Miller-Schlyer, M.; Bigelow,
D. J;; Schoneich, C.; Biochim. Biophys. Acta 1997, 1329, 321.

Garner, B.; Witting, P. K.; Waldeck, A. R.; Christison, J. K.; Raftery, M ;
Stocker, R.; J. Biol. Chem. 1998, 273, 6080.

Greenley, T. L.; Davies, M. J.; Biochim. Biophys. Acta 1994, 1226, 56.
Burcham, P. C.; Harkin, L. A.; Mutagenesis 1999, 14, 135.

Harkin, L. A.; Burcham, P. C.; Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997,
237, 1.

Valentineg, M. R.; Rodriguez, H.; Termini, J.; Biochemistry 1998, 37, 7030.
Porter, N. A.; Methods Enzymol. 1984, 105, 273.

Esterbauer, H.; Eckl, P; Ortner, A.; Mutat. Res. 1990, 238, 223.

Petrakis, N. L.; Gruenke, L. D.; Craig, J. C.; Cancer Res. 1981, 41, 2563.
Sevanian, A.; Peterson, A. R.; Proc. Natl. Acad. <ci. U. S A. 1984, 81,
4198.

Mlakar, A.; Spiteller, G.; Biochim. Biophys. Acta 1994, 1214, 209.
Loidl-Stahlhofen, A.; Hannemann, K.; Spiteller, G.; Biochim. Biophys. Acta
1994, 1213, 140.

Mlakar, A.; Spiteller, G.; Chem. Phys. Lipids 1996, 79, 47.

Benedetti, A.; Comporti, M.; Esterbauer, H.; Biochim. Biophys. Acta 1980,
620, 281.

Esterbauer, H.; Cheeseman, K. H.; Dianzani, M. U.; Pali, G.; Slater, T. F.;
Biochem. J. 1982, 208, 129.

Benedetti, A.; Comporti, M.; Fulceri, R.; Esterbauer, H.; Biochim. Biophys.
Acta 1984, 792, 172.

Benedetti, A.; Fulceri, R.; Comporti, M.; Biochim. Biophys. Acta 1984, 793,
4809,

Poli, G.; Dianzani, M. U.; Cheeseman, K. H.; Slater, T. F; Lang, J.;
Esterbauer, H.; Biochem. J. 1985, 227, 629.

Esterbauer, H.; Free Radicalsin Liver Injury, IRL Press: Oxford, 1985, p.
29.

Esterbauer, H.; Schaur, R. J.; Zollner, H.; Free Radical Biol. Med. 1991,
11, 81.

Hecker, M.; Ullrich, V.; J. Biol. Chem. 1989, 264, 141.

Quash, G.; Ripoll, H.; Gazzolo, L.; Doutheau, A.; Saba, A.; Gore, J;
Biochimie 1987, 69, 101.

van Kuijk, F. J; Holte, L. L.; Dratz, E. A.; Biochim. Biophys. Acta 1990,
1043, 116.

Tomita, M.; Okuyama, T.; Hatta, Y.; Kawai, S.; J. Chromatogr. 1990, 526,
174.

Chung, F. L.; Chen, H. J;; Nath, R. G.; Carcinogenesis 1996, 17, 2105.
Grune, T.; Siems, W. G.; Schneider, W.; Free Radical Biol. Med. 1993,
15, 125.

Grune, T.; Siems, W. G.; Kowalewski, J.; Esterbauer, H.; Life Sci. 1994,
55, 693.

Siems, W. G.; Grune, T.; Esterbauer, H.; Life Sci. 1995, 57, 785.

Morrow, J. D.; Awad, J. A.; Kato, T.; Takahashi, K.; Badr, K. F.; Roberts,
L. J; Burk, R. F; J. Clin. Invest. 1992, 90, 2502.

Brent, J. A.; Rumack, B. H.; J. Toxicol. Clin. Toxicol. 1993, 31, 173.
McGregor, D.; Lang, M.; Mutat. Res. 1996, 366, 181.

Cheeseman, K. H.; Mol. Aspects Med. 1993, 14, 191.

Esterbauer, H.; Jurgens, G.; Quehenberger, O.; Kaller, E.; J. Lipid Res.
1987, 28, 495.

Salmon, S.; Maziere, C.; Theron, L.; Beucler, |.; Ayrault-Jarrier, M.;
Goldstein, S.; Polonovski, J.; Biochim. Biophys. Acta 1987, 920, 215.
Yla-Herttuala, S.; Palinski, W.; Rosenfeld, M. E.; Parthasarathy, S.; Carew,
T. E.; Butler, S.; Witztum, J. L.; Steinberg, D.; J. Clin. Invest. 1989, 84,
1086.

Witztum, J. L.; Steinberg, D.; J. Clin. Invest. 1991, 88, 1785.

Kotani, K.; Magkawa, M.; Kanno, T.; Kondo, A.; Toda, N.; Manabe, M.;
Biochim. Biophys. Acta 1994, 1215, 121.

Holvoet, P; Perez, G.; Zhao, Z.; Brouwers, E.; Bernar, H.; Collen, D.; J.
Clin. Invest. 1995, 95, 2611.

Salomon, R. G.; Kaur, K.; Podrez, E.; Hoff, H. F; Krushinsky, A. V.; Sayre,
L. M.; Chem. Res. Toxicol. 2000, 13, 557.

Yin, D.; Free Radical Biol. Med. 1996, 21, 871.

Formacgao de Adutos Exociclicos com Bases de DNA

153.
154,

155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.

170.
171

172.

173.
174.

175.
176
177.

178.

186.

187.

188.

189.

190.
191.

192.
193.

194.

195.
196.
197.
198.

791

Hidalgo, F. J.; Zamora, R.; Chem. Res. Toxicol. 2000, 13, 501.

. Sato, Y.; Hotta, N.; Sakamoto, N.; Matsuoka, S.; Ohishi, N.; Yagi, K.;

Biochem. Med. 1979, 21, 104.

Suzuki, Y. J.; Tsuchiya, M.; Packer, L.; Free Radical Res. Commun. 1992,
17, 211.

Reagan, L. P; Magarinos, A. M.; Yee, D. K.; Swzeda, L. I.; Van Bueren,
A.; McCall, A. L.; McEwen, B. S; Brain Res. 2000, 862, 292.

Brambilla, G.; Bassi, A. M.; Faggin, P; Ferro, M.; Finallo, R.; Martelli,
A.; Sciaba, L.; Marinari, U. M.; Free Radicalsin Liver Injury, IRL Press:
Oxford, 1985, p. 59.

Witz, G.; Free Radical Biol. Med. 1989, 7, 333.

Eder, E.; Scheckenbach, S.; Deininger, C.; Hoffman, C.; Toxicol. Lett. 1993,
67, 87.

Szweda, L. |.; Uchida, K.; Tsai, L.; Stadtman, E. R.; J. Biol. Chem. 1993,
268, 3342.

Requena, J. R.; Fu, M. X.; Ahmed, M. U.; Jenkins, A. J.; Lyons, T. J;
Baynes, J. W.; Thorpe, S. R.; Biochem. J. 1997, 322 ( Pt 1), 317.

Hazen, S.L.; Hsu, F. F,; d' Avignon, A.; Heinecke, J. W.; Biochemistry 1998,
37, 6864.

Shamberger, R. J.; Corlett, C. L.; Beaman, K. D.; Kasten, B. L.; Mutat.
Res. 1979, 66, 349.

Marnett, L. J;; Tuttle, M. A.; Cancer Res. 1980, 40, 276.

Yone, S.; Furui, H.; Mutat. Res. 1981, 88, 23.

Basu, A. K.; Marnett, L. J.; Carcinogenesis 1983, 4, 331.

Marnett, L. J.; Hurd, H. K.; Hollstein, M. C.; Levin, D. E.; Esterbauer, H.;
Ames, B. N.; Mutat. Res. 1985, 148, 25.

Benamira, M.; Johnson, K.; Chaudhary, A.; Bruner, K.; Tibbetts, C.;
Marnett, L. J.; Carcinogenesis 1995, 16, 93.

Spalding, J. W.; National Toxicology Program, Washington: DC, 1988,
chap. NTP Tech. Rep. 331, p. 5.

Marnett, L. J.; IARC Sci. Publ. 1999, 17.

Reiss, U.; Tappel, A. L.; Chio, K. S.; Biochem. Biophys. Res. Commun.
1972, 48, 921.

Seto, H.; Okuda, T.; Takesue, T.; Ikemura, T.; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1983,
56, 1799.

Nair, V.; Turner, G. A.; Offerman, R. J.; J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 3370.
Marnett, L. J.; Basu, A. K.; Ohara, S. M.; Weller, P. E.; Rahman, A. F. M.
M.; Oliver, J. P; J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 1348.

Stone, K.; Ksebati, M. B.; Marnett, L. J.; Chem. Res. Toxicol. 1990, 3, 33.

. Stone, K.; Uzieblo, A.; Marnett, L. J.; Chem. Res. Toxicol. 1990, 3, 467.

Dedon, P. C.; Plastaras, J. P; Rouzer, C. A.; Marnett, L. J.; Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S A, 1998, 95, 11113.

Burger, R. M.; Berkowitz, A. R.; Peisach, J.; Horwitz, S. B.; J. Biol. Chem.
1980, 255, 11832.

. Giloni, L.; Takeshita, M.; Johnson, F; Iden, C.; Grollman, A. P; J. Biol.

Chem. 1981, 256, 8608.

. Grollman, A. P; Takeshita, M.; Pillai, K. M.; Johnson, F.; Cancer Res.

1985, 45, 1127.
Vaca, C. E.; Vodicka, P; Hemminki, K.; Carcinogenesis 1992, 13, 593.

. Kautiainen, A.; Vaca, C. E.; Granath, F.; Carcinogenesis 1993, 14, 705.
. Wang, M. Y,; Liehr, J. G.; Carcinogenesis 1995, 16, 1941.
.Vaca, C. E.; Fang, J. L.; Mutanen, M.; Valsta, L.; Carcinogenesis 1995,

16, 1847.

. Wang, M.; Dhingra, K.; Hittelman, W. N.; Liehr, J. G.; de Andrade, M.;

Li, D.; Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 1996, 5, 705.

Fang, J. L.; Vaca, C. E.; Vasta, L. M.; Mutanen, M.; Carcinogenesis 1996,
17, 1035.

Rouzer, C. A.; Chaudhary, A. K.; Nokubo, M.; Ferguson, D. M.; Reddy,
G. R.; Blair, . A.; Marnett, L. J.; Chem. Res. Toxicol. 1997, 10, 181.
Kadlubar, F. F.;; Anderson, K.; Lang, N.; Thompson, P; MacLeod, S.;
Mikhailova, M.; Chou, M.; Plastaras, J. P; Marnett, L. J.; Haussermann,
S.; Bartsch, H.; Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 1998, 39, 286.
Chaudhary, A. K.; Nokubo, M.; Oglesby, T. D.; Marnett, L. J.; Blair, . A,;
J. Mass Spectrom. 1995, 30, 1157.

Reddy, G. R.; Marnett, L. J.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 5007.

Fink, S. P; Reddy, G. R.; Marnett, L. J.; Proc. Natl. Acad. <i. U. S A
1997, 94, 8652.

Johnson, K. A.; Fink, S. P; Marnett, L. J.; J. Biol. Chem. 1997, 272, 11434.
Mao, H.; Schnetz-Boutaud, N. C.; Weisensedl, J. P; Marnett, L. J.; Stone,
M. P; Proc. Natl. Acad. <ci. U. S A. 1999, 96, 6615.

Niedernhofer, L. J.; Riley, M.; Schnetz-Boutaud, N.; Sanduwaran, G.;
Chaudhary, A. K.; Reddy, G. R.; Marnett, L. J.; Chem. Res. Toxicol. 1997,
10, 556.

Summerfield, F. W.; Tappel, A. L.; Biochim. Biophys. Acta 1983, 740, 185.
Summerfield, F. W.; Tappel, A. L.; Anal. Biochem. 1984, 143, 265.
Summerfield, F. W.; Tappel, A. L.; Arch. Biochem. Biophys. 1984, 233, 408.
Voitkun, V.; Zhitkovich, A.; Mutat. Res. 1999, 424, 97.



792

199.

200.

201.

202.

203.

205.

206.
207.

208.

209.

210.

211

212.

213.

214.

215.

216.

217.
218.
219.

220.

221.
222
223.

224.
225,
226.

227.
228.

229.
230.
231
232.
233.
234.

235.
236.

237.

238.
239.

240.

241.

242.
243.

244,
245.

Loureiro et al.

Leuratti, C.; Singh, R.; Lagneau, C.; Farmer, P. B.; Plastaras, J. P; Marnett,
L. J.; Shuker, D. E.; Carcinogenesis 1998, 19, 1919.

Le Curieux, F; Pluskota, D.; Munter, T.; Sjoholm, R.; Kronberg, L.; Chem.
Res. Toxicol. 1998, 11, 989.

Tuma, D. J,; Thiele, G. M.; Xu, D.; Klassen, L. W.; Sorrell, M. F,;
Hepatology 1996, 23, 872.

Xu, D.; Thiele, G. M.; Kearley, M. L.; Haugen, M. D.; Klassen, L. W,;
Sorrell, M. F; Tuma, D. J.; Chem. Res. Toxicol. 1997, 10, 978.

Kikugawa, K.; Ido, Y.; Lipids 1984, 19, 600.

. Nair, V.; Offerman, R. J,; Turner, G. A.; Pryor, A. N.; Baenziger, N. C,;

Tetrahedron 1988, 44, 2793.

GomezSanchez, A.; Hermosin, |.; Lassaletta, J. M.; Maya, |.; Tetrahedron
1993, 49, 1237.

Burcham, P. C.; Mutagenesis 1998, 13, 287.

Toyokuni, S.; Luo, X. P; Tanaka, T.; Uchida, K.; Hia, H.; Lehotay, D. C.;
Free Radical Biol. Med. 1997, 22, 1019.

Fazio, V. M.; Barrera, G.; Martinotti, S.; Farace, M. G.; Giglioni, B.; Frati,
L.; Manzari, V.; Dianzani, M. U.; Cancer Res. 1992, 52, 4866.

Parola, M.; Pinzani, M.; Casini, A.; Albano, E.; Poli, G.; Gentilini, A.;
Gentilini, P; Dianzani, M. U.; Biochem. Biophys. Res. Commun. 1993, 194,
1044.

Spycher, S.; Tabataba-Vakili, S.; O'Donnell, V. B.; Pdomba, L.; Azzi, A,;
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1996, 226, 512.

Barrera, G.; Pizzimenti, S.; Serra, A.; Ferretti, C.; Fazio, V. M.; Saglio, G.;
Dianzani, M. U.; Biochem. Biophys. Res. Commun. 1996, 227, 589.
Leonarduzzi, G.; Scavazza, A.; Biasi, F.; Chiarpotto, E.; Camandola, S;;
Vogel, S.; Dargel, R.; Poli, G.; FASEB J. 1997, 11, 851.

Steinberg, D.; Parthasarathy, S.; Carew, T. E.; Khoo, J. C.; Witztum, J. L.;
N. Engl. J. Med. 1989, 320, 915.

Palinski, W.; Yla-Herttuala, S;; Rosenfeld, M. E.; Butler, S. W.; Socher, S.
A.; Parthasarathy, S.; Curtiss, L. K.; Witztum, J. L.; Arteriosclerosis 1990,
10, 325.

Brambilla, G.; Sciaba, L.; Faggin, P; Maura, A.; Marinari, U. M.; Ferro,
M.; Esterbauer, H.; Mutat. Res. 1986, 171, 169.

Segall, H. J.; Wilson, D. W,; Dallas, J. L.; Haddon, W. F.; Science 1985,
229, 472.

Bull, L. B.; Culvenor, C. C. J,; Dick, A. T.; Front. Biol. 1968, 9, 1.
McLean, E. K.; Pharmacol. Rev. 1970, 22, 429.

Williams, G. M.; Mori, H.; Hirono, I.; Nagao, M.; Mutat. Res. 1980, 79,
1.

Green, C. E.; Segdll, J. H.; Byard, J. L.; Toxicol. Appl. Pharmacol. 1981,
60, 176.

Schoental, R.; Cancer Res. 1968, 28, 2237.

. Winter, C. K.; Segdll, H. J.; Haddon, W. F.; Cancer Res. 1986, 46, 5682.

Yi, P; Zhan, D.; Samokyszyn, V. M.; Doerge, D. R.; Fu, P. P; Chem. Res.
Toxicol. 1997, 10, 1259.
Alarcon, R. A.; Arch. Biochem. Biophys. 1970, 137, 365.

. Wynder, E. L.; Goodman, D. A.; Hoffmann, D.; Cancer 1965, 18, 505.

Wilson, V. L.; Failes, P. G.; Chung, F. L.; Povey, A. C.; Frank, A. A.; Harris,
C. C.; Carcinogenesis 1991, 12, 1483.

Rees, K. R.; Tarlow, M. J.; Biochem. J. 1967, 104, 757.

Patel, J. M.; Wood, J. C.; Leibman, K. C.; Drug Metab. Dispos. 1980, 8,
305.

Nelson, T. J.; Boor, P. J.; Biochem. Pharmacol. 1982, 31, 509.

Izard, C.; Libermann, C.; Mutat. Res. 1978, 47, 115.

Hales, B. F.; Cancer Res. 1982, 42, 3016.

Nath, R. G.; Chung, F. L.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 1994, 91, 7491.
Gotzschmidt, E. M.; Schreier, P; J. Agric. Food Chem. 1986, 34, 212.
Feron, V. J;; Til, H. P; de Vrijer, F.; Woutersen, R. A.; Cassee, F. R.; van
Bladeren, P. J.; Mutat. Res. 1991, 259, 363.

VanRuth, S. M.; Roozen, J. P; Cozijnsen, J. L.; Food Chem. 1995, 53, 15.
Golzer, P; Janzowski, C.; Pool-Zobel, B. L.; Eisenbrand, G.; Chem. Res.
Toxicol. 1996, 9, 1207.

Curren, R. D.; Yang, L. L.; Conklin, P. M.; Grafstrom, R. C.; Harris, C.
C.; Mutat. Res. 1988, 209, 17.

Smith, R. A.; Cohen, S. M.; Lawson, T. A.; Carcinogenesis 1990, 11, 497.
Smith, R. A.; Williamson, D. S.; Cerny, R. L.; Cohen, S. M.; Cancer Res.
1990, 50, 3005.

Canonero, R.; Martelli, A.; Marinari, U. M.; Brambilla, G.; Mutat. Res.
1990, 244, 153.

Eder, E.; Deininger, C.; Neudecker, T.; Deininger, D.; Environ. Mol.
Mutagen. 1992, 19, 338.

Chung, F. L.; Tanaka, T.; Hecht, S. S.; Cancer Res. 1986, 46, 1285.
Cohen, S. M.; Garland, E. M.; St John, M.; Okamura, T.; Smith, R. A,;
Cancer Res. 1992, 52, 3577.

Chung, F. L.; Hecht, S. S.; Cancer Res. 1983, 43, 1230.

Chung, F. L.; Young, R.; Hecht, S. S.; Cancer Res. 1984, 44, 990.

246.
247.

248.
249.

250.

251.

252.
253.

255,

256.
257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.
269.

270.

271
272.

273.

274.
275.

276.
277.

278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.

286.
287.

288.

289.
290.

291

292.

Quim. Nova

Sodum, R. S.; Shapiro, R.; Bioorg. Chem. 1988, 16, 272.

Smith, R. A.; Williamson, D. S.; Cohen, S. M.; Chem. Res. Toxicol. 1989,
2, 267.

Nath, R. G.; Ocando, J. E.; Chung, F. L.; Cancer Res. 1996, 56, 452.
Nath, R. G.; Ocando, J. E.; Guttenplan, J. B.; Chung, F. L.; Cancer Res.
1998, 58, 581.

Chung, F. L.; Nath, R. G.; Ocando, J.; Nishikawa, A.; Zhang, L.; Cancer
Res. 2000, 60, 1507.

Chung, F. L.; Zhang, L.; Ocando, J. E.; Nath, R. G.; IARC ci. Publ. 1999,
45,

Caeli, E.; Ferraris, A.; Brambilla, G.; Mutat. Res. 1987, 190, 169.
Khullar, S.; Varaprasad, C. V.; Johnson, F.; J. Med. Chem. 1999, 42, 947.
Benamira, M.; Singh, U.; Marnett, L. J.; J. Biol. Chem. 1992, 267, 22392.
Moriya, M.; Zhang, W.; Johnson, F.; Groliman, A. P; Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S A 1994, 91, 11899.

Burcham, P. C.; Marnett, L. J.; J. Biol. Chem. 1994, 269 , 28844.
Kawanishi, M.; Matsuda, T.; Sasaki, G.; Yagi, T.; Matsui, S.; Takebe, H.;
Carcinogenesis 1998, 19, 69.

Johnson, K. A.; Mierzwa, M. L.; Fink, S. P; Marnett, L. J.; J. Biol. Chem.
1999, 274, 27112.

Bartsch, H.; IARC Sci. Publ. 1999, 1.

Barbin, A.; Bresil, H.; Croisy, A.; Jacquignon, P.; Malaveille, C.;
Montesano, R.; Bartsch, H.; Biochem. Biophys. Res. Commun. 1975, 67,
596.

Foiles, P G.; Miglietta, L. M.; Nishikawa, A.; Kusmierek, J. T.; Singer,
B.; Chung, F. L.; Carcinogenesis 1993, 14, 113.

Bartsch, H.; Barbin, A.; Marion, M. J.; Nair, J.; Guichard, Y.; Drug Metab.
Rev. 1994, 26, 349.

Eberle, G.; Barbin, A.; Laib, R. J,; Ciroussdl, F.; Thomale, J.; Bartsch, H.;
Rajewsky, M. F.; Carcinogenesis 1989, 10, 209.

Ciroussel, F.; Barbin, A.; Eberle, G.; Bartsch, H.; Biochem. Pharmacol.
1990, 39, 1109.

Swenberg, J. A.; Fedtke, N.; Ciroussel, F.; Barbin, A.; Bartsch, H.;
Carcinogenesis 1992, 13, 727.

Singer, B.; Spengler, S. J; Chavez, F.; Kusmierek, J. T.; Carcinogenesis
1987, 8, 745.

Cheng, K. C.; Preston, B. D.; Cahill, D. S,; Dosanjh, M. K.; Singer, B.;
Loeb, L. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 1991, 88, 9974.
Mroczkowska, M. M.; Kusmierek, J. T.; Mutagenesis 1991, 6, 385.
Singer, B.; Kusmierek, J. T.; Folkman, W.; Chavez, F.; Dosanjh, M. K_;
Carcinogenesis 1991, 12, 745.

Basu, A. K.; Wood, M. L.; Niedernhofer, L. J.; Ramos, L. A.; Essigmann,
J. M.; Biochemistry 1993, 32, 12793.

Pandya, G. A.; Moriya, M.; Biochemistry 1996, 35, 11487.

Palejwala, V. A.; Rzepka, R. W.; Simha, D.; Humayun, M. Z.; Biochemistry
1993, 32, 4105.

Shibutani, S.; Suzuki, N.; Matsumoto, Y.; Grollman, A. P; Biochemistry
1996, 35, 14992.

Marion, M. J.; Froment, O.; Trepo, C.; Mol. Carcinog. 1991, 4, 450.
Froment, O.; Boivin, S.; Barbin, A.; Bancel, B.; Trepo, C.; Marion, M. J.;
Cancer Res. 1994, 54, 5340.

Nair, J;; Barbin, A ; Velic, |.; Bartsch, H.; Mutat. Res. 1999, 424, 59.
Ehrenberg, L.; Osterman-Golkar, S.; Segerbck, D.; Svensson, K.; Calleman,
C. J; Mutat. Res. 1977, 45, 175.

Segerback, D.; Chem. Bial. Interact. 1983, 45, 139.

Chen, H. J;; Chung, F. L.; Chem. Res. Toxicol. 1996, 9, 306.

el Ghissass, F,; Barbin, A.; Nair, J; Bartsch, H.; Chem. Res. Toxicol. 1995,
8, 278.

Goldschmidt, B. M.; Blazej, T. P; Van Duuren, B. L.; Tetrahedron Lett.
1968, 13, 1583.

Nair, V.; Offerman, R. J;; J. Org. Chem. 1985, 50, 5627.

Sodum, R. S.; Chung, F. L.; Cancer Res. 1988, 48, 320.

Moaller, P; Wallin, H.; Mutat. Res. 1998, 410, 271.

Langouet, S.; Mican, A. N.; Muller, M.; Fink, S. P; Marnett, L. J.; Muhle,
S. A.; Guengerich, F. P; Biochemistry 1998, 37, 5184.

Akasaka, S.; Guengerich, F. P; Chem. Res. Toxicol. 1999, 12, 501.

Nair, J; Gal, A.; Tamir, S.; Tannenbaum, S. R.; Wogan, G. N.; Bartsch,
H.; Carcinogenesis 1998, 19, 2081.

Nair, J.; Carmichael, P. L.; Fernando, R. C.; Phillips, D. H.; Strain, A. J;
Bartsch, H.; Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 1998, 7, 435.

Ohshima, H.; Bartsch, H.; Mutat. Res. 1994, 305, 253.

Nair, J;; Vaca, C. E.; Velic, |.; Mutanen, M.; Vasta, L. M.; Bartsch, H,;
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 1997, 6, 597.

Muller-Decker, K.; Scholz, K.; Marks, F.; Furstenberger, G.; Mol. Carcinog.
1995, 12, 31.

Lehmann, W. D.; Stephan, M.; Furstenberger, G.; Anal. Biochem. 1992,
204, 158.



\ol.

293.

294,

295,

296.

297.
298.

299.
300.
301

302.
303.

304.

305.

306.
307.

308.
309.
310.
311

312.

25, No. 5

Krieg, P; Kinzig, A.; Ress-Loschke, M.; Vogel, S.; Vanlandingham, B.;
Stephan, M.; Lehmann, W. D.; Marks, F.; Furstenberger, G.; Mal. Carcinog.
1995, 14, 118.

Burger, F; Krieg, P; Kinzig, A.; Schurich, B.; Marks, F.; Furstenberger,
G.; Moal. Carcinog. 1999, 24, 108.

Muller-Decker, K.; Kopp-Schneider, A.; Marks, F.; Seibert, K.;
Furstenberger, G.; Mol. Carcinog. 1998, 23, 36.

Schmid, K.; Nair, J;; Winde, G.; Velic, |.; Bartsch, H.; Int. J. Cancer 2000,
87, 1.

Singer, B.; Hang, B.; IARC Sci. Publ. 1999, 233.

Guichard, Y.; el Ghissassi, F.; Nair, J.; Bartsch, H.; Barbin, A_;
Carcinogenesis 1996, 17, 1553.

Nair, J.; IARC ci. Publ. 1999, 55.

Reiss, U.; Tappel, A. L.; Lipids 1973, 8, 199.

Fujimoto, K.; Neff, W. E.; Frankel, E. N.; Biochim. Biophys. Acta 1984,
795, 100.

Frankel, E. N.; Neff, W. E.; Selke, E.; Lipids 1983, 18, 353.

Frankel, E. N.; Neff, W. E.; Brooks, D. D.; Fujimoto, K.; Biochim. Biophys.
Acta 1987, 919, 239.

Hasegawa, K.; Fujimoto, K.; Kaneda, T.; Frankel, E. N.; Biochim. Biophys.
Acta 1988, 962, 371.

Bao, M. L.; Barbieri, K.; Burrini, D.; Griffini, O.; Pantani, F.; Water Res.
1997, 31, 1719.

Milo, C.; Grosch, W.; J. Agric. Food Chem. 1996, 44, 2366.

Yoshiwa, T.; Morimoto, K.; Sakamoto, K.; Ishikawa, Y.; Tokita, M.; Morita,
M.; Nippon Suisan Gakkaishi 1997, 63, 222.

Cha, Y. J.; Cadwallader, K. R.; J. Agric. Food Chem. 1998, 46, 1123.
Brewer, M. S.; Vega, J. D.; J. Food Sci. 1995, 60, 592.

Konopka, U. C.; Guth, H.; Grosch, W.; Zeitschrift fur Lebensmittel-
Untersuchung Und-Forschung 1995, 201, 339.

Farkas, P; Sadecka, J.; Kovac, M.; Siegmund, B.; Leitner, E.; Pfannhauser,
W.; Food Chem. 1997, 60, 617.

Kerler, J.; Grosch, W.; Zeitschrift fur Lebensmittel-Untersuchung Und-
Forschung A-Food Research and Technology 1997, 205, 232.

Formacgao de Adutos Exociclicos com Bases de DNA

313.
314.
315.
316.

317.
318.

319.
320.
321.
322
323.
324.
325.
326.
327.
328.
329.
331
332.

335.

793

Schieberle, P; Grosch, W.; Zeitschrift fur Lebensmittel-Untersuchung Und-
Forschung 1991, 192, 130.

Moshonas, M. G.; Shaw, P. E.; J. Agric. Food Chem. 1979, 27, 210.
Boosfeld, J.; Vitzthum, O. G.; J. Food <ci. 1995, 60, 1092.

Boeve, J. L.; Gfeller, H.; Schlunegger, U. P; Francke, W.; Biochem. Syst.
Ecol. 1997, 25, 195.

Almosnino, A. M.; Belin, J. M.; Biotechnol. Lett. 1991, 13, 893.
Andrianarison, R. H.; Rabinovitch-Chable, H.; Beneytout, J. L.; Biochem.
Biophys. Res. Commun. 1991, 180, 1002.

Kaneko, T.; Honda, S.; Nakano, S;; Matsuo, M.; Chem. Biol. Interact. 1987,
63, 127.

Kaneko, T.; Kgji, K.; Matsuo, M.; Chem. Bial. Interact. 1988, 67, 295.
Nappez, C.; Battu, S.; Beneytout, J. L.; Cancer Lett. 1996, 99, 115.

. Carvalho, V. M.; Di Mascio, P; Arruda-Campos, |. P; Douki, T.; Cadet,

J.; Medeiros, M. H. G.; Chem. Res. Toxicol. 1998, 11, 1042.

Cadet, J.; Carvalho, V. M.; Onuki, J.; Douki, T.; Medeiros, M. H. G.; Di
Mascio, P; IARC Sci. Publ. 1999, 103.

Carvalho, V. M.; Asahara, F.; Di Mascio, P; Arruda-Campos, |. P; Cadet,
J.; Medeiros, M. H. G.; Chem. Res. Toxicol. 2000, 13, 397.

Loureiro, A. P.M.; Di Mascio, P; Gomes, O. F.; Medeiros, M. H. G.; Chem.
Res. Toxicol. 2000, 13, 601.

Rindgen, D.; Nakajima, M.; Wehrli, S.; Xu, K.; Blair, I. A.; Chem. Res.
Toxicol. 1999, 12, 1195.

Lee, S. H.; Rindgen, D.; Bible, R. H., J.; Hajdu, E.; Blair, I. A.; Chem.
Res. Toxicol. 2000, 13, 565.

Hecht, S. S.; Young-Sciame, R.; Chung, F. L.; Chem. Res. Toxicol. 1992,
5, 706.

Liu, Z.; Young-Sciame, R.; Hecht, S. S.; Chem. Res. Toxicol. 1996, 9, 774.

. Xu, G.; Sayre, L. M.; Chem. Res. Toxicol. 1998, 11, 247.

Pryor, W. A.; Porter, N. A.; Free Radical Biol. Med. 1990, 8, 541.
Grosch, W.; Trends Food Sci. Technol. 1993, 4, 68.

. Gardner, H. W.; Selke, E.; Lipids 1984, 19, 375.
. Frankel, E. N.; Neff, W. E.; Selke, E.; Lipids 1981, 16, 279.

Hidalgo, F. J.; Zamora, R.; J. Biol. Chem. 1993, 268, 16190.



