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RESUMO

Os efeitos de ribonucleosideos de guanina substituidos na posicao C-8
na proliferagdo de linfécitos B estio bem documentados na literatura. Esses
compostos sdo analogos de adutos formados pela adigdo de radicais livres a
ribonucleosideos e a RNA. Neste trabalho, verificamos as propriedades
proliferativas de dois desses adutos, 8-metilguanosina (8-MeGuo) e 8-oxo-
7,8-di-hidroguanosina (8-OxoGuo) e comparamos com 8-bromoguanosina
(8-BrGuo), o composto mais estudado como indutor da proliferagio de
linfécitos B. 8-MeGuo e 8-OxoGuo foram sintetisados em rendimentos de 28
e 55%, respectivamente, e foram caracterizados por UV, NMR e CG-massa.
Seus efeitos sobre a incorporagdo de timidina radioativa ([*H] TdR) no DNA
de células de bago, fibroblasto 3T3(A31) e melanoma B16F10 foram
examinados. Os dois adutos foram mitogénicos para celulas de bagco mas
foram seletivos quanto as células imortalizadas. 8-MeGuo atuou sobre
células 3T3(A31) e 8-OxoGuo sobre as células de melanoma B16F10. O
analogo nio fisioldgico 8-BrGuo foi efetivo em todas as células testadas.
Experimentos de contagem de células, citotoxicidade e citometria de fluxo,
indicaram que a sintese de DNA induzida pelas guanosinas substituidas na
posicio C-8 refletia crescimento celular. Foi proposto que os compostos

agem de dentro da célula uma vez que seus efeitos sdo bloqueados em



presenca de um inibidor de transporte de nucleosideo, mas ndo foram
inibidos por um antagonista de receptor purinérgico. Os resultados obtidos,
junto com os descritos na literatura, sugerem que no caso dos fibroblastos
3T3(A31) e células de bago de camundongo os efeitos proliferativos dos
compostos ndo sdo dependentes do metabolismo desses compostos via
salvagdo das purinas. No caso das células de melanoma, entretanto, os
compostos parecem fazer parte do “pool” de nucleosideos. A demonstragao
de que adutos produzidos por ataques radicalares em ribonucleosideos e
RNA sdo capazes de induzir proliferacdo celular, abre novas perspectivas

para a compreensio do papel de radicais livres em processos carcinogénicos.



SUMMARY

The ability of C8-substituted guanine ribonucleosides to induce B cell
proliferation has been well documented in the literature. These compounds
are analogues of adducts formed from free radical attack on ribonucleosides
and RNA. Here we examined the proliferative properties of two of these
radical adducts, 8-methylguanosine (8-MeGuo) and 8-0x0-7,8-
dihydroguanosine (8-OxoGuo) and compared them with those of the well
studied B cell mitogen, 8-bromoguanosine (8-BrGuo). 8-MeGuo and
8-OxoGuo were synthesized in yields of 28 and 55 %, respectively, and were
characterized by UV, NMR and CG-MS. Their effects upon [3H] thymidine
uptake by Swiss mice splenocytes, mouse embryo 3T3 (A31) fibroblasts and
mouse B16F10 melanocytes were examined. Both guanosine radical adducts
were shown to increase [*H] thymidine uptake by mice splenocytes but
displayed selectivity in regard to continuous cell lines. 8-MeGuo acted upon
3T3(A31) fibroblasts whereas 8-OxoGuo acted upon B16F10 melanocytes.
The non physiological analogue 8-BrGuo acted upon all tested cells. Parallel
experiments of cell counting, cytotoxicity, and cell sorting indicated that
DNA synthesis induced by the C8-substituted guanosines reflected cell
growth. It is proposed that the compounds act intracellularly because their

proliferative effects were blocked in the presence of a nucleoside transport



inhibitor but were not inhibited by an antagonist of the AZ purine receptor.
The obtained results, taken together with data from the literature suggest
that in the case of 3T3(A31) fibroblasts and mice splenocytes the
proliferative effects of the compounds are not dependent on metabolism
through purine salvage pathways. In the case of melanocytes, however, the
compounds are likely to become part of the purine nucleoside pool. The
demonstration that adducts produced by free radical attack on
ribonucleosides and RNA are able to induce cell proliferation opens new

perspectives for the understanding of free radical mediated carcinogenesis.



I - INTRODUCAO

L. 1. Aduftos de radicais livres com dcidos nucleicos

A oxidacido na posicdo C-8 de residuos de guanina em DNA e RNA é
um dos principais danos produzidos por estresse oxidativo tanto in vitro
como in vivo (Park ef al., 1992, Jaruga & Dizdaroglu, 1996, Loechler, 1996).
Danos oxidativos causados por radicais livres tém sido associados a diversas
condigdes patoldgicas tais como carcinogénese (Farber, 1984, Ames ef al,
1993, Marnett & Burcham, 1993, Ames ef al., 1995, Toyokuni ef al., 1995).
Carcinogénese é um processo de vdrias etapas direcionadas por eventos
genotdxicos e epigenéticos resultando na ativacdo ou expressdo alterada de
protooncogenes e/ou na perda ou inativagdo de genes supressores de tumor
(Loeb, 1989, Perchellet & Perchellet, 1989, Weinberg, 1989). Eventos
genotdxicos sdo usualmente dependentes da formagido de adutos de DNA
pela interacdo covalente entre compostos carcinogénicos e/ou seus
metabodlitos com DNA. A conversdo destas lesdes em mutacdes hereditarias
requer a replicagio do DNA antes que o dano seja reparado.
Conseqiientemente, o aumento da taxa de divisdo celular pode ser
considerado como sendo um fator de risco epigenético em carcinogénese.

As primeiras demonstragdes de que o radical hidroxila se adiciona as
bases do DNA surgiram de estudos da quimica de radiagdo (von Sonntag,

1987). A formagao de 7,8-di-hidro-8-oxo-2’-desoxiguanosina (8-OxodGuo),



por ataque do radical hidroxila gerado em incubagdes de Fe(lIl)-
EDTA/QO:z/4acido ascorbico, foi descrita em 1984 (Kasai & Nishimura, 1984).
Mais recentemente, demonstrou-se que esse aduto também pode ser formado
por outros oxidantes como o oxigénio singlete (Floyd, ef al, 1989,
Devasagayam ef al, 1991), agdo fotodinamica direta (Kasai ef al, 1992) e
peroxinitrito (Inoue & Kawanishi, 1995, Kennedy ef al, 1997). Bases de
guanina oxidadas sdo as lesdes mais abundantes encontradas em DNA de
mamiferos e seus niveis aumentam conforme a intensidade de estresse
oxidativo a que os animais estdo submetidos (Shigenaga ef al., 1989, Park ef
al, 1992). A importancia desses adutos em processos carcinogénicos ficou
mais evidenciada quando a existéncia de mecanismos para seus reparos foi
demonstrada pela deteccio de 7,8-di-hidro-8-oxoguanina (8-OxoGua),
8-OxodGuo e 7,8-di-hidro-8-oxoguanosina (8-OxoGuo) na urina de
humanos (Shigenaga ef al, 1989). Paralelamente, foram descritas enzimas
em Escherichia coli e em mamiferos que sdo capazes de remover 8-OxoGua
de DNA (Chung ¢f al., 1991, Mo ef al, 1992, Bessho ef al, 1993, Taddei ef
al., 1997). Foram demonstradas, também, as propriedades mutagénicas de
8-OxodGuo pelo pareaménto quase que igualmente eficiente com
desoxicitosina e desoxiadenosina durante a sintese de DNA (Maki &
Sekiguchi, 1992, Taijiri ef al, 1995) levando a transversdes G:C—T:A

(Wood ef al, 1990, Moriya ef al, 1991, Shibutani ef al, 1991).



Recentemente, a presenca do aduto 8-OxodGuo vem sendo demonstrada em
varios tumores humanos (Akman ef al,, 1992, Olinski ef al, 1992, Guyton &
Kensler, 1993, Malins ef al, 1993, Chen ef al., 1996, Toyokuni ef al., 1997).

No caso da oxidacao de RNA, o aduto resultante 8-OxoGuo, quando
fosforilado, pode substituir uridina trifosfato durante a sintese de
polinucleotideos (Bruskov & Kuklins, 1988). Entretanto, seu papel no
potencial mutagénico e carcinogénico de situagdes de estresse oxidativo foi
pouco explorado.

A formacido de adutos de bases de DNA por ataque de radicais livres
outros que nio o radical hidroxila vem sendo descrita em sistemas quimicos
desde a década de 70 (para revisdes ver, Steinmaus ef al, 1971, Augusto,
1993). Mais recentemente, a formagdo desses adutos em condig¢des
fisiolégicas in vivo vem sendo demonstrada (Esquema 1). E dois desses
adutos, 8-MedGuo e 8-aril desoxiguanosina (8-ArildGuo), mostraram-se
mutagénicos in vitro (Kohda ef al, 1996, Kohda ef al, 1997) embora menos
eficientemente que 8-OxodGuo.

Assim, fica claro que a formacdo de adutos de acidos nucleicos
substituidos na posicio C-8 do anel purinico ¢ uma propriedade geral dos
radicais livres, embora a formacao de adutos na posigao C-8 por mecanismos
idnicos também tenha sido demonstrada no caso de aminas aromaticas

(Humphreys ef al, 1992). E conhecido também, que a substituicio na



posicio C-8 leva a que os correspondentes nucleosideos assumam
preferencialmente a conformagdo syn em torno da ligagido entre a base e o
agucar (Bugg & Thewalt, 1969, Tougard ef al, 1973). Tal alteracdo
conformacional pode influenciar as atividades bioldgicas desses nucleosideos
e nucleotideos modificados (Cho ef al., 1990, Goodman, 1991, Kouchakdjian

etal, 1991, Oda ef al., 1991, Bonnet & Robins, 1993).

L2. Andlogos de guanosina como imunomoduladores

H4 varios nucleosideos aciclicos derivados de guanina que sido
utilizados clinicamente. Dentre eles os mais conhecidos sdo o aciclovir (9-(2-
hidroxietoximetil)guanina) (Schaeffer ef al, 1978), droga utilizada no
tratamento de infecgdo por virus do herpes simplex (HSV), e ganciclovir
(9[(1,3-dihidroxi-2-propoxi)metil] guanina) que tem demonstrado eficécia
contra infecgdes por citomegalovirus (CMV) (Martin ef al, 1983). A
atividade bioldgica do aciclovir, por exemplo, depende da sua conversdo a
trifosfato catalisada pelas enzimas do hospedeiro. E € sob esta forma que a
droga inibe a DNA polimerase do HSV prevenindo a replicagdo do virus

(Derse ef al., 1981).
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Alvo R’ Sistema Referéncias
MH/HRP/H:zO: (Augusto ef al., 1990)
DNA *CHs SDMH/ ratos (Netto ef al., 1992)
t-BuOOH/Fe2* (Hix ef al., 1995)
t-BuOOH/ratos (Hix & Augusto, em
preparagao)
DNA PAH+ PAH/HRP/Hz0: (Cavalieri & Rogan, 1995)
PAH/microssomas
ions de aril
diazonium/DNA de
DNA *Ar timo bovino (Gannett ef al., 1996)
ions de aril
diazonium/
queratinécitos de
murinos
RNA *CHs Fez*/HzOz/ DMSO (Kang et al.,, 1993)
Guo/Ado *Ar Diazoquinonas (Kikugawa, 1992)
Ade *Ar 3,4-estrona-o-O/e- (Abul-Hajj ef al., 1995)

Esquema 1: Sumdrio de estudos recentes sobre a alquilacdio de dcidos
nucleicos por mecanismos radicalares.
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Analogos de guanosina com propriedades imunomoduladoras também
foram descritos na literatura. Por exemplo, no curso de seus estudos sobre
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) como segundo mensageiro na
ativacdo dos linfécitos B, Goodman verificou que andlogos de guanosina
substituidos na posicio C-8 das bases purinicas possuem propriedades
imunoestimulantes (Goodman & Weigle, 1981, Goodman, 1991). Desses
estudos, concluiu-se que o fator determinante da atividade imunolégica dos
compostos estaria principalmente na eletronegatividade do atomo
substituinte. Dentre essas atividades, estd a proliferacdo e/ou diferenciaciao
de linfécitos B. Em linfécitos B de camundongo, andlogos como
8-bromoguanosina  (8-BrGuo), 8-mercaptoguanosina  (8-SHGuo) e
8-OxoGuo, estimulam a proliferagdo e diferenciagao das células (Goodman
& Weigle, 1982, 1983a, 1983b, 1983c, 1984a, 1984b, Ahmad & Mond,
1985, Goodman, 1991). Ja a 8-metoxiguanosina estimula a diferenciagdo
sem proliferacio (Ahmad & Mond, 1985). Originalmente, foi verificado que
esses compostos atuavam seletivamente em linfocitos B previamente ativados
(Scheuer et al, 1985, Wicker ef al, 1987). Também foi V¢rificado que
analogos, tais como 8-SHGuo, induzem a diferenciacdo de células T sem
estimular a proliferacdo (Feldbush & Ballas, 1985) e que 8-BrGuo ativa
células NK e macrofagos (Koo ef al, 1988). Em 1986 foi descrita pela

primeira vez a atividade imunobiologica de 7-metil-8-oxoguanosina (7-Me-
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8-OxoGuo), um composto com atividade mais eficiente que seu andlogos
monosubstituidos (Goodman & Hennen, 1986). Estudos de relagbes entre
estrutura e atividade levaram ao desenvolvimento do andlogo
7-alil-8-oxoguanosina (loxoribina) que foil patenteado (Chen ef al, 1994).
Este composto vem sendo sugerido como util na terapia contra tumores pois
inibe a metastase de células de melanoma em camundongos (Pope ef al.,

1994).
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1 - OBJETIVOS

Ribonucleosideos de guanina substituidos na posigdo C-8 sdo capazes
de promover a proliferagio celular de linfécitos B (Goodman, 1991), e s3o
analogos de adutos formados pela adigdo de radicais livres ao RNA. Nesse
contexto, consideramos que radicais livres possam participar em processos
carcinogénicos nio so pela formagdo de lesdes primarias (adutos de DNA)
mas, também, por contribuirem para tornar essa lesdo mutagénica através de
um aumento de proliferagdo celular (esquema 2). Para examinar essa
hipdtese nos propusemos a: (i) sintetizar 8-MeGuo e 8-OxoGuo, adutos que
sdo produzidos pelo ataque de guanosina e RNA por radicais metila e
hidroxila, respectivamente; (ii) estudar as propriedades proliferativas desses
compostos em uma cultura primaria (células de bago de camundongo), em
uma linhagem estabelecida (fibroblasto 3T3(A31)) e em uma linhagem
tumoral (melanoma B16F10), comparando-as com as de 8-BrGuo, o
ribonucleosideo mais bem estudado em linfécitos (Goodman, 1991, Bonnet

& Robins, 1993).
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Esquema Z2: Possivel atuagdo de adufos de guanosina na proliferacao celular.
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I1I - MATERIAIS E METODOS

1II. 1. Sinfese dos ribonucleosideos
Materiais. Guanosina, 8-bromoguanosina, formiato de aménio e
hidroperdxido de fercio-butila, foram obtidos da Sigma Chemical Co., St.

Louis, Mo. USA. Trietilamina, silica gel 60 GF,;, em folhas de aluminio,
DMSO-ds, CDCls, foram obtidos da Merck, Darmstadt. Silica gel 200-400
mesh, 60A para coluna de cromatografia, foi obtido da Aldrich Chemical
Company, Milwaukee, USA. Amostra padrdo de 8-OxoGuo foi gentilmente
fornecida pelo Prof. Dr. H. Kasai do National Cancer Center Research
Institute, Tokio, Japdo. Os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico, cromatografico ou purificados como descrito abaixo. A 4gua
utilizada em todos os experimentos foi tratada com o sistema NANOpure

(Barnstead).

HPLC. Dois tipos de equipamento foram utilizados. Um cromatdgrafo
Waters, constituido por uma bomba Waters modelo 625LC e injetor
Rheodine modelo 9125-080, detector Waters de fotodiodos em série (PDA,
modelo 991), acoplados a um sistema de aquisi¢do de espectros NEC Power
Mate Sx Plus. Também foi utilizado um cromatdgrafo Waters, constituido

por uma bomba Waters modelo 501 e injetor Rheodine modelo 7010 com
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um detector de absorvancia Optica pontual modelo 486 acoplados a um

registrador modelo 746. Foram utilizadas as seguintes colunas: (i) analiticas
uBondapak CI18 (3,9 mm de didmetro x 300 mm de comprimento) da
Waters ou de troca iénica (4,6 mm de diametro x 250 mm de comprimento)
Partisil SCX 10u da Phenomenex; (ii) semi-preparativa puBondapak C18

(7,8 mm de didametro x 300 mm de comprimento).

Espectroscopia. Os espectros de 'H- e 3C-RMN foram obtidos num
espectrometro Bruker AC-200 de 200 MHz. Os espectros de massa foram
obtidos em espectrédmetros da Finnigan - MAT ITD 800 de baixa resolugio,

empregando-~se a técnica de ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. As
amostras silanizadas pelo método descrito por Dizdaroglu (Dizdaroglu,
1984) foram injetadas em cromatdgrafo a gas Varian modelo 3400. Estes

aparelhos sio da Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

Purificacdo de reagentes. Os reagentes utilizados para a sintese do 7,8-di-
hidro-2-N,2’-0,3’-O,5’- C-tetraacetil-8-oxoguanosina, a forma acetilada da

8-0x0oGuo, foram purificados como descritos por Perrin e Armarego (Perrin
& Armarego, 1988). Acido acético glacial foi purificado pela adi¢do de 6xido

de cromo (2 g%) e um pouco de anidrido acético (para reagir com a agua); a

mistura foi aquecida a 100°C por 1h. e depois submetida a uma destilagao
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fracionada. Piridina, trietilamina e 1,4-dioxano, foram purificados por
destilacdo fracionada, em presenga de pastilhas de hidroxido de potassio. Os
dois primeiros foram armazenados com peneira molecular de 4A e o
dioxano com fio de sddio metalico. Tampdo de bicarbonato de trietilaménio
(TEAB) 2M foi preparado adicionando gelo seco a uma solugdo 2 M de

trietilamina até atingir o pH em torno de 8. O tampao ¢é diluido v/v e o pH

novamente acertado entre 7,0-7,5, pela adigdo de gelo seco.

IIL.2. Estudos de proliferagio celular

Materiais. Insulina, FGF, meio de cultura para células (DMEM e RPMI
1640), formiato de aménio, POPOP, PPO e solugdo estéril de aminodcidos
ndo essenciais (100 vezes concentrado), guanina, 8-bromoguanina
(8-BrGua), 7-metilguanosina (7-MeGuo), adenosina, bromodesoxiuridina
(BrdUrd), anticorpo anti-BrdUrd e anticorpo de camundongo IgG de
fluoresceina isotiocianato conjugado (FITC) foram obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo. USA. 7,8-di-hidro-8-oxoguanina foi obtido da
Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA. Soro fetal bovino (SFB) foi
obtido da Cultilab, Campinas, Sdo Paulo. Tripsina foi obtida da ICN
Pharmaceuticals Inc., Cleveland, USA. *H-timidina (87 mCi/mmol) foi

obtida da New England Nuclear, Boston, USA. Ovalbumina foi purificada e

gentilmente cedida pelo Dr. Angelo G. Gambarini. Os demais reagentes
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utilizados foram de grau analitico ou cromatografico. A agua utilizada em

todos os experimentos foi tratada com o sistema NANOpure (Barnstead).

Solucoes estoque dos ribonucleosideos. Os ribonucleosideos foram
previamente dissolvidos em NaOH 0,5M e diluidos com PBS até a
concentragdo final de 12,5 mM de cada composto contendo NaOH 12,5mM.
Todos os controles dos ensaios de proliferacdo celular foram feitos com a
adicao de quantidades de NaOH equivalentes aquelas contidas nas solucdes

dos ribonucleosideos.

Animars. Camundongos alogénicos Sui¢o machos com idades variando entre
8 e 12 semanas foram adquiridos do biotério do Instituto de Quimica da

Universidade de Siao Paulo.

Cultura de células de baco. Camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e os seus baéos removidos. As células de baco foram
dissociadas por esfregaco do tecido entre duas laminas de vidro esmerilhado
em meio de cultura sem soro e suplementado com L-glutamina 2 mM,
piruvato de sédio 1 mM e 1 ml de uma solugcdo de aminodcidos ndo
essenciais para cada 100 ml de meio de cultura (Goodman ef al, 1978).
Apos centrifugacado, as células foram tratadas com 4dgua bidestilada para lisar

os eritrocitos e foram lavadas duas vezes com meio de cultura.
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Cultura de células de fibroblasfo. Células de fibroblasto de embrido de
camundongo Balb/c, Balb/c3T3 clone A31 (Todaro & Green, 1963) foram
gentilmente cedidas pela Dra. Mari S. Armelin do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo. O cultivo das células 3T3(A31) foi feito
rotineiramente a 379C, em atmosfera de 5% de CO:z e 95% de ar atmosférico.
Para evitar transformagio espontinea ao longo do periodo de cultivo, células
com mais de quatro semanas em cultura foram descartadas. Como os
andlogos de guanosina testados sdo dissolvidos em solucdo alcalina e como
aumento de pH no meio de cultura estimula a proliferagdo celular (Eagle,
1974), HEPES em uma concentragdo final de 7,5 mM foi suplementado

durante o periodo de incubagio das células com os ribonucleosideos.

Cultura de células de melanoma. Células de melanoma de camundongo
C57Bl/6], B16F10 (Fidler, 1975) foram gentilmente cedidas por Silvio

Zanata do Instituto Ludwig, Sao Paulo. O cultivo das células B16F10 foi feito

rotineiramente a 379C, em atmosfera de 5% de COz e 95% de ar atmosférico.

Ensaio mitogénico de células de bago. Linfocitos com viabilidade maior ou
igual a 95% foram cultivados em uma placa de 96 pocos em uma densidade
inicial de 4 x 10° células em 0,1 ml por poco segundo procedimento descrito
na literatura (Goodman, 1988). Em seguida, foram feitas adicdes dos

compostos em um volume final de 0,2 ml por poco. Apds 24 horas de cultivo
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as células foram marcadas com timidina tritiada (1,0 uCi/pogo) e, ao final
de 48 horas, coletadas em papéis de filtro por um aparelho “Nunc Cell
Harvesting”. Os filtros secos foram mergulhados em um liquido de cintilacao
(4g de PPO e 0,1g de POPOP em 1 litro de tolueno) e a incorporagido de

timidina tritiada pelas células foi medida em um analisador de cintilagdo

liquida modelo 1600 TR (Packard TRI-CARB).

Ensaio mitogénico de células de fibroblasto (Armelin, 1973). Atingindo o
estdgio de aproximadamente 90% de confluéncia, as células aderidas ao
frasco de cultura foram removidas por uma breve exposicio a uma solucio
de tripsina 0,1% em solugio salina tamponada, pH 7,2, contendo
NaCl (140 mM), KCI (2,7 mM), NazHPOs (8 mM), KHzPO4 (1,5 mM) e
EDTA (ImM), na proporcdo de 0,5 ml da solucdo para cada garrafa de
25 cm?. Foram utilizadas placas de 24 pogos com uma densidade inicial de
10* células por pogo em 1 ml de meio DMEM contendo 10% de SFB. Apds
atingirem a subconfluéncia, foi feito o carenciamento (ou sincroniza¢io) das
células plaqueadas substituindo o meio de cultura com 10% de SFB, por
DMEM com 0,5% de SFB. Apds 48 horas as células foram lavadas com salina
estéril e as adigdes dos compostos foram feitas em DMEM contendo HEPES
7,5 mM em um volume final de 0,5 ml por pogo. Apds um periodo de
8 horas, timidina tritiada (0,5 uCi/ml), suplementada com timidina nio

radioativa (10-7 M), foi adicionada as células. Ao final de um periodo total de

BIBLIOTECA
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Ualvessldado de Sio Pesle



20

20 horas de incubagdo, o meio de cultura foi desprezado e as células
aderidas foram fixadas com uma solugdo gelada de acido tricloroacético
(TCA) a 10%, por um periodo de incubagcdo de 5 a 10 minutos
(procedimento repetido por duas vezes). Apds a retirada do excesso de TCA,
as células foram lisadas pela adicdo de uma aliquota de 150 ul por poco de
uma solugao de hidroxido de sédio 0,5 N a 37°C durante 1 hora. As células
lisadas foram coletadas em um filtro de papel (1,5 x 1,0 cm), e em seguida
os filtros foram lavados com uma solucdo gelada de TCA a 10%. Apds a
retirada do excesso de TCA os filtros foram lavados com etanol ou acetona.
Os filtros secos foram mergulhados em um liquido de cintilagdo (4g de PPO
e 0,1g de POPOP em 1 litro de tolueno) e a incorporagdo de timidina tritiada

pelas células foi determinada por um analisador de cintilagdo liquida modelo

1600 TR (Packard TRI-CARB).

Ensaio mifogénico de células de melanoma. Atingindo o estdgio de
confluéncia, as células B16F10 aderidas ao frasco de cultura foram
removidas por uma breve exposi¢do a uma solugdo de EDTA a 0,2%. Foram
utilizadas placas de 24 pogos com uma densidade inicial de 10* células por
poco em 1 ml de meio RPMI contendo 10% de SFB. Apds atingirem a
subconfluéncia, as células foram carenciadas por 24 horas em meio RPMI
sem soro. Os procedimentos subseqiientes sdo os mesmos descritos para as

células A31, com excecdo de HEPES que nédo é adicionado.
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Ensaio mitogénico por imunofluorescéncia com bromodesoxiuridina. O
ensaio de imunofluorescéncia foi realizado como descrito (Gratzner, 1982;
Meyer ef al., 1989) com algumas modifica¢des (Loft1 ef al, 1997). Células
A31 foram cultivadas em laminulas em uma densidade inicial de 103 células
por laminula. Laminulas com as células aderidas foram cultivadas por
48 horas em DMEM com 10% de SFB em placas de seis pogos com no
maximo trés laminulas por pogo. Apds carenciamento de 24 horas, as células

subconfluentes foram tratadas por mais 24 horas em quatro diferentes

condigdes: 8-MeGuo 500 uM, 8-OxoGuo 500 uM, DMEM sem SFB e DMEM

com 10% de SFB. BrdUrd (100 umol/litro) foi adicionado 12 horas antes do
final do tratamento. Apds o periodo de tratamento, as células foram fixadas
com metanol frio (4°C) por 10 minutos e lavadas trés vezes com salina
tamponada (PBS). Células fixadas foram incubadas com agitagdo por
30 minutos em HCl 1,5 M em temperatura ambiente para desnaturar DNA.
Ap0s as etapas de lavagens com PBS para a remogdo do excesso de HCl, cada
laminula foi invertida com a face contendo as células aderidas sobre 40 ul de
anticorpo monoclonal de camundongo anti BrdUrd (1:50 em PBS) e
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente. O excesso de BrdUrd
foi removido apds trés etapas de lavagens com PBS com agitacdo de
5 minutos em cada etapa e as células foram coradas com conjugado anti-

camundongo IgG FITC (1:50 em PBS). Nucleos marcados foram observados
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em microscopio Nikon Fluorophot. Células em cinco campos diferentes

contendo cerca de 100 células por campo foram contadas em cada laminula.

Eficiéncia de Plaqueamento (Wilson, 1986). Células A31 previamente
tratadas por 24 horas com cada composto foram plaqueadas em placas de 35
mm de didmetro em uma densidade inicial de 200 células por placa e
cultivadas normalmente em DMEM com 10% de SFB. A troca de meio foi
realizada a cada quatro dias. Apds dez dias, as células aderidas as placas
foram lavadas com PBS, fixadas com metanol e coradas com uma solugdo de
cristal violeta 1%. O excesso do corante foi removido com 4gua corrente,
agua destilada e as placas foram deixadas em temperatura ambiente para
secar. Colénias com aproximadamente 64 células foram contadas e
expressas em porcentagem: (colonias formadas/N° inicial de células

plaqueadas) x 100.

Contagein de Células. Células de fibroblasto com aproximadamente 90% de
confluéncia cultivadas em placas de Petri de 35 mm de didmetro foram
carenciadas para soro por 24 horas. Células quiescentes foram cultivadas
por 24 horas com cada composto em uma concentracio fixa de 0,5 mM em
meio sem soro. Apds o tratamento, as células foram removidas e ressuspensas
em um volume final de 1 ml de PBS contendo 3,75% de formalina. Numero

de ceélulas foi determinado por um contador de células CELM modelo C530.
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Andlise do ciclo celular por cifometria de fluxo (FACScan). A analise da
distribuigdo da populagdo de células ao longo do ciclo celular foi feita por
citofluometria de fluxo (FACScan). Células B16F10 previamente cultivadas
com meio de cultura sem SFB foram tratadas por 24 horas em triplicata para
cada composto em garrafas de 25 cm?. Apos este periodo, as células foram
removidas das garrafas, separadas por centrifugacdo e incubadas por

15 minutos em temperatura ambiente com uma solugdo de iodeto de

propidio (50 pug/ml em tampio citrato 4 mM contendo 0,3% de Triton X
100) na proporcdo de 500 ul para 1 x 10° células (Shapiro, 1995). Em
seguida as células foram incubadas com 500 ul de uma solugdo de RNase

(100 pg/ml em tampido citrato 40 mM) por 15 minutos a temperatura

ambiente (Shapiro, 1995). O DNA contido em um volume final de 1 ml foi
submetido a leitura no aparelho FACScan Flow Cytometer da Becton —

Dickinson Immunocytometry Systems.

Andlise Estatistica. Os resultados foram expressos como média * erro padrio

(EP). O teste #de Sudent foi utilizado para analise do grau de significancia da

diferenga: p<0,05 foi considerado significativo.
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IV — RESULTADOS

1V. 1. Sinfese dos ribonucleosideos
1V.1.1. Sinfese de 8 MeGuo

A sintese de 8-MeGuo (Fig.1) foi realizada segundo Maeda ef al
(Maeda ef al, 1974) com algumas modificagdes. A uma solugdo contendo
200 mg de guanosina e 800 mg de FeSO4.7H20 dissolvidos em 40 ml de
H2zS804 1 N e mantida em agitacdo constante e em um fluxo de nitrogénio, foi
adicionada uma solucao de hidroperoxido de tercio - butila (200mg em
10ml) gota a gota. Em seguida, o excesso de ions Fe?*/Fe3* foi precipitado
pela adigdo de Ba(OH): até pH >7,0. O sobrenadante foi reservado e o
sedimento lavado com 4gua quente. O eluato foi adicionado ao sobrenadante
reservado e essa mistura foi tratada com chelex para a retirada de ions
Fe2+/Fe3* remanescentes, evaporada sob pressdo reduzida e ressuspensa em
agua. A seguir a mistura final de reacdo fol analisada por HPLC revelando
um rendimento de aproximadamente 50% de 8-MeGuo.

O composto foi purificado por HPLC com coluna semipreparativa.
Utilizando~se da coluna semi-preparativa uBondapak C18 fase modvel

metanol 10%, o composto elui a 7,4 minutos. Essas fracdes foram coletadas
de varias injegdes, misturadas e concentradas em um rotavapor. O produto

assim obtido (60 mg, rendimento de 28%) mostrou-se 99% puro por HPLC.



to
W

CH,
|
H3C-—C,~—O—OH+F°+ S, He— W + F¢'— = "CH, + HC—C —CH,

CH, CH,
t-butilhidroperoxido

»AJI"% o JIY - JI e

O O

HO OH HO OH HO OH

guanosinag 8-Metilguanosina

Fig. I: Representacdo esquemdtica da sinfese de 8 MeGuo.

A caracterizacdo do produto como 8-MeGuo foi obtida por espectroscopia de

UV (pH 1,0) Amax nm (log €) 257 (11700) (Maeda ¢f al., 1974) e de massa
(Fig. 2). O espectro de massa do composto sililado correspondeu ao padrio
de fragmentacio esperado para o derivado tetrametilsililado, com picos a:
m/z 585 (M+), m/z 570 (M+-CHs), m/z 309 (base dimetilsililada, + H*) e
m/z 294 (base dimetil sililada, + H* -CHas) (Fig. 2). O espectro de 'H-RMN
em DMSO-dé foi coincidente com aqueles descritos na literatura (Céng-

Danh ef al, 1979, Cho et al.,1990, Morais, 1995).
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IV.1.2. Sinfese de & OxoGuo

Para a sintese de 8-OxoGuo tentou-se inicialmente o método descrito
por Kasai & Nishimura (Kasai & Nishimura, 1984) que utilizaram
Fez*/Q2/4cido ascdrbico para oxidar a guanosina. Os baixos rendimentos

obtidos de 8-OxoGuo (~1%) nos levaram a tentar o procedimento descrito

por Ikehara ef al. (Ikehara ef al,, 1965) baseado na hidrdlise de 8-BrGuo em
acido acético glacial/acetato de sédio por aquecimento a 90°C em refluxo
por 16 horas. Com este procedimento foi possivel obter o produto (<10%)
mas seu isolamento por HPLC foi extremamente demorado por excessiva
retengdo nas colunas tentadas. Procuramos entdo, adaptar o procedimento
recentemente descrito para a sintese de oligos contendo residuos modificados
de 7,8-di-hidro-8-oxo-2’-desoxiguanosina  (Roelen ef al, 1991).
Primeiramente foi sintetisada a 7-di-hidro-2-N,2’-0,3’-0,5’-O-tetraacetil-
8-oxoguanosina (Fig. 3). Para isso, 8-BrGuo (1,81g, 6,0 mmol) foi
previamente tratada com piridina e o solvente evaporado. Em seguida foram
adicionados ao composto, piridina (37,5 ml), anidrido acético (12,5 ml) e
acetato de sddio anidro (4,1g, 200 mmol). Esta mistura ficou em refluxo por
2 horas. Subseqiientemente, acetato de sédio anidro (1,64g, 80,0 mmol) e
acido acético (37,5 ml) foram adicionados a4 mistura acima e esta nova
mistura foi submetida a um novo refluxo de 2 horas. A reacdo foi

interrompida com etanol (25 ml) e a mistura concentrada sob pressdo
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reduzida (esta operacdo fol repetida varias vezes para remover o excesso de
acido acético). O residuo foi dissolvido em acetato de etila (37,5 ml) e, a esta
solugdo, foram adicionados TEAB 1 M (12,5 ml) e solugdo saturada de
cloreto de sédio (12,5 ml). A camada organica foi adicionado um pouco de

sulfato de magnésio e em seguida ela foi filtrada e concentrada. Eter de
petrdleo (37,5 ml, fracao 40-609C) foi adicionado ao volume concentrado e

evaporado. O precipitado foi dissolvido em diclorometano (3,0 ml) e
purificado por gradiente de metanol em diclorometano de O a 8% em coluna
de cromatografia de silica gel(1,8 mm de didmetro x 300 mm de
comprimento). As fragdes de coloragdo amarelada foram coletadas,
evaporadas, analisadas. O rendimento do composto acetilado foi de 60%

(1,42 g); o Rf de 0,84 em TLC foi obtido utilizando como solvente,
diclorometano/metanol, 92/ 8, v/v. O espectro de UV (pH 3,0), Amax = 265 ¢
298 nm. 'H-RMN (CDCls): & 10,41 (NH), 9,63 (NH), 6,05 (H1’), 5,90 (H2),
5,63 (H3"), 4,59 (H4’), 4,32 (H5- H5”), 2,27 (CHs — NHAc), 2,19, 2,09,
2,02 ( 3x CHs — OAc) e 3C RMN (CDCL,): & 172,33, 171,68, 169,93,
169,76 (4xC=0, Ac), 151,87 (C-6), 150,0 (C-2), 146,78 (C-4), 144,35 (C-
8), 104,81 (C-5), 83,92 (C-17), 78,96 (C-4"), 71,78 (C-3"), 71,0 (C-2"),
63,46 (C-5"), 24,07 (CHas, NHAc), 20,85, 20,54, 20,41, (3xCHs, OAc), estdo

de acordo com o descrito na literatura (Roelen ef al. 1991).
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A deacetilacaio de  7-di-hidro-2-N,2’-0,3’-O,5’- O-tetraacetil-8-
oxoguanosina (Fig. 3) foi realizada em uma mistura de reagdo contendo
amodnia/dioxano (5/1, v/v) a 50°C e acompanhada por HPLC e U.V. Apds 5
horas, o sedimento foi recristalizado de metanol (Geiger ef al, 1993) e o
solido recuperado foi tratado com metanol/diclorometano (8/92, v/v) para
a remogdo do composto acetilado remanescente. O sedimento branco
analisado por HPLC apresentou um rendimento de 55% (0,79 g), um grau de
pureza de 99% e co-eluiu com o padrio de 8-OxoGuo. O espectro de 'H
RMN (DMSO-d6): 6 6.44 (NHz), 5.56 (H1’), 4.83 (H2%), 4.07 (H3"), 3.77
(H4’), 3.57 (H5”), 3.43 (H5’) esta de acordo com o descrito na literatura
(Cho et al, 1990). O espectro de 13C RMN (DMSO-d6): § 62,64 (C5’), 70,23
(C3), 71,15 (C2’, 85,29 (C4’), 85,84 (C1’), 98,94 (C5), 147,76 (C4),
152,13 (C8), 152,91 (C6), 154,30 (C2) confirma a estrutura do produto
sintetizado (Fig. 4). As atribuigdes foram realizadas por simulagao com o
programa de simulagdo de espectros da Bruker e portanto devem ser

consideradas tentativas.
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1V.2. Estudos de proliferacio celular

Para explorar os possiveis papéis de adutos de RNA formados por
ataques de radicais livres na proliferagdo celular, estudamos inicialmente os
efeitos mitogénicos de 8-MeGuo, 8-OxoGuo e 8-BrGuo em células de baco
de camundongo.

O composto 8-BrGuo foi utilizado em nossos estudos para efeitos de
comparacdo porque foi o andlogo de guanosina mais estudado como
imunomodulador de linfécitos de camundongos (Goodman & Weigle, 1981,
1982, 1983b, 1983c, 1984a, Scheuer ef al., 1985, Wicker ef al, 1987, Koo
et al, 1988). Também ja foi demonstrado ser a 8-OxoGuo mitogénica para
linfécitos B (Ahmad & Mond, 1985, Goodman & Hennen, i986).
Demonstramos aqui que 8-MeGuo também estimula a incorporagdo de 3H-
timidina por células de baco de camundongo em cultura embora seja menos
efetiva que os compostos 8-BrGuo e 8-OxoGuo (Fig. 5). O efeito mitogénico
depende das concentracdes dos ribonucleosideos (Fig. 5) e a dose efetiva foi
da mesma magnitude das doses anteriormente descritas para culturas de
células de bago de camundongo CBA/CaJ (Goodman & Weigle, 1981,

1983b, 1983c, 1984a, Goodman & Hennen, 1986, Goodman, 1988).
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Na concentracio de 1 mM, 8-BrGuo foi quase tio efetiva quanto
lipopolisacarideo (LPS), um mitdgeno caracteristico de linfécito B, enquanto
que o seu composto parental, a guanosina, tem um pequeno efeito inibitério
sobre a proliferacio de células de baco (Fig. 5). Foi sugerido que as
propriedades proliferativas dos ribonucleosideos modificados eram
especificas para linfécitos B e dependentes da eletronegatividade do
substituinte na posicio C-8 (Goodman, 1991). Entretanto, a demonstracio
de que 8-MeGuo é capaz de estimular a incorporacdo de 3H-timidina por
células de bago de camundongo (Fig. 5) sugere que esses efeitos
proliferativos podem ndo possuir especificidade. De fato, os ribonucleosideos

substituidos na posicdo C-8 mostraram efeitos diversos sobre a incorporacio

de 3H-timidina por diferentes tipos de linhagens celulares.
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Fig.5: Efeito de ribonucleosideos sobre a incorporacdo de ?H-timidina por
células de baco de camundongo Suigo. Células vidvers foram cultivadas em
meio de cultura com 10% de SFB por 48 horas, como descrito em Materiais e
Meéfodos, em presenca de concentragoes crescentes de 8 MeGuo, 8 OxoGuo,
& BrGuo e Guo. Apos 24 horas de marcagdo por timidina trifiada, as células
foram coletadas e a incorporagdo monitorada. Resultados de incorporagdo
estdo expressos em nuimero de vezes em relagdo ao controle (de valor igual a
1,0) e representam a média arifméfica de nove deferminacoes de frés
ensaios independentes + EP. Todos os valores, excefo os assinalados com
asterisco (%), foram significativamente d]ferentes do conftrole (p<0,05).
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No caso de fibroblasto de camundongo Balb/c 3T3 A31, os efeitos dos
ribonucleosideos sobre células tratadas por 24 hrs em meio de cultura livre
de SFB dependeram da natureza quimica do composto. No ensaio de
incorporagdo de 3H-timidina, 8-MeGuo, 8-BrGuo e Guo estimularam a

sintese de DNA de maneira dose-dependente até a concentragdo de 0,5 mM

para cada composto enquanto que 8-OxoGuo foi um pouco inibitério (Fig.
6). A indugio de sintese de DNA em células tratadas por 24 hrs com 0,5 mM
de 8-MeGuo foi confirmada por experimentos de marcagdo nuclear de
células A31 por imunofluorescéncia com BrdUrd. Foram feitos dois ensaios
independentes em tripliéata para cada condigdo. As porcentagens de nucleo

marcado foram 24, 39 e 17% para células quiescentes sem tratamento
(controle), tratadas com 8-MeGuo 0,5 mM e com 8-OxoGuo 0,5 mM,

respectivamente. O aumento de sintese de DNA pode ser resultado de reparo,
recuperacdo de estresse citotoxico, ou aumento na ploidia da célula. Para

comprovar que o aumento de incorporagdo de timidina radioativa refletia
um aumento no numero de células, efetuou-se a contagem das células. Tanto
8-MeGuo como Guo aumentaram significativamente o numero de células,

enquanto a 8-BrGuo nao foi significativamente efetiva (Tabela I).
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Fig. 6: Efeito de ribonucleosideos sobre a incorporagdo de *H-timidina por
células A31. Células quiescentes foram cultivadas em meio DMEM contendo
HEPES 6mM e concentracoes crescentes (0,125 - 1 mM) de cada
ribonucleosideo. Controle consiste de células fratadas apenas com
DMEM/HEPES/NaOH ImM. ApSs 12 horas de marcagao, as células foram
coletadas e a incorporacdo monitorada. Os resultados estdo expressos em
numero de vezes em relagdo ao controle (de valor igual a 1,0) e representam
a média aritmética de dezoifo deferminacoes de seis ensaios independentes +
EP. Todos os valores, excefo os assinalados com asferisco (%), foram
significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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Tabela I. Efeito dos compostos no numero de células de fibroblasto A31

Adicdes N° de células N° de vezes em relagdo ao
(x 103/cm?) controle
DMEM/HEPES (controle) 9,793 + 0,903 -
8-MeGuo (0,5 mM) 16,365 + 0,850* 1,67
8-OxoGuo (0,5 mM) 9,772 £ 0,475 0,99
8-BrGuo (0,5 mM) 10,549 + 1,018 1,08
Guo (0,5 mM) 17,562 + 1,280* 1,79

Células de fibroblasto A31 quiescentes foram cultivadas em DMEM com HEPES 6mM em
uma concentragio fixa de cada composto. Apos 24 hs as células tratadas foram retiradas
por uma breve exposi¢io com tripsina, e contadas em um contador de células como
descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam a média de nove

determinagdes de trés experimentos independentes + EP . Apenas os valores assinalados
com asterisco (*) foram significativamente diferentes do controle (p < 0,05).
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De qualquer forma, observou-se uma relacdo entre o aumento de
incorporagdo de *H-timidina (Fig. 6) e o aumento de numero de células
(Tabela I), confirmando as propriedades mitogénicas de 8-MeGuo e Guo. Em
contraste com o efeito inibitorio sobre linfécitos (Fig. 5), Guo foi mitogénica
para células A31 (Fig. 6, Tabela I). Os efeitos estimulatorios dos
ribonucleosideos ficam estaveis até 36 horas de incubagdo (Fig. 7). Nio
houve estimulo de incorporagdo de 3H-timidina de células tratadas com
8-OxoGuo durante todo o periodo da cinética (Fig. 7).

E sabido que Guo é citotdxica para linfocitos (Parker, 1976, Spaapen ef
al., 1984). No caso do fibroblasto 3T3 A31, Guo é 8-MeGuo foram pouco
citotoxicas e 8-BrGuo nio foi citotdxica pelo ensaio de eficiéncia de
plaqueamento até concentragdes de 0,5 mM (Fig. 8). Ja a 8-OxoGuo foi
citotoxica (Fig. 8). Na concentragdo de 1 mM todos os ribonucleosideos, com
excecdo de 8-BrGuo, foram citotdxicos reduzindo consideravelmente a
eficiéncia de plaqueamento (Fig. 8). Também, nessa concentragiao, foram

menos efetivos no estimulo de incorporagio de 3H-timidina pelas células A31

(Fig. 6).

A demonstragio de efeitos mitogénicos dos ribonucleosideos em
linhagens primarias (Fig. 5) e imortalizadas (Fig. 6) levou-nos a examinar os

efeitos dos compostos em uma linhagem tumorigénica.



39

—0— 8-MeGuo
] —o— 8-OxoGuo
—0— 8-BrGuo
8 @
9 P
AR
3
s3
%5
2 =
8 2 - §\§
0 T T T T T T T ] T
24 36 48 €0 72

Tempo (horas)

Hg. 7: Cinéfica de incorporacdo de timidina de células incubadas com
andlogos de guanosina. Células quiescentes de fibroblasto A31 foram
incubadas em fempos diferentes com cada um dos ribonucleosideos na
concentragdo de 0,5 mM em meio DMEM/HEPES suplementado com 0,2 %
de SFB. Pulsos de fimidina foram dados nas ultimas 12 hs do periodo de
incubagdo. Ao final de cada periodo de incubacdo, células foram colefadas
conforme descrifo em Materiais e Métodos. Como controle foram ufilizadas
células cultivadas em DMEM/HEPES com 0,2 % de SFB. Os resultados estdo
expressos em numero de vezes em relagdo ao confrole (de valor igual a 1,0)
e representam a média de nove determinagoes de trés ensaios independentes

Z EP.
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Fg.8: Eficiéncia de plaqueamento de células A31 previamente fratadas com
os ribonucleosideos. Células quiescentes foram cultivadas em DMEM com
HEPES 6 mM e tratadas nas sequintes condi¢oes: (1) 10% de SFB, (ii) NaOH a
1 mM (controle), (i1i) 0,5 e 1 mM de cada ribonucleosideo substituido. Os
resultados sdo a média aritmética de nove deferminagoes de (rés ensaios
independentes + EP. Todos os valores, exceto os assinalados com asterisco (%),
foram significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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Em células de melanoma de camundongo C57Bl/6], B16F10, os
ribonucleosideos também estimularam a incorporacio de 3H-timidina
(Fig. 9). Neste caso, 8-MeGuo ndo foi efetiva enquanto que 8-BrGuo foi e, em
particular, a 8-OxoGuo (Fig. 9). De novo, Guo também foi estimulante
sugerindo que em células previamente tratadas com meio de cultura sem
SIB, os ribonucleosideos podem atuar como nutrientes (precursor de
nucleotideos) e/ou mitdgenos purinérgicos no estimulo da sintese de DNA

(Rathbone ef al, 1992a, 1992b).

1V.3. Aspectos mecanisticos da indugdo de sintese de DNA pelos adufos de
ribonucleosideos substituidos na posi¢do C-8.

Deve-se notar que concomitantemente ao inicio deste projeto foi descrito na
literatura que adenosina (Ado) e Guo, principalmente esta, eram capazes de
estimular a proliferacao de varias linhagens de células, inclusive 3T3 (Kim ef
al, 1991). Assim, os efeitos estimulatorios do ribonucleosideo fisiologico,
Guo, levaram-nos a examinar se os efeitos dos ribonucleosideos substituidos
ocorriam por mecanismos similares aos descritos para Guo e Ado (Meininger.
ef al., 1990, Rathbone ef al., 1992a), isto é, através de um dos receptores de
membrana de Ado, aquele denominado de Py (Stiles, 1992). O receptor P; é
subdividido em duas subunidades, Ai e A2, que sd0 responsavelis,

respectivamente, pela inibigdo e ativagdo da adenilato ciclase.
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Hg. 9: Efeito de ribonucleosideos sobre a incorporagdo de 3H-timidina por
células B16F10. Células previamente fratadas com meio de cultura sem SFB
foram cultivadas em meio RPMI e concentragoes crescentes (0,125 - 1 mM)
de cada ribonucleosideo. Controle consiste de células fratadas apenas com
RPMI/ NaOH ImM. Apos 12 horas de marcagao, as células foram colefadas
e a incorporagdo monitorada. Os resulfados estio expressos em nuimero de
vezes em relagdo ao controle (de valor igual a 1,0) e represenfam a média
aritmética de dezoifo deferminagcdes de seis ensaios independentes + EP,
Todos os valores, exceto os assinalados com asterisco (%), foram
significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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Os estimulos de Guo e de Ado em células A31 foram abolidos em presenca
do antagonista de Az, o DPMX, mas ndo foram abolidos pelo antagonista de
A1, o PACPX (Rathbone ef al, 1991).Como esperado, DPMX inibiu o efeito
mitogénico de Guo em cerca de 50%. Os efeitos mitogénicos de 8-BrGuo ndo
sofreram alteragbes e os efeitos de 8-MeGuo, pelo contririo, foram
potencializados em presenga de. DPMX em cerca de 1,5 vezes (Fig. 10).

Para examinar se os ribonucleosideos sdo internalizados para
exercerem seus efeitos estimulatérios, cultivamos as células de fibroblasto em
presenga de um inibidor do transporte de nucleosideos, o dipiridamol
(Gysbers & Rathbone, 1996). De fato, os efeitos estimulatérios de 8-MeGuo e
8-BrGuo foram abolidos em presenga do dipiridamol (Fig. 11). Em presenca
de 0,2% de SFB, os efeitos estimulatorios dos ribonucleosideos sobre as
células A31 foram potencializados em cerca de 1,7, 2 e 2,6 vezes para
8-MeGuo, 8-BrGuo e Guo respectivamente (Fig. 12). Em presenga de fatores
de crescimento em separado, FGF inibiu e insulina, como SFB, potencializou

os efeitos estimulatorios dos compostos (Fig. 12).
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Fig. 10: Comparagdo dos efeifos mifogénicos dos ribonucleosideos com e sem
adi¢ao de DPMX (0,1 mM) e PACPX (0,1 mM), anfagonistas de receptores de
adenosina (Ado). Células A31 quiescentes foram culfivadas em meio DMEM
contendo HEPES émM em uma concentragdo fixa (0,5 mM) de guanosina
(Guo) e seus andlogos e com 0,5 mM de Ado. Controle consiste em apenas
DMEM/HEPES e NaOH 0,5 mM. ApOs 12 horas de marcacdo por timidina
fritiada, as células foram coletadas e a incorpora¢io moniforada. Os
resulfados estio expressos em nuimero de vezes em relagdo ao controle (de
valor igual a 1,0) e representam a média de dezoifo determinagoes de seis

ensaios independentes + EP, Todos os valores, excefo os assinalados com
asterisco (%), foram significativamente dzferentes do controle (p<0,05).
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Fig. 11: Inibigdo dos efeitos estimulatorios da Guo e de seus andlogos pelo
dipiridamol, um nibidor de fransporte de nucleosideos. Células A31
quiescentes foram culfivadas em meio DMEM contendo HEPES 6mM em
uma concentragdo fixa (0,5 mM) de guanosina (Guo) e seus andlogos.
Controle consiste em apenas DMEM/HEPES e NaOH I mM. Apds 12 horas
de marcagcdo por fmidina frifiada, as células foram coletadas e a
incorporagdo moniforada. Os resulfados estio expressos em numero de
vezes em relacdo ao controle (de valor igual a 1,0) e representam a média
de nove determinacoes de frés ensaios independentes + EP. Todos os
valores, excefo os assinalados com asterisco (%), foram significativamente

diferentes do controle (p<0,05).
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Fig. 12: Comparagdo dos efeifos mitogénicos dos compostos com e sem
adi¢cao de fafores de crescimento em células A31. As concentragoes finais
de FGF e insulina foram de 10 ng/ml e 5 ug/ml, respectivamente. Células
quiescentes foram culfivadas em meio DMEM confendo HEPES émM e
uma concentragio fixa (0,5 mM) de cada ribonucleosideo. Controle
consiste em apenas DMEM/HEPES/NaOH a I mM. Apos 12 horas de
marcagdo, as células foram colefadas e a incorporagdo moniforada. Os
resulfados estio expressos em numero de vezes em relagao ao controle (de
valor [gual a 1,0) e represenfam a média arifméfica de dezoifo

determinagoes de seis ensaios independentes + EP. Todos os valores, excefo
os assinalados com asterisco (%), foram significativamente diferentes do

controle (p<0,05).
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Experimentos controles demonstraram que as bases correspondentes
aos ribonucleosideos testados, ou seja, 8-MeGua, 8-OxoGua, 8-BrGua e Gua
ndo estimularam a incorporacdo de [*H] TdR por 3T3 (Fig. 13). Da mesma
forma, 7-MeGuo, um aduto de RNA produzido por mecanismos nio
radicalares (Augusto, 1993) mostrou-se sem efeito estimulatorio sobre as
células A31 (Fig. 13).

Como a resposta mitogénica de 8-OxoGuo foi relativamente alta e
atingiu niveis saturantes nas concentragbes testadas para as células
tumorigénicas B16F10 (Fig. 9), considerou-se importante testar seus efeitos a
menores concentragdes e compara-los com aqueles da base correspondente
(Fig. 14). Os resultados obtidos demonstram que os efeitos estimulatorios de
8-Ox0oGuo sdo evidentes a partir de 50 uM. Inesperadamente, a 8-OxoGua

foi também efetiva e seu efeito parece ja saturado na concentracido de

12,5 uM (Fig. 14).
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Fg. 13: Efeifo de guanina e seus andlogos e 7-metilguanosina (7-MeGuo)
em células A31. Células quiescentes foram culfivadas em meio DMEM
contendo HEPES 6émM em uma concentracdo fixa (0,5 mM) de guanina
(Gua) e seus andlogos e concentragoes crescentes de 7-MeGuo (0,125 — 1
mM). Controle consiste em apenas DMEM/HEPES com NaOH 1 mM. Apds
12 horas de marcagdo, as células foram colefadas e a incorporacio
moniforada. Os resultados representamn a média de dezoifo determinagades
de seis ensaios independentes + EP. Todos os valores, exceto os assinalados
com asterisco (%), foram significativamente diferenfes do controle
(p<0,05).
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Fig. 14: Curva dose-resposta de células BI16FI0 fratadas com
concentracoes crescentes de 8 OxoGuo e & OxoGua. Células carenciadas
de SFB foram culfivadas em meio RPMI e concentragoes crescentes de

& OxoGua (2,5 - 125 uM) e & OxoGuo (12,5 uM - 125 uM). Controle
consiste em apenas meio de culfura com NaOH 250 uM. Apos 12 horas de

marcagao, as células foram coletadas e a incorporacdo moniforada. Os
resulfados representam a média aritmética de dezoifo deferminacoes de

seis ensaros independentes + EP. Todos os valores, exceto os assinalados
com asterisco (%), foram significativamente diferenfes do conftrole

(p<0,05).
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Outras purinas tais como hipoxantina, xantina e guanina, ndo tiveram
efeitos estimulatorios (Fig. 15). Para analisarmos a distribuigdo da populacdo
de células de melanoma tratadas com os compostos analisamos as mesmas
por FACScan (Tabela II). 8-OxoGuo, 8-BrGuo, Guo e 8-OxoGua aumentaram
a proporcio das células em S+G2Z/M. O efeito de 8-MeGuo foi
aproximadamente metade daquele de 10% de SFB, enquanto hipoxantina e

xantina nao tiveram efeito (Tabela II).
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pvzm nte ]t d com melo de c 1t mSEBf ram incubadas em

0 RPMI ¢ d trg dg a (0,5 e ImA/I)th ntina
(001 05mA/I) e xan (001 05m/|/1) Controle iste em apenas
meio de cultur. mNOHZmA/IAp s 12 ho. asd e marc. g células
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Todos os valores na"o foram significa ente diferen fes do controle
(p>0,05).
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TABELA 1II. Efeffo dos compostos sobre a populagcao de células BI6FI0 nas
fases do ciclo celular.

Porcentagem de células em fases do ciclo celular

Tratamento GO/G1 S+G2/M
Meio 89,90 + 0,47 10,11+ 0,88
10% SFB 70,55+ 1,34 29,09 + 2,07

8-MeGuo (0,5 mM)

83,00 + 3,09

17,01 + 4,87

8-OxoGuo (0,5 mM)

68,52 + 1,25

31,47 + 1,88

8-BrGuo (0,5 mM)

74,83+ 4,78

25,14 + 6,27

Guo (0,5 mM) 68,26 + 1,55 31,64+ 258
8-OxoGua (0,5 mM) 70,90 + 1,87 29,10 + 2,32
Hipoxantina (0,5 mM) 88,98 + 0,52* 11,03+ 1,01

Xantina (0,5 mM)

90,11 + 0,79*

9,87 + 2,03*

Células carenciadas de STB de B16F10 foram tratadas por 24 horas com meio sem SFB,
meio com 10% de SFB e meio sem SFB suplementado com cada composto descrito acima.
Apds o periodo de incubagdo, as células foram preparadas para analise por FACS
conforme descrito em Materiais e Métodos. Resultados sao a média de orto determinacdes

de trés ensaios independentes + EP. Todos os valores, exceto os assinalados com asterisco

(*), foram significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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V ~ DISCUSSAO

V. 1. Sintese dos ribonucleosideos

A sintese da 8-MeGuo por radical metila, um agente nucleofilico,
gerado por hidroperoéxido de tercio-butila em presenca de ferro foi realizada
com sucesso (Fig. 1). O mecanismo de reagdo do tipo SgAr com formagiao do
complexo intermediario o foi inicialmente proposto por Maeda ef al. (Maeda

et al., 1974) e confirmado por Zady & Wong (Zady & Wong, 1977).

As reacgbes de protecdo da ribose por acetilagdo (esquema 3) e de
substituigao nucleofilica do bromo por oxigénio na posigio C-8 do composto
acetilado (esquema 4) asseguraram um rendimento maior da 8-OxoGuo
(55%) do que as sinteses descritas por lkehara ef al. (Ikehara ef al, 1965) e

Kasai & Nishimura (Kasai & Nishimura, 1984) cujos rendimentos obtidos por
nds foram <10 e ~ 1% respectivamente. Essa protegdo da ligacdo glicosidica
possivelmente evita rea¢des secundarias do radical hidroxila cuja reatividade
(k de velocidade na ordem de 108 - 10° M s°!) é muito mais alta do que a do
radical metila (k de velocidade na ordem de 10% - 105 M s°1) com diferentes

moléculas organicas (Augusto ef al., 1995).
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Esquema 3: Mecanismo de catdlise da acetilagcdo de 8 BrGuo por piridina.
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V.2. Proliferacdo Celular

Ataques radicalares a ribonucleosideos e RNA produzem adutos de
guanosina substituidos na posigao C-8 (Fiala ef al, 1989, Park ef al., 1992,
Augusto, 1993, Kang ef al., 1993). Condigées de estresse oxidativo, devido 4
rapida renovagio (“turnover”) do RNA, devem levar a um aumento
intracelular nas concentracoes desses adutos. Neste trabalho, demonstramos
que dois desses adutos de guanosina, 8-MeGuo e 8-OxoGuo, estimulam a
proliferacido celular dependendo do tipo de célula com as quais interagem
(Fig. 5, Fig. 6, Fig. 9, Tabela I, Tabela II). Em nossos experimentos, os adutos
sintetizados (cf, Materiais e Métodos) foram adicionados ao meio de cultura.
Os efeitos destes andlogos em células de fibroblasto 3T3 devem ser
intracelulares uma vez que em presenca de dipiridamol, um inibidor de
transporte de nucleosideos, esses efeitos foram bloqueados (Fig. 11) mas ndo
foram inibidos pelo antagonista do receptor purinérgico A2, o DPMX
(Fig. 10). Estes resultados estao de acordo com os descritos por Goodman que
demonstrou que os efeitos mitogénicos de 8-BrGuo em linfécitos sao
intracelulares (Goodmah & Weigle, 1984a, Goodman & Hennen, 1986,
Goodman, 1988, Goodman, 1991).

Em células de baco de camundongo, 8-MeGuo e 8-OxoGuo
estimularam a incorporagido de [*H] TdR (Fig. 5) mas foram seletivos em

células imortalizadas. O aduto 8-MeGuo foi efetivo em células de fibroblasto
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3T3(A31) (Fig. 6) enquanto que 8-OxoGuo estimulou células de melanoma
B16F10 (Fig. 9). O analogo 8-BrGuo que foi bastante estudado na
proliferacdo de linfécitos B (Goodman & Weigle, 1983c, 1984a, Goodman &

Hennen, 1986, Goodman, 1988, Goodman, 1991), e ndo é formado em

condigdes fisioldgicas, foi efetivo em todas as células testadas (Fig. 5, Fig. 6,
Fig.9). A medida que 8-BrGuo compartilha propriedades estruturais com
ambos, 8-MeGuo e 8-OxoGuo, ndo se pode estabelecer nenhuma correlacio
entre estrutura e atividade proliferativa. De fato, todos os trés
ribonucleosideos substituidos assumem preferencialmente a conformacio
syn ao redor da ligagdo base-agucar, em contraste com o nucleosideo
parental, Guo, que assume preferencialmente a conformagio anfi (Katze,
1985, Maki & Sekiguchi, 1992, Wood ef al., 1990, Shibutani ef al, 1991,
Augusto, 1993, Gannet ef al, 1996, Kohda ef al, 1996). Tanto 8-BrGuo
como 8-OxoGuo possuem um atomo eletronegativo na posigio C-8
(Goodman, 1991), enquanto que 8-BrGuo e 8-MeGuo possuem a mesma
topologia  (Kubinyi, 1993). Conseqiientemente, nenhuma dessas
propriedades por si s6 confere atividade mitogénica aos ribonucleosideos nas

células testadas.
Isto é esperado pois foi demonstrado que proliferagdo celular induzida
por mitdgenos ou estresse oxidativo (Nicotera, ef al, 1994, Sen, & Packer,

1996, Lander, 1997) varia muito entre os diferentes tipos de células. No caso
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dos derivados substituidos na posigdo C8, as diferencas observadas podem
estar relacionadas as variagcdes das vias metabdlicas em que os compostos
podem participar, uma vez que eles podem interferir no “pool” celular de
nucleosideos. Embora as sinteses de novo de purinas e de pirimidinas,
quando presentes, sejam virtualmente as mesmas em todas as células, as vias
de salvacdo (esquema 5) sio bem mais diversas quanto a natureza e
distribui¢do (Peters ef al., 1983, Saunders & Lai, 1983, Usuda ef al, 1997a,
Usuda ef al., 1997b). Ndo ha ainda um consenso na literatura, especialmente
em células de mamiferos, quanto as enzimas que participam na via de
salvacdo (Kornberg & Baker, 1992). No caso de células de bago, foi
demonstrado que 8-BrGuo nio é fosforilada e, portanto, ndo é incorporada
em 4cidos nucleicos (Goodman, 1988). Em outras células, entretanto, nada
se sabe ainda sobre o possivel metabolismo de 8-BrGuo. Também, pouco se
sabe sobre 0 metabolismo de bases e nucleosideos modificados por radicais
livres e se sdo ou ndo incorporados nos nucleosideos e dcidos nucleicos. A
excregao de 8-OxodGuo, 8-OxoGuo e 8-OxoGua em urina humana tem sido
considerada uma evidéncia de que estes derivados oxidados de guanina nao
sdo extensivamente metabolizados iz vivo (Shigenaga ef al., 1989, Park ef al.,
1992). No entanto, a possibilidade de ocorrer uma alteracdo metabdlica nao

pode ser totalmente excluida (Uppu ef al, 1996).
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A incorporagio de derivados oxidados de guanina no DNA parece ser
minimizada pela agdo de enzimas que defosforilam 8-OxodGTP e
8-OxodGMP mais eficientemente que outros nucleosideos fosforilados
(Hayakawa ef al, 1995). O metabolismo de 8-MeGuo deve ser examinado
uma vez que foi demonstrado que este composto € substrato da PNP de
eritrécitos (Stoeckler ef al., 1982). Os trabalhos descritos para as células de
baco (Goodman & Weigle, 1983c, 1984a, Goodman & Hennen, 1986,
Goodman, 1988, Goodman, 1991) e os nossos resultados com as células
3T3(A31) (Fig. 6, Fig. 8, Fig. 10, Tabela I) sugerem que os efeitos
proliferativos dos ribonucleosideos substituidos na posicdo C-8 nos dois tipos
celulares independem de metabolizagdo pela via de salvagio das purinas
(esquema 5). No caso das células de melanoma B16F10, entretanto, os
compostos parecem entrar no “pool” de nucleosideos pois houve um
aumento na populagdo de células nas fases S+G2Z/M com todos os
tratamentos, incluindo 8-OxoGua (Fig. 14, Tabela II). Este dado € consistente
com o aumento das vias biossintéticas em relacdo as catabodlicas em células
tumorigénicas (Elion, 1989). A demonstracdo de que a proliferagdo de
células tumorigénicas pode ser aumentada por baixas concentragdes de
8-0OxoGuo e 8-OxoGua é particularmente relevante pois a formacao destes
adutos é uma conseqiiéncia inevitdvel do consumo de oxigénio por

organismos aerobicos (Marnett & Burcham, 1993, Halliwell & Aruoma,
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1991, Dizdaroglu ef al, 1991, Cadet, 1994). A possibilidade desses
derivados oxidados de guanina transformarem células tumorigénicas em
uma variante mais agressiva deve ser explorada e pode ter conseqiiéncias
importantes para o uso clinico de derivados de 8-OxoGuo.

O fato de compostos como 8-BrGuo e 8-SHGuo atuarem em linfdcitos
B previamente ativados (Wicker ef al, 1987), indica que eles ndo sdo
mitdgenos completos para estas células, ou seja, as células ja devem estar no
inicio da fase G1 para serem estimuladas pelos andlogos de guanosina a
completarem o ciclo celular (esquema 6). Ja nas células imortalizadas, os
compostos foram efetivos em células previamente cultivadas em meio de
cultura sem soro fetal bovino (Fig. 6, Fig. 9). E sabido que a adi¢do de fatores
de crescimento em células quiescentes aumenta o efeito mitogénico de
nucleosideos como uridina, guanosina e adenosina (Rozengurt ef al., 1978,
Rozengurt, 1986, Becker ef al, 1983). Em nossos ensaios, a adigdo de soro
fetal bovino ou de insulina ao meio de cultura de células de fibroblasto 3T3
(A31) potencializou os efeitos estimulatérios de 8-MeGuo, 8-BrGuo e Guo
(Fig. 12). FGF, no entanto, demonstrou uma influéncia oposta e inibiu os
efeitos estimulatérios dos compostos (Fig. 12).

Apesar dos varios trabalhos publicados, © mecanismo
imunoestimulatorio pelo qual os andlogos substituidos na posigdo C8 atuam
em linfocitos B ainda ndo foi estabelecido (Goodman & Weigle, 1983c,

1984a, Goodman & Hennen, 1986, Goodman, 1988, Goodman, 1991).
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(+) Fatores de
Progressdo
(p.ex. Insulina)

Fatores (+)
de competéncia §)
(p.ex. FGF)

(quiescentes)

Sintese de DNA

Esquema 6: Ciclo celular. A auséncia (-) de fatores de crescimento, por
exemplo, pode fazer com que a célula volte a fase Go.
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O envolvimento da proteina translocadora numatrina B23 foi sugerido
(Feuerstein & Mond, 1987, Feuerstein ef al, 1988a, Feuerstein ef al., 1988b)
mas o seu papel no controle do ciclo celular permanece obscuro (Kondo ef
al, 1997). Em nossos estudos, os aspectos mecanisticos nao foram estudados.
Entretanto, a demonstracdo de que dois adutos de Guo sdo capazes de
induzir proliferacdo celular é particularmente relevante no contexto da
carcinogénese mediada por radicais livres. De fato, além do ataque radicalar
ao DNA de mamiferos produzir lesdes mutagénicas (Marnett & Burcham,
1993, Halliwell & Aruoma, 1991, Dizdaroglu ef al, 1991, Cadet, 1994), o
aumento da replicacdo do DNA induzido por adutos de RNA pode ser uma
outra forma de radicais livres contribuirem na conversao de lesdes primdrias
em mutacdes hereditirias. O mecanismo pelo qual esses adutos podem

sinalizar a proliferagio celular merece maiores estudos.
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