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RESUMO: O estresse oxidativo ao DNA de células da mucosa célica decorrente de radicais livres de oxigénio presentes na luz
intestinal, induz mutacgdes de genes relacionados ao controle do ciclo celular, representando um dos fendmenos iniciais da
carcinogénese colorretal. A quantificagdo do dano oxidativo ao DNA em portadores de cancer colorretal foi pouco estudada até o
momento. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi mensurar osniveis de dano oxidativo ao DNA de célulasisoladas da mucosa
colica de doentes com cancer colorretal comparando o tecido normal e o neoplasico e correlacionando-o0s a variaveis
anatomopatolégicas. M étodo: Estudou-se 32 enfermos (19 mulheres) com média de idade de 60,6 + 15,5 anos, portadores de
adenocar cinoma color retal operados consecutivamente, entre 2005 e 2006. A avaliag&o do dano oxidativo ao DNA foi realizada pela
da versdo alcalina do ensaio cometa (eletroforese e gel de célula Unica), a partir de fragmentos de tecido cdlico normal e
neoplasico obtidosimediatamente apds a extir pacdo do espécime cir Ur gico. Avaliou-se a extensdo dasrupturasdashélicesdo DNA
com método de intensificacdo de imagem, em 200 células escolhidas aleatoriamente (100 de cada amostra de tecido) com o
programa Komet 5.5. A mensuracgéo da cauda obtida de cada célula (Tail Moment) representava, quantitativamente, a extensdo do
dano oxidativo ao DNA. A anadlise estatistica das variaveis consideradas foi realizada pelos testes t de Sudent, qui-quadrado e
Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados. Verificou-se em todos os doentes que as células
obtidas do tecido neoplasico apresentavam maior intensidade de dano oxidativo ao DNA do que as células oriundas do tecido
normal. As célulasisoladas da mucosa cdlica neoplésica apresentavam, em média, extensdo de ruptura das hélices do DNA (T.M.
= 2,532 + 0,945) significativamente maior quando comparadas as células isoladas do tecido normal (T.M. = 1,056 + 0,460)
(p=0,00001; 1.C.95%: -1,7705 -1.1808). Verificou-se que os doentes pertencentes aos estadios mais precoces da classificagdo de
Dukese TNM apresentavam maior es niveis de dano oxidativo do que os per tencentes a estadios mais avangados (p=0,04 e p=0,001
respectivamente).Conclusdes. As células obtidas do tecido normal de portadores de cancer colorretal apresentam sinais de danos
oxidativos ao DNA celular, embora significativamente menores que as células neopléasicas.

Descritores: Estresse Oxidativo. Oxidantes. Ensaio em Cometa. Neoplasias Colorretais.
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INTRODUCAO

O céancer colorretal (CCR) representaumadas
principais causas de morte por neoplasiaem todo mun-
do.*?2 N&o obstante os recentes avangos obtidos no
diagndstico precoce e tratamento, os indices de morta-
lidade pouco se ateraram®. No Brasil, a evolugéo do
CCR tem apresentado comportamento semel hante sen-
do, atualmente, a quinta causa mais comum de morte
relacionada ao cancer.* A exemplo do que acontece
em outros paises, aincidénciado CCR vem aumentan-
do em comparagéo a outros tipos de tumores que aco-
metem o aparel ho digestivo.*®* O aumento daexpecta
tivadevida, osfendmenosdaglobalizacdo e, principal-
mente, a mudanca de héabitos dietéticos fizeram com
gue o CCR ganhasse importancia crescente no perfil
damortalidade por cancer em todo o mundo.®

Desde a publicag&o do trabalho pioneiro de
Fearon e Vogelstein em 19907, encontra-se bem esta-
belecido que o surgimento do CCR, apartir damucosa
colicainicialmente normal, € mediado por umaseqién-
ciade mutagGes em genes controladores do ciclo celu-
lar (proliferaco, diferenciac&o, adesdo e apoptose). A
partir de entéo, o grande desenvolvimento da biologia
molecular vem permitindo amelhor compreensdo dos
mecanismos genéticos e moleculares envolvidos no
desenvolvimento do CCR.” Contudo, o evento inicial
responsavel pela transformagdo da célula normal da
mucosa colica em célula neoplésica ainda ndo se en-
contratotalmente esclarecido. Alguns estudos demons-
traram que a hipermetilagdo da regido promotora de
genes bloqueando sua transcricdo e o dano oxidativo
a0 DNA nuclear (estresse oxidativo), talvez represen-
tem dois dos principais mecanismos relacionados as
etapas iniciais da carcinogénese colorretal .2

O desenvolvimento do CCR encontra-se for-
temente associado a habitos alimentares. Estudos
epidemiol 6gicosindicam que o consumo de carne ver-
melha, gordura e @ cool aumentam significativamente
0 risco da doenca, enquanto aingest&o regular de ve-
getais e fibras parece diminuir este risco.1%11:12.13 O
consumo de carne vermelha por elevar consideravel-
mente a concentracdo do ion ferro no limen intestinal,
determina aumento nos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ERO).** O aumento naformagéo das ERO
na luz intestinal e a exposi¢do continua da mucosa a
estes radicais livres geram danos oxidativos ao acido
desoxirribonucléico (DNA) das células epiteliais, de-
sencadeando o apareci mento de mutagOes genéticas.’
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Quando essas mutagGes comprometem genes respon-
saveispelo controledo ciclo celular, podem surgir clones
de células com autonomiaproliferativa, representando
0 mecanismo inicial dacarcinogénese colorretal.

E sabido que a agressdo crénica & mucosa
colicapromovida pelas ERO, provoca o aparecimento
de processo inflamatério crénico que, aterando pro-
gressivamente a arquiteturanormal do epitélio cdlico,
promove o surgimento de areas com graus crescentes
dedisplasiatecidual, e alteracéo histol 6gica precurso-
rado CCR.Y” Algumas evidéncias reforcam essas su-
posicBes merecendo destague, a estreita relago exis-
tente entre as doencas inflamatérias intestinais croni-
cas, representadas pela colite ulcerativa e enfermida-
de de Crohn, e 0 CCR.Y Nos doentes portadores des-
sas enfermidades, quanto maisintensae duradourafor
aagressao oxidativaao epitélio mucoso do célon, mai-
or serd o risco do surgimento da neoplasia.*’

Até o momento, a mensuragao dos niveis de
estresse oxidativo a0 DNA envolviatécnicas bioquimi-
cas sofi sticadas que necessitavam de consideravel quan-
tidade detecido paraasuacorretaquantificagdo. Dessa
forma, em virtude dos limites rel acionados com a ob-
tencdo de material suficiente paraandlise, essas técni-
cas ndo podiam ser aplicadas em pequenas quantida-
des detecidos, como aguel es obtidos durante procedi-
mentos endoscOpicos. Por esta razdo, encontram-se
poucos estudos que quantificaram o dano oxidativo ao
DNA em portadores de CCR comparando os tecidos
normais e neoplasicos.*®* Com o advento datécnicada
eletroforese em gel de célula tinica (ensaio do cometa)
épossivel quantificar-se os niveis de danos oxidativos
a0 DNA em uma célulaisolada. O ensaio do cometa
permite a medida dos niveis de estresse oxidativo em
pequenos fragmentos detecido, possibilitando o estudo
comparativo entre células normais e neopléasicas da
mucosacolicanos diversos estagios do desenvolvimento
do CCR.® Esta possibilidade torna 0 método atraente
naquantificacdo do nivel de dano oxidativo comparan-
do tecido normal, pdlipos com diversos graus de
displasia e tecido neopléasico. A possibilidade de
quantificar o dano oxidativo em pequenos fragmentos
teciduais permite ainda avaliar a eficacia de agentes
antioxidantes, tais como os inibidores de COX-2, na
prevencdo da agressdo oxidativa ao DNA celular nas
diversas etapas da seqliéncia adenoma-carcinoma.

Diante dessas evidéncias é de fundamental
importancia compreender o papel das ERO no dano
oxidativo ao DNA das células da mucosa cdlica. As-
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sim sendo, objetivo do presente estudo foi quantificar e
comparar os niveis de estresse oxidativo ao DNA das
células normais e neoplésicas isoladas da mucosa do
intestino grosso de doentes portadores de CCR.

METODO

A realizacdo do presente estudo recebeu apro-
vag&o do Comité de Eticaem Pesquisada Universida-
de S&o Francisco tendo todos pacientes, assinado Ter-
mo de Consentimento Livre e Esclarecido apds serem
informados de todas as etapas da pesquisa.

1. Casuistica:

Foram estudados de modo prospectivo, 32 en-
fermos (19 mulheres), com média de idade de 60,6 +
15,5 anos, portadores de adenocarcinoma do célon e
reto, operados com intenc&o curativa por umamesma
equipe cirdrgica, entre julho de 2005 e abril de 2007.
Foram excluidos os doentes com CCR hereditario
(polipose adenomatosafamiliar e cancer colorreta he-
reditario ndo polipaide), portadores de CCR associado
adoencainflamatériaintestinal e, aquel es submetidos
a tratamento radioterapico ou quimioterapico
neoadjuvante. Os enfermos selecionados para o estu-
do foram submetidos ao estadiamento clinico,
laboratorial e por exames de imagem segundo asdire-
trizes recomendadas pela Associacdo Médica Brasi-
leira.®®

As caracteristicas clinicas e anatomopa-
tolégicas dos doentes encontram-se relacionadas na
Tabela 1.

2. Coleta do Material

Imediatamente apds a extirpacao do espécime
cirargico foram retirados trés fragmentos de tecido
normal da margem proximal de ressec¢do cirurgica.
Da mesma forma, foram colhidos trés fragmentos de
tecido neopl asi co obtidos da periferiado tumor. Osfrag-
mentos obtidos foram acondicionados em recipiente
apropriado, e imediatamente enviados ao Laboratério
de Biologia Molecular onde eram resfriados a— 80°C,
até o momento da realizagéo do ensaio do cometa.

3. Exame Anatomo-Patolgico

O estudo macroscopico dos espécimes extir-
pados analisou a localizag&o do tumor, o tamanho e
tipo de crescimento. Na realizacdo do estudo
histopatol 6gi co, todos os espécimes cirdrgicos previa-

393

Tabela 1 Caracteristicas clinicas
histopatol 6gicas da casuistica estudada.

e

Variaveis Por centagem (n)
Sexo

Homem 469 (15/32)
Mulher 531 (17/32)
Idade

< 70 anos 719 (23/32))
> 70 anos 281 (9/32)
Topografia

Colon Proximal 125 (4/32
Colon Distal 875 (28/32)
Grau histolégico

Bem 94 (3/32)
Moderadamente 844 (27132
Pouco 63 (2/32)
Tipo histologico

N&o mucinoso 750 (24/32)
Mucinoso 250 (8/32)
Classificacdo TNM

I 94 (3/32
I 31,3 (10/32)
Il 31,3 (10/32)
v 281 (9/32)
Classificacdo de Dukes

A 94 (3/32)
B 406 (13/32)
C 500 (16/32)
Invasdo angiolinfatica

Presente 500 (16/32)
Ausente 500 (16/32)
Invasdo neural

Presente 406 (13/32)
Ausente 594 (13/32)

mente fixados em solugéo de formol a 10%, foram
emblocados em parafina. Foram obtidos de cadabloco
seis cortes de 4mm, sendo trés damargem proximal de
resseccao, e trés outros da periferia do tumor para
obtencdo de tecido com e sem neoplasia, sendo cora-
dos pelatécnica da hematoxilina-eosina para diagnés-
tico microscopico e avaliagdo do nivel de invasdo na
parede intestinal, tipo histoldgico, grau de diferencia-
¢do celular, presencadeinvasdo angiolinféticaou neural
e numero de linfonodos comprometidos. O
estadiamento dos doentesfoi feito segundo as classifi-
cacles de Dukes e TNM.
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4. Ensaio do Cometa

Para a realizag@o do ensaio do cometa foram
utilizados: um fragmento obtido do tecido neoplésico e
um fragmento de tecido normal. A andlise do dano
oxidativo a0 DNA das células da mucosa cdlica foi
feita de acordo com método anteriormente descrito.?
Resumidamente, as amostras foram incubadas em 3
ml de umasolucdo de Hank’s (HBSS[1), contendo 5,5
mg de proteinase K[ e 3 mg de colagenase |11 por 45
minutos a 37°C para a liberacdo das células. A seguir,
foram ent&o, re-suspendidas em 10 ml de HBSS e
centrifugadas para o isolamento das células. Aliquotas
foram retiradas e aviabilidade celular avaliada, sendo
selecionadas para andlise somente se apresentassem
viabilidade superior a 75 por cento.

A versio acalinado ensaio do cometafoi rea-
lizada de acordo com Ladeira et al.?* De forma resu-
mida, 15 ml da suspenséo celular previamente obtida
foram misturados a agarose low melting point 0.5 %
(Promega, Invitogen), postos sobre uma lamina e co-
bertos com uma laminula. Em seguida estas foram
imersas em uma solucéo de lise gelada (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% SDS, pH 10 com 1%
Triton X-100 e 10% DMSO) e permaneceram a 4°C
por 12 horas. Subseguientemente, foram expostasaum
tampéo alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH,
pH~13,4) por 40 min a4°C. A eletroforesefoi realiza-
da neste tamp&o a 4°C por 30 min a 25V e 300 mA.
Apbs a realizacdo da eletroforese, as [aminas foram
neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5), coradas com SYBR
Safel] e analisadas com um microscopio de
fluorescéncia. Duzentas células foram al eatoriamente
selecionadas (100 de cada amostratecidual) e analisa-

das individualmente utilizando-se o software Komet
5.500.

Com o auxilio do software Komet 5.5 foi obti-
do o valor da extensdo da cauda do cometa (Tail
Moment), sendo seus valores médios determinados.
Segundo o manual do fabricante, este é definido como
0 produto do DNA da cauda e a distancia média da
migracdo da cauda. O tamanho da cauda de cometa
reflete a extensdo das rupturas das hélices de DNA
(estresse oxidativo), e pode ser quantificado por méto-
dos de intensificacdo de imagem e andlise
computacional. (Figural)

5. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados usando o
programaestatistico SPSS 13.00 . Adotou-se o teste “t”
de Student, e as razdes de chance e interval os de confi-
anca de 95%, na comparacdo entre os valores médios
obtidos entre o tecido normal e neoplasico. Foram utili-
zados testes de tendéncia (qui-quadrado) e andlise de
variancia (Kruskal-Wallis) para variaveis néo
paramétricas(tipo histol 6gico, grau histol 6gico, estadio),
adotando-se como normal, o valor igual ou inferior a
médiado dano oxidativo encontrado no tecido normal, e
como alterados valores maiores que a média encontra-
danotecido normal. Adotou-se 5% (p<0,05) como coe-
ficiente pararejeicéo da hipotese de nulidade.

RESULTADOS

A Figura 2 mostra os valores médios do Tail
Moment (TM) mensurados em 100 células, compa-
rando, em toda a casuistica, o tecido normal e o

Figura1l—Avaliacdo dosniveis de estresse oxidativo (“ Tail Moment”), por meio da eletroforese emgel de célula tinica (ensaio do cometa).
A —Célulanormal; B — Célula com dano oxidativo moderado; C — Célula com dano oxidativo grave.
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neoplasi co. Os resultados demonstraram que em todos
osdoentes ocorriamaior intensidade de dano oxidativo
no teci do neopl asi co quando comparado ao tecido nor-
mal. Ao avaliar-se aintensidade de dano oxidativo no
tecido normal, encontrou-se valores de TM médiosde
1,056 + 0,460, enquanto no tecido neopléasico de 2,532
+ 0,945. A Figura3 mostraque ao comparar-se o valor
médio de TM entre tecidos normal e com cancer, exis-
tiaintensidade de dano significativamente maiseleva-
dano tecido neoplésico (p=0,00001; I.C.95%: -1,7705
a-1.1808).

A tabela 2 mostra a relagdo entre os valores
médiosde TM no tecido neoplasico easvariaveisana
lisadas. N&o se encontrou relacdo entre a intensidade
de dano oxidativo quando se considerou o género dos
doentes (p=0,32). Quando se analisou doentescom ida-
de acima e abaixo dos 70 anos, verificou-se tendéncia

Tirike. Feres

il

e A

Figura 2 —Niveis de dano oxidativo ao DNA nostecidos normal e
neoplasico na casuistica estudada.

i1, minar

TM.

IH rarran T cdrem
Figura 3 — Gréfico de médias comparando a intensidade de dano
oxidativo ao DNA, mensurado pelo Tail Moment, nos tecidos nor-

mal e neoplésico.
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amaior intensidade de dano nos enfermos menores de
70 anos (p=0,001). Os tumores localizados apds a
flexura esplénica (colon distal) apresentaram maior
tendénciaadano oxidativo que oslocalizados no colon
proximal (p=0,001). A média dos valores de TM no
tecido neoplésico ao considerarem-se tumores produ-
tores de muco e tumores ndo produtores, revelou mai-
or tendénciaadano oxidativo nos portadores de tumo-
res ndo mucinosos (p=0,001). Ao mensurarem-se 0S
valores de TM em relac&o ao grau histol 6gico consta-
tou-se que apiorado grau histol6gico encontrava-se
relacionada a menor intensidade de dano oxidativo.
(p=0,03). Enfermos que n&o apresentavam invasao
angiolinfatica e neural apresentavam maior tendén-
ciaadano oxidativo (p=0,001 e p=0,007 respectiva-
mente).

Ao analisar-se a variagdo dos niveis de dano
oxidativo em relagdo ao estadiamento, foi possivel ve-
rificar que no tecido neoplasico dos enfermos perten-
centes ao estadio A da classificagdo de Dukes havia,
em média, TM = 3,83+0,36; nos do estadio B, TM =
2,31+0,75enosdo estadio C, TM = 2,48+1,02 (p=0,04).
Damesma forma, quando se comparou o valor médio
de TM entre estédios precoces e estadios avangados
(I e V) daclassificagdo TNM (I e 1), encontrou-se
valores de TM de 2,59+1,01 e 2,49+0,92 respectiva
mente (p=0,03; 1C -0,6082 a 0,8025). Encontrou-se
varianciadecrescente naintensidade de dano oxidativo
com apiorado estadiamento (p=0,001)

DISCUSSAO

As ERO, também conhecidas como radicais
livres de oxigénio, vém sendo implicadas como fator
etiopatogénico de diversas enfermidades que acome-
tem o homem.?? No adulto, o estresse oxidativo en-
contra-se relacionado ao surgimento de enfermidades
cronico-degenerativas tais como doencgas cardiovas-
culares e inflamatorias intestinais.*”?? A avaliagdo do
papel representado pelas ERO nas etapas iniciais da
carcinogénese humana vém mostrando que €elas pro-
movem processo inflamatério crénico amucosacdlica
gerando alteractes no metabolismo celular normal, em
proteinas intracelulares e dano oxidativo ao DNA ce-
lular. O estresse oxidativo desencadeado pelas ERO
induz instabilidade gendmica em diferentes regides
cromossdmicas, ocasionando mutagdes genéticas com
consequente possi bilidade de ganho proliferativo celu-
lar descontrolado.?
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Tabela 2 — Valores médios do Tail Moment (TM) nos tecidos normal e neoplasico nas diferentes variaveis

estudadas.
Variavel Dano oxidativo no Cancer Valor de p
N (%) Média + desvio padrao

Género
Masculino 15 (46,9) 2,69+ 034 0,32
Feminino 17 (531 2,40+ 103

Idade
<70 anos 23 (71,9) 2,55+ 0,83 0,001
>70 anos 9 (28,1 247+ 123

Topografia
Colon proximal 4 (12,5) 2,32+ 094 0,001
Colon distal 28 (87,5 2,56+ 0,96

Grau histol6gico
Bem 3 (99 2,68+ 0,36
M oderadamente 27 (84,4) 2,55+ 1,01 0,03
Pouco 2 (6,3 195+ 041

Tipo histoldgico
N&o mucinoso 24 (75) 2,58+ 0,96 0,001
Mucinoso 8 (25) 2,36+ 0,92

Classificagcéo TNM
' 3 (74 2,75+ 1,50
I 10 (31,3) 254+ 093 0,001*
Il 10 (31,3 2,68+ 0,66
v 9 (28)1) 2,27+ 114

Classificag&o Dukes
A 3 (949 3,83+ 0,36
B 13 (40,6) 2,31+ 0,75 0,04*
C 16 (50) 2,48+ 1,02

Invasdo angiolinfatica
Presente 18 (50) 2,36+ 1,03 0,001
Ausente 18 (50) 2,70+ 0,34

Invasdo neural
Presente 13 (40,6) 2,32+ 093 0,007
Ausente 19 (59,4) 2,69+ 094

* Teste de Kruskal-Wallis.

Feanton, em 1894, descreveu pelaprimeiravez
aproducdo de ERO apartir dadissociagéo do peroxido
de hidrogénio em radicaisde hidroxila, em umareacéo
catalisada pelo ion ferro.2 Umamelhor compreensdo
da acdo deletéria das ERO ocorreu apés a identifica-
¢a0 da enzimasuperoxidodismutase que apresentaim-
portante agdo antioxidante*.

As ERO possuem na 6rbita de seu &omo elé-
trons n&o pareados, e sdo formadas a partir da adicéo
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ou perda de el étrons em um &omo neutro.?® Normal-
mente, as ERO séo produzidas a partir do metabolismo
aerébico celular, daatividade bacterianaem substratos
alimentaresnointerior daluz intestinal e, principalmen-
te, pela agressdo inflamatdria a mucosa célica” Das
ERO, asque apresentam maior potencial agressivo para
as células damucosaintestinal sao o superdxido (O,)
e a hidroxila (OH"), resultantes da dissociacdo do
peroxido de hidrogénio (H,0,).” Durante o metabolis-
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mo as células da mucosa intestinal formam ERO pela
adicéo de um elétron ao ion O,, representando a etapa
inicial de suaformagao apartir dareducdo do oxigénio
molecular. A superoxidodismutase, catalisando a rea-
¢ao, faz com que duas moléculas de O, regjam com
dois atomos de hidrogénio formando o H,0,. No inte-
rior naluz intestinal, por meio da reacéo de Feanton,
catalizadapelo ion Fe™*, 0H,O, formaoradical OH", a
mais reativa entre todas as ERO.%

As ERO s3o eletrofilicas, com atividade ata-
mente reativa, atacando substancias com alta densida-
de de elétrons tais como as bases nitrogenadas que
formam os acidos nucléicos que compde a molécula
de DNA.% Dentre os mecanismos mais bem estuda-
dos de dano oxidativo ao DNA encontra-se aoxidagao
da base nitrogenada guanina.?” Nesta reacdo existe a
incorporacdo de um radical OH" no carbono 8 da mo-
lécula da guanina, formando a 8-hidroxi-guanina (8-
OHdG) (Figura 4).%

Durante o processo de duplicacgo do DNA, a
guanina normalmente pareia-se com acitosina (G-C).
Contudo, durante o processo de duplicagéo do DNA,
caso ocorraaformagdo da8-OHdG, por um fenémeno
conhecido como transversio, aguaninaoxidadapareia
se, de formaerrénea, com umamoléculadetimina (G-
C ®G-T). Na eventualidade de n&o haver correcéo,
por meio das proteinas de reparo do DNA, no local
onde ocorreu a inser¢do da 8-OHdG, poderd haver
transcri¢do equivocada, com a consequiente formagéo
deumaproteinadefeituosa. Caso esta proteinamutante
se encontre relacionada aos mecanismos de controle
do ciclo celular, a célula podera ganhar autonomia
proliferativa, formando um clone de células mutantes

com caracteristicas semel hantes. Este desequilibrio do
ciclo celular, com favorecimento da proliferacdo em
detrimento da apoptose, poderia se constituir naexpli-
cacdo molecular parao inicio deformac&o dos polipos.
Com o progredir da agresséo oxidativa ocorrem su-
cessivas mutagdes em genes supressores de tumor ou
oncogenes (APC, k-ras, DCC, p53) promovendo o
crescimento celular anarquico (displasiatecidual) cul-
minando com o aparecimento do CCR. A medida que
0 estresse oxidativo persiste as células neopl ésicas, em
virtude do acimul o de mutagBes em genes que contro-
lam o ciclo celular, perdem a capacidade de apoptose,
tornando-se dessa forma menos sensiveis a novas
agressdes oxidativas.®

A quantificacdo da 8-OHdG tem sido usada
como método paramensurar osniveisde dano oxidativo
a0 DNA.. Durante os ultimos anos diferentes métodos
bioquimicos e analiticos foram desenvolvidos com o
objetivo de avaliar a presenca do estresse oxidativo
nos tecidos humanos. A quantificacdo do estresse
oxidativo em bases do DNA apresentagrandeinteres-
se, por permitir a melhor compreenséo do seu papel
nas diferentes etapas do processo de carcinogénese.’®
Habitualmente, a quantificagéo do dano oxidativo nu-
clear envolve técnicas de extragdo do DNA dos teci-
dos e andlise por cromatografia a gas ou técnicas
imunohistoquimicas. Geralmente estas técnicas ndo
podem ser aplicadas para pequenos fragmentos de te-
cidos obtidos por bidpsiaem virtude doslimitesrelaci-
onados a sua metodologia. Por esta raz&o, encontram-
se poucos estudos que analisaram comparativamente,
aintensidade de estresse oxidativo nas diversas etapas
evolutivas do processo de carcinogénese colorretal .28
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Figura 4 - Formacéo de 8OHAG pelas espécieslivres de oxigénio a partir da guanina (2'-dG).
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A possibilidade de mensurar osniveisdedano oxidativo
em peguenos fragmentos de tecido da mucosa colica
em diversos estagios da carcinogénese, poderiacontri-
buir para melhor compreenséo do papel representado
pelas ERO em todas as etapas do desenvolvimento do
CCR.

Singh et al. desenvolveram, em 1988, umatéc-
nica simples, capaz de detectar os niveis de danos
oxidativos ao DNA em umacélulaisolada.?® Esta téc-
nicafoi inicialmente chamada de “ eletroforese em gel
de célula tnica” sendo hoje popularmente conhecida
como “ensaio do cometa” .2 Neste contexto, o en-
saio do cometa permite de maneirasimples e precisaa
guantificacao dos niveisde dano oxidativo ao DNA de
peguenas quantidades de tecido obtidos a partir de
bidpsias.*® Talvez uma de suas maiores vantagens sgja
possibilitar a quantificacdo do dano ao DNA de uma
Unicacélula, o que permiteainterpretagdo individuali-
zada do estresse oxidativo a mucosa célica nos diver-
sos estagios da carcinogénese.* A possibilidade de
guantificar o dano oxidativo nos varios estagios da
carcinogénese permitiriaainda, aavaliagdo daeficacia
de diversos agentes antioxidantes, tais como 0s
antiinflamatoriosinibidoresda COX-2, naprotegdo do
DNA contra mutacdes ocasionadas pelo estresse
oxidativo.

A mensuracdo daintens dade de dano oxidativo
€ essencial parao melhor entendimento dos mecanis-
mos etiopatogénicos do estresse oxidativo e seus efei-
tos moleculares. A agressdo inicial a mucosa cdlica
normal surge apartir de um processo inflamatério for-
mador de ERO que desencadeia mutaces progressi-
vas em genes reguladores do ciclo celular. A possibili-
dade de quantificar os niveis de dano oxidativo nas
células submetidas a diferentes graus de inflamac&o
torna-se uma estratégiainteressante paraavaliar ares-
ponsabilidade das ERO nas vérias etapas da
carcinogénese. A relacdo entre estresse oxidativo e
inflamacdo ja foi anteriormente descrita, quando se
verificou aumento naintensidade de dano oxidativo ao
DNA guanto mais duradouro e intenso fosse o proces-
so inflamatdrio, determinando o aparecimento de le-
sdes displasicas possivelmente relacionadas ao
surgimento do cancer.®! Estudos experimentais de-
monstraram gque em camundongos silenciados para o
gene 11-10, aproximadamente 60% deles desenvolve-
ram tumores no colon proximal apésum periodoinicial
de intenso processo inflamatdrio na mucosa célica.®
Da mesma forma, 30% dos camundongos silenciados
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simultaneamente paraosgenes||-2 eb2 microglobulina
desenvolveram adenocarcinomano célon, apdslongo
periodo de exuberante processo inflamatério, com in-
dices de mutagdes nos genes APC e p53 de 100 % e
60% respectivamente.*® Como a mutagdo da proteina
APC é considerada um evento inicial no processo de
carcinogénese colorretal, determinando um descontro-
le da proliferag@o celular, é possivel que a acentuada
formag&o de ERO, promovendo agressdo inflamatoria
crénica, possa estar relacionada aos altos indices de
mutac&o encontradas neste gene. Estudos comparan-
do o tecido inflamatdrio e 0 neoplasico em portadores
de colite ulcerativa, mostraram que o espectro de mu-
tacOes do gene p53 é dominado pelo fenémeno detran-
Sic8o de bases do DNA provavelmente desencadeado
pela formacéo de ERO.* Recentemente, Oliva et a
demonstraram niveis duas vezes mais elevados de 8-
OHdG no tecido neoplasico de portadores de CCR
guando compararam com o tecido normal.* Constata-
ram ainda, avaliando a expressao de varios genesrela
cionados a carcinogenese colorretal, que em 71% dos
doentes que apresentaram altos niveis de estresse
oxidativo, o gene p53 apresentava elevados indices de
mutagdo destacando a importancia da relagéo entre
estresse oxidativo e mutagdes do gene p53.% Dessa
maneira é possivel que a agdo das ERO sob o gene
p53 também determinem mutacbes provocando alte-
ragdes no mecanismo de controle da apoptose celular
programada.

Os resultados do presente estudo encontram-
se de acordo com os achados da literatura, quando se
observou no tecido neopl asico niveisde dano oxidativo
ao DNA significativamente maiores quando compara-
dosaotecido normal .* Contudo, deve-se ressaltar, que
no tecido normal jaerapossivel identificar algum grau
de estresse oxidativo o que reforga aimportancia das
ERO nas etapasiniciais daagressio tecidual . E provéa-
vel que nestes tecidos, eventuais erros de pareamento
provocados pela formacdo de 8-OHAG tenham sido
reconhecidos pelaproteinap53 normal e corrigidos por
meio de proteinas de reparo, impedindo a mutagéo de
genesresponsavei s pel o controle daproliferagdo celu-
lar.®® Quando o dano oxidativo excede a capacidade
de correcdo do DNA pelas proteinas de reparo, a pro-
teinap53 normal reconhece 0 dano induzindo aapoptose
celular eimpedindo aformagdo deum clonedecéulas
mutantes. Ja se demonstrou aimportante relacdo exis-
tente entre deficiéncias no sistema de reparo e aumen-
to nos niveis de dano oxidativo ao DNA em portadores
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de CCR.*" Atualmente, estamos analisando pela téc-
nicadaPCR em tempo real (RT-PCR), no mesmo grupo
de doentes da presente casuistica, aexpressao de genes
relacionados ao sistemade reparo e apoptose (hMLH1,
hMSH2, BCL2, BAX e p53) nos tecidos normais e
neoplasicos com o objetivo derelacioné-losaos niveis
de estresse oxidativo.

Quando se relacionou a intensidade de dano
oxidativo com o género, de modo diferente daliteratu-
ra, ndo foi possivel encontrar-se diferengas significantes
(p=0,32).38 Ao avaliar-se aintensidade de dano em re-
lacdo a localizacdo da neoplasia verificou-se que tu-
mores localizados apds a flexura esplénica apresenta-
vam maior tendéncia a dano quando comparados aos
localizados antes da flexura esplénica (TM 2,56+0,96
e TM 2,32+0,94, respectivamente; p=0,001). E possi-
vel que estes resultados encontrem-se rel acionados as
diferentes vias de carcinogénese, quando se conside-
ram tumores localizados antes e apos a flexura
esplénica. E sabido que o processo de carcinogénese
dos tumores localizados no cdlon distal encontra-se
relacionado a seqliéncia adenoma-carcinoma, onde a
mutacdo do gene p53 € um evento comum. Tumores
localizados no cdlon proximal so considerados cancer
“de novo”, por desenvolverem-se a partir da mucosa
cdlica habitual mente desprovida de pdlipos estando ge-
ralmente associados a mutagdes em proteinas de repa
ro.® Estudos anteriores demonstraram que tumores |o-
calizadosno cAlon distal, apresentam maior possibilida-
de de mutages da proteina p53 quando comparados
aosdo colon proximal.® Andlisesrealizadas em tecidos
submetidos a agentes indutores de estresse oxidativo,
vém confirmando a relagdo existente entre niveis au-
mentados de 8-OHAG e mutagdes da proteina p53.%
Como existe relacéo entre estresse oxidativo e mutagéo
do gene p53, épossivel quetumoresdelocdizacdo distal
apresentem maior intensidade de dano pelaimpossibili-
dade da sua correta identificagc@o por cursarem com
maiores indices de mutactes no gene p53.

Quando se considerou o tipo histolégico da
neoplasia verificou-se maior intensidade de estresse
oxidativo nos tumores ndo produtores de muco. Estes
achadostal vez se encontrem rel acionados ao pior grau
histol 6gi co, habitual mente encontrado nostumores pro-
dutores de muco. Embora ndo existissem diferencas
significantes quando se comparou o valor médio de dano
oxidativo nos diferentes graus histol 4gicos, verificou-
se que tumores bem diferenciados apresentavam ten-
déncia a danos mais elevados que os moderadamente
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e pouco diferenciados (p=0,03). E possivel queacéu-
la neoplésicaindiferenciada, acumule um nimero tdo
grande de mutagdes que esteja menos susceptivel a
novas agressdes oxidativas.?® Osresultadosiniciais de
um estudo recém iniciado onde comparamos os niveis
de estresse oxidativo no tecido normal em pdliposeno
CCR, vem demonstrando maior intensidade de dano
nos polipos quando comparado ao tecido normal e ao
neoplésico. E possivel que nas etapas iniciais da for-
macdo do pdlipo, onde aagressdo inflamatoriainicia €
0 evento predominante, existamaior formacéo de ERO
traduzidapel osval oresmais el evados de dano oxidativo.
Nessa fase, as proteinas de reparo exercendo seu pa-
pel de correcdo do DNA danificado pelo estresse
oxidativo, aindaconseguem reparar o DNA evitando o
surgimento das mutacOes relacionadas a formagéo da
célula neoplésica. No tecido neoplasico, onde o pro-
cesso inflamatdrio jando étéo exuberante, talvez ocorra
menor intensidade de dano oxidativo, traduzido pelos
menores valores de TM quando comparado ao tecido
adenomatoso. Estudos vém mostrando que, as células
neopl &si cas como j& possuem inativacao ou delegdo de
genes supressores de tumores e/ou ativacéo de
oncogenes que determinam autonomiaproliferativa, se
tornam muito menos dependentes da agressdo oxidativa
externa quando comparadas as células normais.?? Re-
sultados semelhantes foram encontrados por estudos
gue compararam os niveis de dano oxidativo ao DNA
em portadores de gastrite e neoplasia gastrica associa-
da ou ndo a presenca da Helicobacter pylori.®

Ao analisar-se aintensidade do dano oxidativo
segundo o estadiamento TNM e a classificagdo origi-
nal de Dukes, verificou-se que os doentes pertencen-
tes aos estadios precoces das classificaces apresen-
tavam valores médios mais elevados que os classifica-
dos em estédios mais avancados. E possivel que tumo-
res menos avangados em virtude do menor nimero de
mutacGes em genes rel acionados a capaci dade de ade-
sdo celular e angiogénese ainda sgjam passiveis de
sofrerem ainda agressao oxidativa. Nos tumores com
estadios mais avancados as mutagdes existentes ja
conferem autonomiaproliferativa, imortalidade celular,
suprimento sanguiineo adequado e capacidade de mi-
gracdo celular, condi¢des necessarias para a dissemi-
nacéo da doenca independentemente da necessidade
de novos danos ao DNA.

O presente estudo confirmou a validade da
eletroforese em gel de célula Unica na determinacéo
dos niveis de estresse oxidativo ao DNA em doentes
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com CCR. A quantificagdo do estresse oxidativo foi estresse oxidativo, tais como o0 ensaio do cometa, seré
realizada a partir de pequenas amostras de tecido que possivel compreender melhor o papel desempenhado
poderiam ter sido facilmente obtidas em exames pelas ERO naformagéo do CCR. A avaliacdo dos ni-
endoscépicos. Portanto, trata-se de metodologia veis de dano oxidativo, nas diferentes etapas da
exequiivel que permitiriaamensuragdo do dano oxidativo carcinogénese colorretal, apresenta grande interesse

ao longo de todas as etapas do processo de desenvol- por permitir a avaliagdo da eficécia de substancias
vimento do CCR. antioxidantes, que poderiam ser empregadas como
Estudos com maior nimero de doentes, medidas preventivas da agressao oxidativa inicial a

correlacionando o estresse oxidativo a mutagcdes em mucosa cdlica.
cada um dos genes envolvidos na formacgdo do CCR

ainda sAo necessarios para avaliar de formamais pre- CONCLUSAO

cisa 0 papel desempenhado pelas ERO em cada uma

das etapas da carcinogénese. Com o advento de técni- Os resultados encontrados no presente estudo
cas de microarray e tissue microarray que possibili- permitem concluir que as células da mucosa célica

tam o estudo simulténeo da expressdo de um grande normal, em portadores de CCR, ja apresentam danos
nimero de genes ou das proteinas mutantes por eles oxidativosao DNA, emborasignificativamente meno-
formadas, associadas a métodos de quantificacdo do res gque as células do tecido neoplasico.

ABSTRACT: Oxidative stress on mucosal cells of the colon, resulting from the action of free radicals present in the intestinal
lumen, represents one of the initial phenomena in colorectal carcinogenesis, because it may induce gene mutations relating to
cell cycle control. Quantification of the oxidative damage to the DNA in colorectal cancer patients has been little studied so far.
Objective: To measure the levels of oxidative damage to the DNA in cells isolated from the colon mucosa in colorectal patients,
and to compare normal and neoplastic tissues and make correlations with anatomopathological variables. Method: Thirty
colorectal adenocarcinoma patients (eighteen women) of mean age 60.6 + 15.5 years who consecutively underwent operations
performed by the same surgical team between 2005 and 2006 wer e studied. The oxidative damage to the DNA was evaluated by
means of the alkaline version of the comet assay (single-cell gel electrophoresis), from fragments of normal and neoplastic colon
tissue that were obtained immediately after removal of the surgical specimen. The extent of breakages of the DNA helices was
assessed using an image intensification method, on 200 randomly chosen cells (100 from each tissue sample), by means of the
Komet 5.5 program. The Tail Moment (T.M) measured in each cell quantitatively represented the extent of the oxidative damage
to the DNA. The statistical analysis on the variables considered was performed by means of the Sudent t, chi-squared and
Kruskal-Wallis tests, with a significance level of 5% (p<0.05). Results: It was found that, for all the patients studied, the cells
obtained from the neoplastic tissue presented oxidative damage to the DNA that was greater than in the cells from normal tissue.
The cells isolated from the neoplastic mucosal tissue of the colon presented extension of DNA strand breakage significantly
greater (T.M. = 2.532 + 0.945) than did the cellsisolated from normal tissue (T.M. = 1.056 + 0.460) (p=0.00001; C.I. 95%: -1.7705
to —1.1808). It was found that the patients at earlier stages of the Dukes and TNM classifications presented higher levels of
oxidative damage than did those at more advanced stages (p=0.04 and p=0.001, respectively). Conclusions: The cells obtained
from normal tissue of colorectal cancer patients presented signs of oxidative damage to the cell DNA, although at significant
lower levels than in the neoplastic cells.

Key words: Oxidative stress. Oxidants. Comet assay. Colorectal neoplasia
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