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RESUMO
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EFEITO IN VITRO DO POLIMORFISMO ALA16VAL DO GENE DA SUPEROXIDO
DISMUTASE DEPENDENTE DE MANGANES NO METABOLISMO OXIDATIVO
DE LINFOCITOS

AUTORA: Greice Franciele Feyh dos Santos Montagner
ORIENTADORA: Prof2 Dr? lvana Beatrice Manica da Cruz
DATA E LOCAL DA DEFESA: Santa Maria, 05 de margo de 2010

Estudos epidemiolégicos sugerem que o desbalango na atividade de enzimas
antioxidantes, geneticamente causado, aumenta o risco de disfungdes metabdlicas e
doencas cronicas nao-transmissiveis. Este € o caso do polimorfismo em que ocorre
uma troca da Alanina (A) por uma Valina (V) no cdédon 16 do gene da enzima
superéxido dismutase dependente de manganés (Ala16Val-SOD2). O alelo A possui
uma eficiéncia de catalise maior do que o alelo V. Entretanto, esta maior eficiéncia
aumenta os niveis de H,O, levando a um consequente desbalango oxidativo que,
por sua vez, aumenta o risco de neoplasias. Por outro lado, o alelo V que apresenta
uma SOD2 menos eficiente esta associado a disfungbes endoteliais e
cardiometabdlicas. Portanto, este polimorfismo serve como modelo in vitro para
analises de respostas diferenciais a agentes pro e antioxidantes. Sendo assim, o
objetivo desse estudo foi investigar a resposta in vitro de cultura de linfocitos com
diferentes gendtipos (AA, VV e AV), provenientes de individuos saudaveis, expostas
a radiacao ultravioleta (UV) que é um fator pré-oxidante. Antes e apds exposicao,
foram analisados os efeitos citotdxicos (viabilidade celular e indice mitético),
indicadores do metabolismo oxidativo (peroxidagao lipidica, atividade enzimatica da
SOD, catalase, grupos tidis, polifendis totais e de &acido ascorbico) e efeitos
genotoéxicos (dano de DNA pelo Ensaio Cometa e instabilidade cromossdmica,). Os
resultados mostraram que as células portadoras do gendétipo AA apresentaram maior
viabilidade celular e indice mitético. Entretanto, apos a exposi¢ao UV tal viabilidade
foi similar entre os gendtipos. Em condi¢cdes basais niveis elevados de SOD e
polifendis totais plasmaticos foram observados no gendtipo AA em relacdo ao
gendtipo VV. Porém, linfocitos AA apresentaram maior indice de danos no DNA na
presencga da radiagdo UV. Estes resultados sugerem que o polimorfismo Ala16Val-
SOD2 pode afetar diferencialmente a toxicidade a fatores como a radiagcao UV.

Palavras-chave: polimorfismo Ala16Val, metabolismo oxidativo, dano no DNA,
radiacao ultravioleta, cultura de linfécitos
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Epidemiological studies suggest that the imbalance in antioxidant enzymes activity
genetically caused, increases the risk of metabolic disorders and chronic non-
communicable diseases. This is the case of polymorphism that occurs in an
substitution of Alanine (A) by a Valine (V) at codon 16 of the gene for superoxide
dismutase manganese-dependent (Ala16Val-SOD2). The A allele has a higher
efficiency of catalysis than allele V. However, this efficiency increases the levels of
H202 leading to a consequent oxidative imbalance that, in turn, increases the risk of
cancer. Furthermore, the V allele that presents a smaller efficiecy SOD2 is
associated with endothelial dysfunction and cardiometabolic. Therefore, Ala16VAL-
SOD2 polymorphism serves as a model for in vitro analysis of differential responses
to pro and antioxidants factors. The objective of this study was to investigate the in
vitro response of lymphocytes culture with different genotypes (AA, VV and AV) from
healthy subjects exposed to ultraviolet (UV) is a pro-oxidant factor. In lymphocyte not
exposed and UV exposed it was analyzed the cytotoxic variables (cell viability,
mitotic index), biomarkers of oxidative metabolism (lipid peroxidation, enzymatic
activity of SOD, catalase, thiol groups, protein carbonylation, total polyphenols and
ascorbic acid) and genotoxic effects (by Comet Assay and chromosomal instability).
The results showed that cells carrying the AA genotype had higher cell viability and
mitotic index. However, after UV exposure such viability was similar between
genotypes. At baseline levels higher SOD and total polyphenol levels were observed
in AA genotype when compared to the VV genotype. However, lymphocytes AA had
higher rates of DNA damage in the presence of UV radiation. These results suggest
that the polymorphism Ala16Val-SOD2 may differentially affect the toxicity factors
such as UV radiation.

Keywords: A16V-SOD2 polymorphism, oxidative metabolism, DNA damage,
ultraviolet radiation, lymphocyte culture
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1 INTRODUGAO

Existe um grande corpo de evidéncias que o estresse oxidativo causado pelo
aumento nas moléculas de espécies reativas de oxigénio (EROs) esta relacionado
com doengas crénicas nao-transmissiveis incluindo as neoplasias, as morbidades
cardiovasculares e neurodegenerativas entre outras. Por este motivo estudos
relacionados a produgéo e catalise destas moléculas no organismo sado de grande
interesse.

Em termos bioldégicos sabe-se que existe uma constante produgao pelo
metabolismo aerdbico de pequenas quantias de espécies reativas de oxigénio
incluindo o anion superoxido (O27) (EMERIT 1994).

Por serem moléculas de grande reatividade o organismo possui dois sistemas
antioxidantes (enddégeno e exdgeno). O sistema enddégeno se constitui por uma
cadeia enzimatica que tem como produto final a produgdo de agua a partir da
catalise do Oy". Por este motivo este sistema €& conhecido como sistema
antioxidante enzimatico. O sistema exdégeno é constituido por uma série de
moléculas bioativas com atividade antioxidante que sao obtidas a partir da
alimentacgao.

Uma vez que a maior produgao de radicais livres ocorre na mitocondria como
um subproduto da respiracao celular e que a principal ERO produzida € o radical O,"
o sistema antioxidante enzimatico na mitocdndria ocorre via agao sucessiva das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (OBERLEY 1982;
WISEMAN et al., 1996; NOMURA et al., 2001). No caso, a SOD dismuta o anion
superéxido em peroxido de hidrogénio (H20;). Existem trés tipos distintos de SOD:
SOD1 e SOD3 que, para funcionarem sao dependentes dos co-fatores cobre e zinco
e a SOD2 que necessita do co-fator manganés. Cada uma destas isoenzimas é
produzida a partir de diferentes genes localizados no DNA nuclear (McCORD et al.,
1969; WEISIGER et al., 1973; MARKLUND 1992).

Apesar das trés enzimas serem muito importantes para a fungédo celular a
enzima SOD2 tem um papel destacado uma vez que atua dentro da mitocéndria
onde ocorre a maior produ¢do do anion O,". Uma vez produzido o H,0O,, esta

molécula serve de substrato para a glutationa peroxidase que o transforma em agua.



A enzima catalase também age sobre o peréxido de hidrogénio transformando-o em
agua. Porém, tal enzima € comum no citoplasma e em outros compartimentos
celulares (WALLACE 1999), contudo nao esta presente na mitocdndria, onde temos
a acao da SOD2.

O desbalango entre a produgdo e a degradacdo de EROs denomina-se
estresse oxidativo. No caso tal desbalango pode ocorrer tanto por fatores genéticos
quanto ambientais. Um polimorfismo no gene da enzima SOD2 (Ala16Val-SOD2)
descrito na década de 90 em seres humanos parece agir sobre a eficiéncia desta
enzima podendo levar ao acumulo ou do anion Oz~ ou da molécula H,O,. Em ambos
0s casos um desbalango oxidativo ocorre. Tal desbalango geneticamente causado
parece estar associado a doengas cronicas nao-transmissiveis como o cancer de
mama (AMBROSONE et al., 1999) e préstata (WOODSON et al., 2003), disfungao
endotelial (Kakko et al., 2003), imunosenescéncia (TAUFER et al., 2003), obesidade
(Montano et al., 2009) conforme o gendtipo.

Por este motivo, este polimorfismo poderia servir como um modelo para o
entendimento dos processos regulatérios mais especificos relacionados a dinamica
do estresse oxidativo, a génese das doengas crénico-degenerativas associadas,
bem como para a analise de possiveis efeitos nutrigenéticos e farmacogenéticos de
interesse clinico e epidemioldgico.

Portanto, estudos complementares incluindo a analise in vitro de indicadores
do metabolismo oxidativo em células com diferentes gendtipos deste polimorfismo
expostas a agentes pro-oxidantes podem auxiliar na elucidagdo dos mecanismos
associados ao desbalango genético da enzima superéxido dismutase que aumenta o
risco de disfungdes e doencas.

Esta € a principal questdo abordada no estudo aqui apresentado.



2 OBJETIVO

2.1 Geral

Investigar a resposta in vitro de indicadores celulares, bioquimicos e
genotoxicos do metabolismo oxidativo em cultura de células oriundas de individuos
com diferentes gendtipos do polimorfismo Ala16Val da enzima superéxido dismutase

dependente de manganés (SOD2) submetidas a radiagao ultravioleta.

2.2 Especificos

Em cultura de linfécitos de individuos saudaveis, com diferentes gendétipos do
polimorfismo Ala16Val do gene da SOD2, com ou sem exposicdo a radiagao

ultravioleta analisar a ocorréncia da resposta diferencial de:

- indicadores celulares (taxa de proliferagéo e viabilidade celular);

- indicadores bioquimicos do metabolismo oxidativo através da avaliagdo dos
niveis de peroxidacgao lipidica, grupos tidis, polifendis totais, vitamina C e dos niveis
das enzimas superéxido dismutase e catalase;

-indicadores de genotoxicidade (dano de DNA por ensaio Cometa e

instabilidade cromossémica).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Radicais Livres e Espécies Reativas

3.1.1 Conceito de Radicais Livres e Espécies Reativas

Os radicais livres sado espécies quimicas que apresentam um elétron
desemparelhado na ultima camada (CIMEN 2008). Podem ser formados pela adigéo
ou perda de um elétron de uma substancia nao-radical. Entretanto, existem
compostos igualmente reativos que ndo possuem elétron desemparelhado, néo
sendo classificados quimicamente como radicais livres, mas sdo designados de
maneira mais ampla como EROS ou de Nitrogénio (ERNs). EROs podem ser

gerados tanto de forma enddégena quanto exoégena.

3.1.2 Producgao de Radicais Livres e Espécies Reativas

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo e,
assim, as EROs sado produzidas naturalmente e também quando ocorre alguma
disfungao biolégica (VALKO et al., 2006). Endogenamente as EROs s&o produzidas
principalmente pelo sistema de transporte de elétrons mitocondrial, onde o oxigénio

precisa receber quatro elétrons para ser reduzido a agua (Figura 1).

O, +4e +4H" — 2 H,0

Figura 1: Redugao tetravalente do oxigénio
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No entanto, essa redugao pode ser parcial, e como consequéncia ocorre a

formacao de intermediarios altamente téxicos tais como: radical superéxido (Oz7),
peréxido de hidrogénio (H20;) e o radical hidroxil (OH') (Figura 2) (SCANDALIIOS

2005). As principais caracteristicas desses EROs sao a alta reatividade e a meia

vida curta (Tabela 1).

O,+e — 0Oy

O + e + 2H" — H,0;

H20, + e + H" — H,0 + OH'
OH +e +H" — H0

Figura 2: Redugéo parcial do oxigénio

Tabela 1: Principais caracteristicas do anion superéxido, perdxido de hidrogénio e radical
hidroxila (ISIDORIO et al., 2008, VASCONCELOS et al., 2007).

Nome Simbolo | Caracteristicas Tempo de
vida
Superdxido | Oy” Espécie pouco reativa, porém muito toxica. Gerado 10°®
continuamente por diversos processos celulares (cadeia de | segundos
transporte de elétrons na mitocéndria, no microssomo,
através de enzimas como a xantina oxidase e o NADPH
oxidase). Fraca acgdo oxidante e forte redutor.
Peroxido de | H,0, Substancia altamente hidrossoluvel que penetra facilmente 1072
hidrogénio na célulae possui alta estabilidade. Age como precursor | segundos
para a formacdo de outros radicais livres. E um fraco agente
oxidante e um fraco agente redutor, reage lentamente com
tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas
heme e peroxidases para iniciar reagbes radicalares e
peroxidagdes lipidicas.
Hidroxila OH Formado da reagdo do superéxido com peroxido de 10°°
hidrogénio na presenca de metais de transi¢gdo | segundos

principalmente ferro e cobre, demonstrada pela reagédo de
Fenton. E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e
para o qual, uma vez formado, o organismo humano nao
dispde de mecanismo de defesa, reage com uma série de
endobidticos, causa modificagdo no DNA (com modificagao
das bases e quebras das fitas), danos as proteinas,
inativacdo enzimatica e peroxidagao lipidica.

12



O H,0, produzido a partir da catalise do O;" e de outras reacgdes metabdlicas
pode reagir com ions cobre (Cu*) ou ferro (Fe**) que estdo presentes no meio celular
formando o radical OH'. Essa reagao é conhecida como reag¢ao de Fenton (Figura 3)
(BERRA 2006).

H,0, + Cu* — Cu®" + OH + OH
H,0, + Fe?" — Fe® + OH + OH"

Figura 3: Reacao de Fenton

Além disso, os metais de transigdo como o cobre Il (Cu®**) ou ferro Il (Fe*)
podem catalisar a reagao entre o H,O, e 0 Oy” formando OH'. Essa reacédo é
conhecida como reagao de Haber-Weiss (Figura 4) (BERRA 2006).

H,Os + O" - OH + OH + O,

Figura 4: Reacao de Haber-Weiss

E importante salientar que a producdo de EROs nem sempre é conseqiiéncia
do metabolismo aerdbio, podendo ser gerada também pelas oxidases (enzimas
especificas da membrana plasmatica) como resposta a fatores de crescimento e
citocinas e, consequentemente, podem servir como segundo mensageiro em alguns
processos especificos de sinalizagao celular e regulacao génica. Ou seja, moléculas
de EROs nem sempre sdo negativas ao organismo ja que podem funcionar como
agentes reguladores e moduladores em diversas rotas fisiologicas (BARZILAI et
al.,2004).
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3.1.2.1 Fontes exdgenas de EROs

Os fatores ambientais também podem levar a um aumento na producéo de
EROS o que pode, potencialmente, produzir um estado de estresse oxidativo. As
fontes exdgenas de EROs incluem luz ultravioleta, radiacdo ionizante e agentes
quimicos (BERRA 2006). Assim, estas variaveis podem ser genericamente

denominadas de fatores pro-oxidantes.

2.1.2.1.1 Radiagéo ultravioleta

A radiacédo ultravioleta A (UVA, A=400-320nm), a qual corresponde a 90% da
luz solar, penetra pela pele de forma cumulativa e associada com o efeito da
radiacdo ultravioleta B (UVB, A=320-290nm) facilita a degeneragdao do colageno
dermal, podendo causar inflamagdo na pele e envelhecimento precoce (MENA
2009). A radiagdo UVA possui efeito genotoxico, ligada ao aparecimento de
aberragdes cromossbmicas causadas por quebras nas fitas de DNA
(WISCHERMANN et al., 2008).

A radiagdo UVB aumenta a produgdo de EROs nas células epidérmicas e
ativa as vias de sinalizagdo envolvidas na regulacdo do crescimento celular, a
proliferagdo e deste modo facilita a expanséo clonal das células tumorais (ZHANG et
al., 2005).

A radiagao ultravioleta C (UVC, A=290-200nm) possui maior energia que as
anteriores, uma vez que possui menor comprimento de onda. Seus efeitos sdo mais
marcantes, pois possui maior potencial de dano a pele, porém nio atravessa a
camada de ozb6nio. Geralmente lampadas UVC sdo muito utilizadas como
germicidas (SGARBI et al., 2007).

Como foi anteriormente comentado, a fim de minimizar os efeitos danosos
das EROs, o0s organismos aerobicos possuem dois sistemas se defesa
antioxidantes, o sistema enddgeno (enzimatico) e o sistema exdégeno (nao-

enzimatico).
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3.1.3 Sistema de defesa antioxidante

3.1.3.1 Sistema de defesa enddégeno (enzimatico)

O sistema enzimatico é constituido principalmente pela acdo das enzimas:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que
atuam diretamente sobre o radical superdxido e sobre o peroxido de hidrogénio
convertendo-os em espécies menos reativas (Scandalios 2005). A SOD catalisa a
dismutacdo do O,” em H,O, (Figura 5), a CAT reduz o H,O, em agua e oxigénio
(Figura 6), enquanto que a glutationa peroxidase reduz o H,O, pela reacdo com a
glutationa reduzida (GSH) em agua e glutationa oxidada (GSSG) e em seguida a
glutationa oxidada € reconvertida em glutationa reduzida pela agdo da glutationa
redutase (GRd) (Figura 7) (VASCONCELOQOS et al., 2007).

SOD
O, "+ 0y + 2H" — O, + H,O9

Figura 5: Dismutagao do radical superoxido pela agao da SOD

H,O5 + H,0, C—A>T O, + 2H,0

Figura 6: Reducao do peroxido de hidrogénio pela acao da CAT

H,0, +2 GSH %B* 2H,0 + GSSG
2GSSG + NADPH + H* 253’ NADP + 2GSH

Figura 7: Reducao do peroxido de hidrogénio pela acdo da GPx
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3.1.3.1.1 Superdxido dismutase

A SOD (EC 1.15.1.1) é responsavel pela dismutacdo do radical superdxido
em peréxido de hidrogénio, que € menos reativo e é degradado por outras enzimas.
Existem trés tipos de SOD, classificadas de acordo com o ion que contém no seu
sitio ativo:
1) SOD1 dependente de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD): é encontrada no citosol
de células eucaridticas, mais particularmente nos lisossomas e no nucleo,
nos cloroplastos e em alguns procariotos (CEMELI et al., 2009).

2) SOD2 dependente de manganés (MnSOD): é encontrada em procariotos e
na mitocondria de leveduras e animais (SCANDALIOS et al., 2005).

3) SOD3 dependente de cobre e zinco (Cu-ZnSOD): é geralmente
encontrada no meio extracelular (ZELKO et al., 2002).

A reacao de dismutacdo do superoxido acontece espontaneamente em
condigdes fisioldgicas, porém quando catalisada pela SOD, a sua velocidade é 10*
vezes maior (CHANCE et al., 1979).

3.1.3.1.2 Catalase

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma das enzimas mais ativas produzidas pela
natureza (CATAPTANO 1997). Esta enzima € abundante no interior do peroxissoma,
que é a principal organela responsavel pela desintoxicagao celular e pela oxidagao
de acidos graxos de cadeia longa, fonte inesgotavel de perdoxidos organicos e
produtos carbonilicos. A catalase €&, também, encontrada nas mitocdndrias das
células do tecido cardiaco (VASCONCELOQOS et al., 2007).

A catalase é responsavel pela decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio em
uma velocidade extremamente rapida, correspondendo a uma atividade no centro
catalitico de aproximadamente 10’ min™'. Esta enzima é a principal reguladora dos
niveis intracelulares de peroxido de hidrogénio, e quando sua atividade esta inibida
ha um aumento da concentragdo de peroxido de hidrogénio em 6rgados como o
figado (SCANDALIOS et al., 2005).
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3.1.3.1.3 Glutationa Peroxidase

A enzima glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9) também degrada moléculas de
peroxido de hidrogénio em agua. E amplamente distribuida nos tecidos humanos e
animais, sendo produzida em grande quantidade nos rins, figado e sangue total, em
nivel moderado nos eritrécitos e em baixos niveis no plasma sanguineo
(HALLIWELL et al., 1999). Apresenta-se sob quatro isoformas: GPx1 ou enzima
classica, encontrada no citosol de todas as células do corpo; GPx2 ou
gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx3 ou plasmatica ou
extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmdo e no leite
materno, além do plasma em mamiferos, e a GPx4, que atua sobre perdxidos de
residuos de acidos graxos nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o
hidroperéxido da timina, formado como consequéncia do ataque dos radicais a base
timina do DNA (VASCONCELOS et al., 2007; RAYMAN 2000).

Possui uma importante caracteristica estrutural, pois apresenta um residuo de
cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao restante da enzima, sendo este
o principal componente para a sua atividade (ROVER JUNIOR et al., 2001). Assim,
no caso de deficiéncia do cofator selénio no organismo ocorre uma diminuicdo da
atividade da GPx em sua forma reduzida, e tal deficiéncia pode ser associada com
importantes alteragbes no metabolismo celular (IP et al.,, 1997; FOSTER et al.,
1997).

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a enzima
glutationa redutase, que é a responsavel pela regeneragao da glutationa a sua forma
reduzida na presengca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
impedindo a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa (ROVER JUNIOR et al.,
2001).

3.1.3.2 Sistema de defesa exégeno (n&o-enzimatico)

Os alimentos vegetais possuem uma ampla gama de compostos secundarios

com agao antioxidante. Por este motivo, os antioxidantes exdégenos ndo enzimaticos,
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oriundos da dieta, podem ser divididos em dois tipos: lipofilicos (vitamina E,
carotenodides, ubiquinona, melatonina, etc) e hidrofilicos (vitamina C, glutationa,

acido urico, etc).

3.1.3.2.1 Vitamina C ou acido ascorbico

O acido ascorbico ou vitamina C & comumente encontrado no nosso
organismo na forma de ascorbato, que € a forma que atua como antioxidante, ao
doar um He ou [H* + €] para um radical (VASCONCELOS et al., 2007). Por ser muito
soluvel em agua, esta localizado nos compartimentos aquosos dos tecidos
organicos.

O ascorbato desempenha papéis fundamentais no organismo, atuando
eficientemente sobre o anion radical superdxido (Oz¢), o perdxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OH") entre outros. Sua oxidagao produz inicialmente o
radical semidesidroascorbato, que € pouco reativo. Este radical pode ser
reconvertido em ascorbato, ou duas moléculas dele podem sofrer
desproporcionamento originando uma molécula de desidroascorbato e regenerando
uma molécula de ascorbato. O desidroascorbato pode entdo ser regenerado para
ascorbato através de um sistema enzimatico, ou pode ser oxidado irreversivelmente
gerando oxalato e treonato (Figura 8) (BARREIROS et al., 2006).
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Figura 8: Ciclo oxidativo do ascorbato (BARREIROS et al., 2006). O ascorbato é oxidado a radical
semidesidroascorbato, que por sua vez pode ser reconvertido em ascorbato ou sofrer
desproporcionamento originando desidroascorbato e ascorbato. O desidroascorbato pode ser

regenerado a ascorbato ou ser oxidado irreverssivelmente formando treonato e oxalato.

3.1.3.2.2 Glutationa

A glutationa (GSH) (C4oH17N3OeS) € um tripeptideo (L-y-glutamil-L-
cisteinilglicina) (Figura 9) que exerce fungdes essenciais na célula, destacando-se
sua funcdo como co-fator da familia de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em
que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidacdo a
dissulfeto da glutationa (GSSG) (C20H32Ns012S2) (VASCONCELOS et al., 2007). Em
todos os tipos de células, a glutationa € o mais importante regulador nao-enzimatico
da homeostase redox intracelular (CIMEN 2008).
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Figura 9. Estrutura quimica da glutationa

A GSH é abundante no citosol (1 a11 mM), no ndcleo (3 a15 mM), e na
mitocdndria (5 a11mM) e é o antioxidante mais soluvel nos compartimentos celulares
(VALKO et al., 2007). A combinacdo de sua abundancia nos organismos aerobicos e
das propriedades quimicas do grupo sulfidrila corrobora com a hipétese de que a
GSH surgiu na evolugao bioquimica como uma protecao contra EROs e compostos
eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo quanto no

ambiente em que este vive (HUBER et al., 2008).
3.1.3.2.3 Polifendis

Os polifendis sao os antioxidantes mais abundantes presentes na dieta,
sendo que seu consumo diario pode atingir 1 g. Este consumo € muito maior que
ingestdo de todos os outros fitoquimicos classificados como antioxidantes (2007;
MANACH et al.,, 2004; CERQUEIRA et al.). De modo geral, os polifendis e em
particular os flavondides possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais,
sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E (BARREIROS et al.,
2006).

Os flavonodides sdo sintetizados pelas plantas e possuem estruturas e funcdes
variadas (Figura 11). Dentre os aproximados 4000 flavondides ja descritos, as
maiores classes sao flavonadis, catequinas ou flavonas, antocianidinas e isoflavonas.
Nestas classes ha grandes variagbes estruturais, dependendo do nivel de
hidrogenagao, hidroxilagdo, metilagao e sulfonagdo das moléculas (CERQUEIRA et
al., 2007).
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Figura 11: Estrutura dos principais flavonoéides

A atividade antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores (WALLE 2004; CERQUEIRA et al., 2007):

(1) Reatividade como agente doador de H e elétrons: Quanto menor o
potencial de oxidacdo do flavondide, maior € sua atividade como sequestrador de
radicais livres (RICE-EVANS et al., 1997) e quanto maior o numero de hidroxilas,
maior a atividade como agente doador de H e de elétrons (CAO et al., 1997).

(2) Estabilidade do radical flavanoil formado: A estabilidade do radical livre
flavanoil formado depende da habilidade do flavondéide em deslocar o elétron
desemparelhado. A presenga de hidroxilas na posigao orto € o principal fator que
auxilia nessa deslocalizacdo (CERQUEIRA et al., 2007).

(3) Reatividade frente a outros antioxidantes: Os flavondides com multiplas
hidroxilas como a miricetina e a quercertina possuem forte atividade antioxidante
quando comparados ao a-tocoferol, acido ascérbico, B-caroteno, glutationa, acido
urico e bilirrubina (CAO et al., 1997; YANG et al., 2001).

(4) Capacidade de quelar metais de transigcdo: A remocdo de metais de

transicdo livres no meio biolégico é fundamental para a protecdo antioxidante do
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organismo, visto que esses catalisam as reagdes de Fenton e de Haber- Weiss
(CERQUEIRA et al., 2007).

(5) Solubilidade e interagdo com as membranas: A lipofilicidade do flavondide
indica a incorporagao desta molécula pela membrana, que é alvo da maioria das
EROs. Os flavondides que possuem uma cadeia de agucares ligada em sua
estrutura sdo muito polares, ndo sendo assimilados pela membrana, porém, nesta
forma eles podem ser armazenados em vesiculas, possuindo um tempo maior de
permanéncia no organismo. Os flavondides que sdo assimilados pelas membranas
exercem a funcdo de moduladores de fluidez. Restringindo essa fluidez os
flavondides geram um impedimento fisico para a difusdo das ERO, de modo que
decresce a cinética das reagdes responsaveis pelo estresse oxidativo (CERQUEIRA
et al., 2007).

3.1.4 Estresse oxidativo e danos celulares

As EROs sao necessarias para o funcionamento normal do organismo, sendo
produzidas continuamente e neutralizadas pelo sistema antioxidante. Entretanto,
quando essas espécies reativas sao produzidas em altas concentragées ou quando
o sistema antioxidante é deficiente, o aumento dos seus niveis caracteriza um
fendémeno conhecido como estresse oxidativo (VASCONCELOQOS et al., 2007).

Os maiores niveis de espécies reativas promovem reagcdes com substratos
biolégicos podendo causar danos em diversas biomoléculas presentes no nosso
organismo, incluindo lipidios, carboidratos, proteinas, RNA e DNA, e
consequentemente afetar a saude humana. Entretanto, a natureza do dano celular
induzido pelas EROs depende do local da formacéo da EROs (GOETZ et al., 2008).

As principais moléculas suscetiveis as EROs sao os lipidios presentes nas
membranas celulares, as proteinas e as moléculas de acido nucléico, em especial 0
DNA. O estresse oxidativo causado nas membranas €, de um modo geral,
conhecido como peroxidacao lipidica enquanto o estresse oxidativo causado no

DNA é classificado, de modo geral, como genotoxicidade.
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3.1.4.1 Peroxidacéo lipidica

A membrana plasmatica é basicamente formada por uma dupla camada
lipidica no qual se encontram proteinas integrais e periféricas associadas. As EROs
podem prejudicar a funcdo das membranas pela oxidagdo dos &acidos graxos
poliinsaturados presentes nos lipidios e indiretamente pela inibigdo da sintese dos
lipidios, dessaturacdo de acidos graxos ou ativagao das lipases (GOETZ et al.,
2008). Tanto na membrana plasmatica quanto nas membranas subcelulares das
organelas que contém altas quantidades de acidos graxos poliinsaturados a

formacgao de radicais intermediarios resulta na peroxidacao de acidos graxos.
O processo da peroxidacao lipidica pode ser dividido em trés etapas: (i)
iniciagao, (ii) propagacéao e (iii) terminacédo. Essas etapas séo representadas pelas

seguintes reagdes, onde L representa o lipidio:

LH + OH - (ou LOv) > Le + H,O (ouLOH) (i)

Le + Oy > LOO- (ii)
LH + LOO- > L + LOOH (ii)
LOO- + Le > LOOL (iii)
LOO - + LOO- > LOOL + O, (iii)

Figura 12: Etapas da peroxidacao lipidica (adaptado de FERREIRA et al., 1997). A reacgéo inicia-se
com o sequestro do hidrogénio do acido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Na primeira
equacao de propagacdo, o L' reage rapidamente com o O,, resultando em LOO" (radical peroxila),
que, por sua vez, seqlestra novo hidrogénio do acido graxo polinsaturado, formando novamente o L’
na segunda equacdo de propagacdo. O término da lipoperoxidagéo ocorre quando os radicais (L' e
LOO") produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem a si proprios.

ApOs a abstragao do atomo de hidrogénio do acido graxo poliinsaturado (LH)
levando a formacao de um radical lipidico centrado no carbono (L¢), este é

estabilizado por um rearranjo molecular, adquirindo a estrutura de dieno conjugado.
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A adicdo extremamente rapida de uma molécula de oxigénio ao radical lipidico leva
a formacéao do radical peroxil (LOO¢). Este € capaz de reagir com outro acido graxo
poliinsaturado, iniciando uma nova cadeia de oxidacao a partir da formacao de outro
radical lipidico (L¢) (fase de propagacgao). O radical LOO+ combina-se com o atomo
de hidrogénio abstraido e forma um hidroperdxido lipidico (LOOH) (LOUREIRO et
al., 2002). O término da peroxidacao lipidica ocorre quando os radicais (L* e LOO-)
produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a si préprios
(FERREIRA et al., 1997).

Todas estas modificagdes oxidativas causam mudangas nas propriedades
fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com
expansao do liquido intracelular e risco de ruptura tanto da membrana plasmatica
que circunda a célula quanto das membranas que delimitam as organelas. Estas
rupturas levam a morte celular (VASCONCELOS et al., 2007). As reagbes
envolvendo os varios intermediarios entre si levam a producdo de novos produtos
como, por exemplo, o malondialdeido (MDA) que reage com o grupo amina de
purinas. Por este motivo, um modo de se averiguar a presenca de peroxidagao
lipidica € através da técnica espectrofotométrica do acido tiobarbiturico (TBARS)
(LYKKESFELDT 2007; CATALGOL et al., 2007; JIA et al., 2007; MICALLEFT et al.,
2007). A técnica consiste na reagéo do acido tiobarbiturico com o MDA formado em

meio acido que indica a peroxidagao lipidica.

3.1.4.2 Carbonilacao de proteinas

As proteinas possuem muitos sitios reativos. Sua modificagdo pode ser
induzida por EROs, cations metalicos (Fe**, Cu*), endobiéticos (GSH), irradiacao,
peréxidos lipidicos, oxidorredutases, farmacos, entre outros (VASCONCELOS et al.,
2007).

Durante o estresse oxidativo em proteinas, o primeiro evento que ocorre
envolve a formacdo de um radical centrado no carbono por extracdo de He do
carbono a em uma ligacao peptidica. Em seguida ocorre fragmentagao das cadeias

e oxidacao de quase todos os tipos de aminoacidos (principalmente os aromaticos),
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com producao frequente de compostos carbonilados, particularmente a partir de
residuos de prolina, arginina e lisina (DALLE-DONE et al., 2003; VASCONCELOS et
al., 2007). Além disso, os grupos carbonila podem ser introduzidos em proteinas via
reagcao com aldeidos derivados da peroxidacéo lipidica (MDA) ou gerados a partir da
reacao de reducdo de acgucar (glicose) ou produtos de sua oxidagdo com residuos
de lisina (reagbes de glicacdo e de glicoxidacdo formando carboximetil-lisina)
(VASCONCELOS et al., 2007, ELLIS 2007).

Segundo ELLIS (2007), o dano causado por aldeidos pode levar a perda da
funcdo de proteinas e enzimas, danificar lipidios, e ainda levar a formagéo de adutos
no DNA. Alguns aldeidos podem diminuir os niveis intracelulares de glutationa por
meio do aumento do desbalango oxidante celular. Estas perturbacées moleculares

podem culminar com a morte celular (ELLIS 2007).

3.1.4.3 Genotoxicidade

A indugdo de danos oxidativos nas bases do DNA ocorre a partir de sua
reacdo com EROs (GOETZ et al., 2008). Em condi¢des fisioldgicas, a quantia
absoluta de oxidagdes no DNA é estimada em aproximadamente uma modificacao a
cada 130000 nucleotideos no DNA nuclear. Em compensagao, de cada 8000
nucleotideos um é modificado por EROs no DNA mitocondrial (RICHTER 1992;
MARNETT 2000; GOETZ et al., 2008).

As lesdes no DNA podem ocorrer devido a oxidagao direta dos acidos
nucléicos, ou pela indugao de quebras em uma das cadeias do DNA (quebras
simples) ou quebras simples em posi¢coes aproximadamente simétricas das duas
cadeias de DNA (quebras duplas) (BERRA et al., 2006). O surgimento de danos no
DNA ocasiona mutagcdes. No caso, as mutagdes ocorrem como consequéncia de
um erro na sua duplicagao, ou seja, a substituicdo, adicao ou eliminacdo de bases,
podendo ocorrer também alteracbes estruturais das bases nitrogenadas e das
desoxirriboses. Outros problemas na molécula de DNA relacionados ao estresse
oxidativo incluem o rompimento de pontes de hidrogénio entre duas hélices, a
quebra de uma ou das duas cadeias (fitas) de DNA e a formacado de ligagdes

cruzadas entre moléculas de DNA e proteinas. Todas estas alteracbes direta ou
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indiretamente influenciam a expressdo génica que pode levar a disturbios no
metabolismo e ao desenvolvimento de doengas (BERRA et al., 2006).

Os organismos vivos possuem a capacidade de reverter estes processos,
através de um sistema de reparo do DNA que esta presente em todas as células.
Entretanto, a perda da capacidade de reparar uma lesdo no DNA, tanto por reducao
da detecgédo do dano como por deficiéncia em algum processo enzimatico de reparo,
€ observada em diversas patologias genéticas humanas. Por outro lado, o aumento
do estresse oxidativo, mesmo em um organismo com sistema de reparo eficiente
leva ao aumento na chance de ocorréncia e fixacdo de mutacbes pontuais, ou
mesmo mutagdes cromossémicas (numéricas e estruturais) no momento da mitose
celular (SAFFI et al., 2003).

Além dos fatores ambientais, variagcbes genéticas presentes nos individuos
também podem gerar quadros cronicos de estresse oxidativo que aumentam a
suscetibilidade dos seus portadores ao desenvolvimento de doencgas crénicas nao
transmissiveis como as neoplasias. Assim, investigacdes genéticas relacionadas as
enzimas do sistema antioxidante tém sido conduzidas, com destaque ao gene da
enzima SOD2 (TAUFER et al., 2005).

3.2 Polimorfismos genéticos na enzima SOD2

A enzima SOD2 esta entre a primeira linha de defesa antioxidante e € vital
para a sobrevivéncia do organismo como mostram estudos em ratos que tiveram o
gene para esta enzima silenciada (knockout) e que morreram ainda no periodo
neonatal (LI et al., 1995).

A enzima SOD2 €& produzida a partir de um gene nuclear localizado no
cromossomo 6, na sub-regidao 625 (CHURCH et al., 1992; CREAGAN et al., 1993).
Uma vez sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, a proteina inativa da SOD2
possui uma sequéncia peptidica conhecida como sequéncia mitocondrial alvo
(mitocondrial target sequence, MTS) que direciona a proteina SOD2 para o interior
da mitocondria (WOODSON et al.,, 2003). Dentro desta organela, o segmento
peptidico MTS é clivado, e a proteina madura se agrega em uma forma ativa
tornando-se funcional (WISPE et al., 1989; SUTTON et al., 2003).

26



Apesar de ser uma enzima constitutiva, o gene da SOD2 pode ser regulado
via inducdo de diversos fatores incluindo a presenca de EROs, determinadas
moléculas de citocinas, consumo de alcool e tabaco (KOCH et al., 1994; PERERA et
al., 1995; XU et al., 1999).

Um polimorfismo foi identificado na regido MTS do gene da SOD2 como
resultado de uma substituicio de uma valina por uma alanina no aminoacido 9
codificado pelo cédon 16. Por este motivo, este polimorfismo é genericamente
denominado Ala16Val. Existem assim dois alelos (A, de alanina e V de valina) e trés
possiveis genotipos: AA, AV e VV. Ou seja, todos os individuos da espécie humana
possuem um destes trés gendtipos e transmitem para os seus filhos através dos
seus gametas ou o alelo A ou o alelo V (TAUFER et al., 2005).

Em termos fenotipicos a variante Ala-SOD2 possui uma estrutura a-hélice,
assim sendo facilmente importada para dentro da mitocéndria. Ja a variante Val-
SOD2 possui uma estrutura parcial de B-lamina, o que faz com que fique
parcialmente retida no poro da membrana interna mitocondrial. Esta condigao faz
com que parte da enzima seja degradada, resultando numa variante com menor
atividade da enzima (SUTTON et al., 2005). Deste modo, individuos AA possuem
uma enzima mais eficiente do que individuos VV, enquanto os heterozigotos (AV)
possuem uma eficiéncia intermediaria em relagdo aos gendtipos homozigotos
(AMBROSONE et al., 1998).

Ao contrario do que se possa imaginar, a maior eficiéncia da enzima
codificada pelo gendtipo AA né&o significa um metabolismo antioxidante mais
eficiente. Isto porque, a maior taxa de catalise do superoxido em perdoxido de
hidrogénio ndo € acompanhada por um aumento nos niveis de glutationa
peroxidase, 0 que resulta no aumento dos niveis de H;O,, o0s quais sdao mais
permeaveis a membrana mitocondrial e levam a formagao do radical hidroxila que é
fortemente mutagénico e carcinogénico. Acredita-se que é por tal motivo que o
genotipo AA esteja associado a maior prevaléncia de neoplasias como o cancer de
mama, prostata, célon (AMBROSONE et al., 1999; MITRUEN et al., 2001; EGAN et
al., 2003; MILLIKAN et al., 2004, KOCABAS et al., 2005, BICA et al., 2008, BICA et
al., 2009a). Além disso, TAUFER et al.,, (2005) também relatou associacdo do
genotipo AA com maior imunosenescéncia celular, ou seja, individuos AA possuem
um sistema inume mais deficiente que os demais gendtipos, sendo assim mais

suscetiveis a infec¢des, doengas auto-imunes e cancer. Apesar desta aparente
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suscetibilidade ao cancer associada ao gendtipo AA, AMBROSONE al. (1999) ja
sugeriram que uma dieta rica em antioxidantes poderia reverter tal risco do gendtipo.

Por outro lado, o gendtipo VV sendo menos eficiente na catalise do 02 em
H,O, tende também a apresentar um quadro de estresse oxidativo associado que
tem sido associado a disfungdo endotelial (KAKKO et al., 2003), cardiomiopatia,
niveis elevados de LDL-oxidado principalmente associados com diabetes mellitus do
tipo 1l (GOTTLIEB et al, 2005), obesidade (MONTANO et al., 2009),
hipercolesterolemia (DUARTE et al., 2009), metastase em linfonodos (BICA et al.,
2010), entre outros.

Esta condicdo em que ambos homozigotos (AA e VV) apresentam maior
suscetibilidade ao estresse oxidativo e a doencas sugere que este polimorfismo
seria um modelo experimental importante para se analisar a dinamica da resposta
metabdlica in vitro tanto a agentes pro-oxidantes quanto a agentes antioxidantes.
Tais estudos poderiam servir como base para duas areas que emergem na ciéncia:
a nutrigenética e a farmacogenética. Ambas tém como meta a realizacdo de estudos
que levem a personalizagao tanto do consumo de determinados alimentos quando
no uso de farmacos com vistas a uma melhor prevencgao e terapéutica (KAPUT et
al., 2005).

Entretanto, sdo necessarios estudos complementares sobre os processos
metabdlicos diferenciais associados a estes gendtipos quando expostos a agentes
pré-oxidantes e/ou antioxidantes. Dentro deste contexto, o estudo aqui apresentado
investigou a resposta metabdlica in vitro de linfocitos provenientes de individuos com
diferentes gendtipos do polimorfismo Ala16Val-SOD2 (AA, VV e AV) expostos a um
agente pré-oxidante (radiagdo ultravioleta). E importante salientar que, a escolha da
radiagcao ultravioleta como agente pro-oxidante para a realizagao deste estudo
ocorreu por ser um fator fisico diminuindo assim o nivel de interferéncia nas
condigdes da cultura de células como pH, solubilidade da molécula indutora do

estresse oxidativo, etc.
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4 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacao estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito apresentado a seguir. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados, Referéncias Bibliograficas encontram-se no
proprio manuscrito. A apresentacdo do manuscrito esta baseada na versao
submetida a revista Redox Report cujo titulo € “Manganese Superoxide Dismutase
V16A Gene Polymorphism in lymphocyte culture cells in response to ultraviolet

radiation’.
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Abstract

The aim of this study was to investigate whether there is a differential response of
lymphocytes from healthy SOD2 genotype subjects to oxidative stress. We used UV
radiation as a toxic agent due its genotoxic effects associated with chromosome
aberrations caused by breaks in the DNA strands. Cellular rate growth, cell viability,
mitotic index, chromosomal instability and biomarkers of oxidative metabolism were
analyzed in lymphocyte cells from healthy adults with different Ala16Val SOD2
polymorphisms. We found a differential response of lymphocyte cell cultures from
Ala16Val genotype donors to UV exposure. In general, AA cell cultures presented
higher viability and mitotic index and lower TBARS levels than VV and AV cells in the
control and UV exposure groups. However, when we compared the DNA damage
among the three genotypes, AA lymphocyte cells presented higher damage to UV
exposure. These data suggest that the Ala16Val polymorphism affects cell oxidative

metabolism in different ways.

Key-words
ALA16VAL-SOD2 polymorphism, oxidative metabolism, DNA damage, ultraviolet

radiation, lymphocyte culture.
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INTRODUCTION

Endogenous antioxidant enzymes are vital to the regulation of oxidative stress
within cells. Of these, one of the primary cellular antioxidants, superoxide dismutase
(SOD), catalyzes the conversion of superoxide (O2’) to hydrogen peroxide (H205),
which can then be removed by catalase (CAT), glutathione peroxidase or
peroxiredoxins. ’

There are three distinct types of SOD activity found in human cells: two
enzymes Cu/Zn-SOD and a mitochondrial matrix homotetrameric Mn-SOD.? Several
lines of evidence suggest that Mn-SOD is crucial for life.> The Mn-SOD is directly
involved in mitochondrial superoxide catalysis* and investigations have suggested
that Mn-SOD acts as a tumor suppressor gene® reporting that superoxide dismutase
derivatives can significantly inhibit both the production of ROS and metastatic tumor
growth.® However, in vitro studies shown that a number of cancer cell lines contain
elevated levels of SOD and decreased levels of CAT, and that this change in steady-
state levels of H,O, correlates with increased metastasis, proliferation and resistance
apoptosis.”®

Epidemiologic evidence has also linked a single nucleotide polymorphism in
Mn-SOD (SOD2 gene, rs4880) which increases its activity, to risk of developing
several cancers. This polymorphism occurs due to the single nucleotide substitution
at nucleotide 47, changing the encoded amino acid from change to Al a(GCT) to Val
(GTT) known as the AlAla16Valal polymorphism in the mitochondrial targeting
sequence (MTS).%"° The Ala16Val polymorphism results in three genotypes: AA, VV

and AV.
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Investigations using in vitro Al Mn-SOD precursor generated 30-40% more of
the active matrix, processed Mn-SOD homotetramer, than the Val MnSOD precursor.
The Ala-MTS allowed efficient Mn-SOD import into the mitochondrial matrix, while the
Val-variant caused partial arrest of the precursor within the inner membrane and
decreased formation of the active Mn-SOD homotetramer in the mitochondrial
matrix."’

Several studies, including investigations performed by our team have
suggested that Ala allele is associated with an increased risk of breast '>'*'*"° and
prostate cancer. '®'"'® Moreover the Val allele has been associated with an
increased risk of lung '® and bladder cancer ° and also with cardiomyopathy?®', higher
LDL-oxidized levels?® obesity?®. A recent study performed by us in women breast
cancer lymph node status showed that despite the AA genotype is well established to
be associated with an increased risk of breast cancer, the VV genotype was
associated with a higher metastatic potential.*

The whole of these studies suggest a dual nature of antioxidant enzyme
system in the progression of chronical degenerative diseases that need to be
exploring with complementary investigations. In this context, the aim of this study was
to investigate whether there is a differential response of lymphocytes from healthy
Mn-SOD2 genotype subjects to oxidative stress. Cellular rate growth, cell viability,
mitotic index, chromosomal instability and biomarkers of oxidative metabolism were
analyzed in lymphocyte cells from healthy adults with different Ala16Val Mn-SOD

gene polymorphism.

PATIENTS AND METHODS
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Design

From a previous genetic population analyzed for several epidemiological
aspects associated with Ala16Val gene polymorphism frequency12,15,16 we
selected 12 healthy subjects with different genotypes (AA, VV and AV) without any
diseases or morbidity conditions that could influence the lymphocyte in vitro analysis.
The volunteers presented similar life style variables related to diet and physical
activity to avoid possible environmental interferences. We asked subjects to not eat
or drink antioxidant foods 24h before the blood collection. The Research Ethics
Committee of the Universidade Federal de Santa Maria approved the study protocol
and informed consent was obtained from all individuals whose information was

collected prospectively.

Blood sample collection

Peripheral blood samples were collected after 12 h overnight fasting by
venipuncture, using top Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with
heparin. An aliquot was used for the cell culture and other aliquots for the basal
biochemical and DNA damage analysis. Blood specimens (5 ml) were routinely
centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2500 g, and aliquots of plasma and
erythrocyte samples were stored at -20°C until the biochemical analysis of the cell
cultures. A blood sample (10 ml) was used for cytogenetic and biochemical analysis

of the lymphocyte cultures.

Cell culture and UV radiation
Lymphocytes obtained through gradient centrifugation were immediately

transferred to culture media containing 1 ml of RPMI 1640 (GIBCO) with 10% fetal
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calf serum (FCS). Four culture glasses per subject were prepared and two glasses
were exposed directly to UV radiation (300 nm) for 15 minutes (UV treatment) and
two glasses were not exposed (control). We used UV exposition since this agent
induces mainly pyrimidine dimers and relatively very few strand breaks, although
some transient ones are generated during excision repair of the dimers. This time of
UV exposition was chosen from a previous test that evaluated oxidative biochemical
effects at 0, 20, 60 and 120 minutes of UV exposure in lymphocyte cell cultures. At
15 minutes of UV exposure we observed higher lipid peroxidation and decreased
catalase and superoxide dismutase levels without cellular death. The cells were
maintained in the suspension culture at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere in

a RPMI 1640 growth medium (RPMI 0 medium) for 72 hours.

Mitotic Index and Chromosomal Instability
After 72h of culture, one aliquot of each treatment was used to investigate the
mitotic index and chromosomal instability using G-band cytogenetic analysis. %° At

least 50 mitoses were analyzed in each sample.

Single cell gel electrophoresis (comet assay)

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al.? in
accordance with general guidelines for use of the comet assay.?” 2 % One hundred
cells (50 cells from each of the two replicate slides) were selected, and analyzed.
Cells were visually scored according to tail length and received scores from 0 (no
migration) to 4 (maximal migration) according to tail length. Therefore, the damage

index for cells ranged from O (all cells with no migration) to 400 (all cells with maximal
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migration). The slides were analyzed under blind conditions by at least two different

individuals.

Cell viability

The cytotoxic effects of UV radiation on 72h lymphocyte cell cultures from
different ALA16VAL MnSOD genotypes were determined by the loss of membrane
integrity by the Trypan blue dye exclusion method.*® At least 300 cells were counted
for each survival determination. Cell viability was expressed as a percentage of the

control value.

Biochemical analysis

Biochemical analysis associated with oxidative metabolism was performed
using the blood samples collected from the subjects included in the study. We
analyzed the biochemical basal values and 72h lymphocyte culture values. Total
polyphenols were spectrophotometrically determined in plasma by reading
absorbance at 750 nm (Folin-Ciocalteau method) and using gallic acid as a standard
as described by Chandra et al. 3! Thiol groups were determined as described by
Ellman.®* Lipid peroxidation was quantified by measuring the formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).*® Total blood SOD (E.C.1.15.1.1)
activity was measured spectrophotometrically according to Boveris et al.>* The unit of
activity is defined as the amount of enzyme required to inhibit the rate of epinephrine
autoxidation by 50%. Catalase activity (EC 1.11.1.6.) was determined according to
Aebi.** One unit of catalase activity was defined as the activity required to degrade 1
pmol of hydrogen peroxide in 60s. The total acid ascorbic concentration was

|36

measured according to an adapted method of Jacques-Silva et al.”™ Protein carbonyls
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were measured according to the method previously described.’” Results were

expressed as nanomoles of carbonyl groups per mg of protein.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using version 12.0 of the SPSS software.
Quantitative variables were compared using Student t test or one-way Anova

followed by Tukey test.

RESULTS

Baseline characteristics of healthy volunteers with different Ala16Val gene
polymorphism genotypes are presented in Table 1. Biomarkers of oxidative
metabolism in blood samples of different genotypes differed in SOD and polyphenol
levels after 12 h overnight fasting. The AA carriers presented higher SOD levels
when compared to VV carriers. However, plasmatic total polyphenols were higher in
VV than AA carriers. In both cases the heterozygous genotype (AV) presented
intermediary SOD2 and total polyphenol levels.

Table 1 here

As expected, the mean number of metaphases was, in general, higher in the
control (106.2+43.1) than in UV-exposed (60.8+38.2) lymphocyte cultures (p=0.01).
Additionally, we found significant differences in the Ala16Val genotype mitotic index
(Figure 1). In the control group, cell cultures from AA lymphocytes presented a higher
metaphase count (203.8+7.5) when compared to AV (91.0+1.4) and VV (27.5+2.9)
lymphocyte cultures (p=0.001). The UV group showed a maintenance of these

patterns among genotypes (AA>AV>VV metaphases counts). Independent of
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genotype, there was a decrease in the mitotic index upon UV exposure. The
metaphase count was significantly decreased in AA lymphocyte cultures, from
203.847.5 in the control group to 101.3£2.5 in the UV group (p=0.007); while in AV
cultures it was decreased from 91.0+1.4 to 69.40+2.6 and in VV cultures it was
decreased from 27.5+2.9 to 9.5+1.2 (p=0.0007). However, we did not observe
chromosomal instability and apoptosis in lymphocyte cultures exposed to UV
treatment and from healthy subjects with different Ala16Val genotypes.
Figure 1 here

The lymphocyte cell cultures did not present differences in viability between
control and UV groups, among genotype groups or considering both variables
together. However, when we performed an allele-dose effect analysis comparing the
viability and mortality between AA subjects versus VV+AV subjects we observed that
in control cultures AA lymphocytes presented higher viability than lymphocytes with
at least one V allele. However, the higher AA viability was not maintained in the
lymphocyte culture exposed to UV radiation. This difference in viability was not
observed since there was higher viability in AV and VV cell cultures exposed to UV
radiation when compared to the control group (Table 2).

Table 2 here

We observed significant differences in TBARS levels between AA and VV+AV
cultures exposed to UV radiation (Figure 2). UV exposure of AA lymphocyte cells
caused a decrease in TBARS levels when compared to the same cell in the control
group. The TBARS concentration was 9.89+5.23 in the AA control lymphocyte culture
and 3.69+0.89 in the UV exposed cell culture, expressed as nmol of MDA/10° cells

(p=0.05). On the contrary, cells from VV and AV subjects presented a significant
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increase in TBARS levels when exposed to UV radiation. The TBARS concentration
was 5.44+2.98 in the VV+AV control lymphocyte culture and 11.66+6.43 in the UV
exposed cell culture (nmol of MDA/10° cells at p=0.039). The other oxidative
biomarkers investigated presented similar concentrations independent of UV
exposure or Ala16Val genotype/allele.
Figure 2 here

DNA damage induced by UV exposure was evaluated using the comet assay
under alkaline conditions. Table 3 shows the comet class and damage index and
Figure 3 shows the mean values of the DNA tail moment in the lymphocyte cell
cultures from different Ala16Val genotypes with or without UV exposure. The damage
index was higher in the UV-exposed AA culture cells than in the control group of the
same genotype (p=0.05). The VV and AV cell cultures presented a similar damage
index between UV and control groups. In the case of AA lymphocyte cells, DNA
damage was significantly increased as compared with the control group (p=0.014)
and when compared to other lymphocyte cells from AV and VV genotypes (p=0.042).

Table 3 here

Figure 3 here

DISCUSSION

We report herein a differential response of lymphocyte cell cultures from
Ala16Val genotypes donors to UV exposure. In general, AA cell cultures presented
higher viability and mitotic index and lower TBARS levels than VV and AV cells in the
control and UV exposure groups. However, when we compared DNA damage among

the three genotypes, AA lymphocyte cells presented higher damage to UV exposure.
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These data suggests that the Ala16Val polymorphism affects the cell oxidative
metabolism in different ways.

In our experiment, the basal values showed similar levels to oxidative
biomarkers with the exception of SOD levels which were higher in AA subjects and
polyphenol total levels which were higher in VV subjects. However, after a 72h
culture period these differences disappeared indicating that the oxidative biomarkers
measured were similar in all samples that were cultivated under similar conditions.

We believe that the most important result from the present study is the
differential oxidative response associated to the Ala16Val polymorphism despite the
environmental similarities of the cell cultures. Apparently, the AA lymphocyte cell
culture presented poor DNA damage and VV and AV lymphocyte cell cultures
presented higher lipid peroxidation levels. As the AA suffered more DNA damage,
these results corroborate with the previous suggestion that this genotype is more
susceptible to oxidative agents than the others.

This delicate balance is achieved in part by antioxidant enzymes such as
SOD, where SOD2 plays an important role in mitochondrial superoxide control. In a
previous study performed by our group, we found an association between AA and
DNA damage in peripheral blood cells of elderly as well as an association of this
genotype with breast and prostate cancer and the immunosenescence profile.™

Additional investigations have shown an association between the AA genotype
and male and female breast cancer.”” However, when the effect of the Ala16Val
polymorphism on breast cancer regional lymph node status was evaluated in 281
controls and 93 cases of invasive breast cancer, we observed a higher VV genotype
frequency in the positive lymph node group than in the control and negative lymph

node group.?* The results suggested that VV presented a higher metastatic potential
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than the AA genotype. Bica et al.?*

suggested that there is a “paradox” in the MnSOD
polymorphism, since mainly in cases of homozygosis (AA and VV) this variation
causes an unbalance in anti-oxidant modulation increasing either superoxide levels
in VV subjects or hydrogen peroxide levels in AA subjects. In both cases,
environmental interactions could increase or decrease the risk of non-transmissible
morbidities such as neoplasias and cardiovascular diseases. The results described
here corroborate with this suggestion since we observed two oxidative stress
situations that could explain the greater susceptibility to cancer of the AA genotype
and the metabolic susceptibility of the V allele.?*

It is important to mention the oxidative effect of UV exposure shown by the
higher lipid peroxidation levels observed in the VV and AV genotypes. Investigations
have shown that UV radiation increased ROS, activating signaling pathways involved
in regulating cell growth, differentiation and proliferation.? UV exposure may affect
diverse biological functions including DNA replication, repair, cell cycle control and
chromatin remodeling. All these facts may contribute to the increased risk of cancer,
mainly skin cancer.®® UV exposure induces H,O, production® inducing lipid and
protein oxidation at the plasma membrane, which may cause a loss of membrane
fluidity, inactivation of enzymes, and alteration of ion permeability. These changes
may cause rupture of the cells by an osmotic process.>® Therefore, V allele carriers
cannot be considered to provide antioxidant protection when compared to AA
genotype carriers.

In summary, although our study involved a relatively small number of subjects,
our results suggest that Ala16Val genotypes may present differential oxidative stress

responses to chronic diseases such as cancer. However, complementary
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investigations to observe the response of Ala16Val genotypes to oxidative stress

agents in the presence of potential antioxidant compounds.
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Table 1 Characteristics baselines and biomarkers of oxidative metabolism in blood

samples after 12 h overnight fasting of healthy volunteers with different SOD2

genotypes.
AA vv AV
Variables p

(meanzSD) (meanzSD) (meanzSD)
Age (Mean £SD) 22.65+3.67° 22.04+3.08? 22.78+3.99% 0.673
BMI (Kg/m?) 21.76+£2.35 22.08+2.39 22.8712.44  0.546

TBARS (nmol/mL b b
8.05+3.46° 18.83+12.16 30.19+0.26*° 0.036

erythrocytes)
Thiol Groups (mmol/mL
226.82+70.42% 212.93+80.19% 268.87+91.68% 0.710
erythrocytes)

SOD (uSOD) 53.22+4.57°  40.49+10.41° 56.73+5.60* 0.036

Polyphenols (mg/mL b b
4.44+0.332 5.87+0.75 4.70+0.83? 0.049

plasma)
Catalase (pmol of H,O2/mL
. . 31.28+8.742 29.02+3.67° 33.26+£7.86° 0.753
eritrocytes/min)
Protein carbonyl (nmol/mg
. 0.09+0.112 0.08+0.02° 0.07£0.01*  0.135
protein)
Acid ascorbic (nmol/mL

18.24+9.96° 19.80+11.78%  20.82+5.51% 0.923

plasma)

SD= standard deviation;
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Table 2 Viability lymphocyte cell culture (%) considering UV radiation and A16V-

SOD2 genotypes.

Control UV radiation
Genotypes Mean+SD p Mean+SD p
AA 88.70+£3.03°  0.031 86,79+4.84 0.353
AV 78,73+7.83° 86,13+3.64
vV 79,09+8.01° 88.42+3.35
Total 82,45+7.65 86.85+3.77

SD= standard deviation. Bars with different letters represent means significantly different
(p<0.05) using analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Tukey test.
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Table 3 DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of UV

exposition in lymphocyte culture cell from donors with different A16V-SOD2

genotypes
Genotypes Subijects Comet Class Index
damage
2 3
AA
1 Control 62 28 4 4 2 0,38
uv 50 26 8 4 12 0,50
2 Control 52 28 10 4 6 0,48
uv 48 28 6 12 6 0,52
3 Control 84 10 2 0 4 0,16
uv 58 26 6 6 4 0,42
4 Control 58 24 2 8 8 0,42
uv 54 28 6 6 6 0,46
Mean+SD Control 62+9 2516 4+2 5+3 4+2 0.37+0.07
uv 53+4 28+2 7+1 4+2 8+3 0.47+0.04
VvV
1 Control 56 30 4 2 8 0,44
uv 58 26 10 2 4 0,42
2 Control 74 14 4 2 6 0,26
uv 62 26 6 0 6 0,38
3 Control 56 22 10 4 8 0,44
uv 50 30 6 4 10 0,50
Mean+SD Control 62+9 2248 6+3 3+1 7+1 0.38+0.10
uv 56+6 2712 7+2 2+1 7+3 0.43+0.06
AV
1 Control 66 20 8 2 4 0,34
uv 80 14 2 0 4 0,20
2 Control 60 18 2 14 6 0,40
uv 62 16 0 8 14 0,38
3 Control 82 10 4 2 2 0,18
uv 54 36 2 6 2 0,46
4 Control 76 20 4 0 0 0,24
uv 70 30 0 0 0 0,30
Mean+SD Control 66+7 20+2 4+2 6+3 4+2 0.34+0.07
Mean 67+9 2349 2+1 5+3 5+3 0.33+0.11

SD= standard deviation; Index damage: X (1,2,3,4 comet class)/100.
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Figure 1 Mitotic index comparison among A16V SOD2 gene polymorphism
genotypes (AA, AV and VV) in lymphocytes cell cultures in without (control) and with
ultraviolet radiation (UV) exposition. Different letters in each treatment represent
significant differences among genotypes using analysis of variance followed by

Tukey test, p<0.017 (a,b,c to control group and x,w,z to UV exposition group).
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Figure 2 Lipid peroxidation (TBARS) comparison between each lymphocyte cell
culture from subjects to different A16V-SOD2 genotypes with and without UV

exposition
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Figure 3 DNA damage to UV exposition in lymphocyte cell culture from subjects with
different A16V-SOD2 genotypes. DNA damage was measured by comet assay. The
values represent the mean of four culture cells to AA, VV and AV genotypest SE with
and without UV exposition. An asterisk (*) denotes p < 0.01 in a Dunnett's test after
one-way ANOVA of Tail Moment of A16V-SOD2 genotypes vs. UV exposition.
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5 DISCUSSAO

O conjunto dos resultados obtidos mostrou resposta diferencial associada ao
polimorfismo Ala16Val-SOD2 nos indicadores avaliados (celulares, bioquimicos e
genotdxicos) em cultura celular de linfécitos expostos a radiagdo UV. O status redox
pode determinar quando as células estdo em repouso, proliferam ou morrem. As
células saudaveis tém um balanco redox satisfatério. O desbalanco entre oxidantes
e antioxidantes nas células frequentemente resulta no surgimento de processos
patologicos ou de doencgas. Este delicado desbalango pode ocorrer, em parte, por
enzimas antioxidantes como a SOD2, uma vez que a SOD2 é a enzima mais
importante no controle dos niveis de superéxido mitocondrial. Deste modo,
alteracdes na sua eficiéncia geneticamente causadas podem ter, ao longo da vida
do individuo efeitos importantes no desenvolvimento de doencas associadas ao
estresse oxidativo tanto no que diz respeito a presenca de maiores niveis de
superoéxido (o que potencialmente ocorre em individuos VV) quanto na presenga de
maiores niveis de peroxido de hidrogénio (o que potencialmente ocorre em
individuos AA).

Apesar dos estudos epidemioldgicos indicarem associagdo de doencas
cronicas degenerativas com os dois gendtipos homozigotos (VV e AA) a
compreensao deste processo ainda nao esta totalmente esclarecida. Isto porque,
estudos in vivo implicam na influéncia de uma quantidade muito grande de variaveis
que podem mascarar os resultados e dificultar a sua interpretagcao. Neste contexto, é
que investigacdes in vitro de células provenientes de individuos com diferentes
gendtipos do polimorfismo Ala16Val MTS-SOD2 sao relevantes.

Assim, na anadlise feita no presente estudo de indicadores celulares e
bioquimicos oxidativos sugeriu que linfécitos AA teriam maior taxa de viabilidade e
proliferacdo celular e menores niveis de peroxidacao lipidica do que linfocitos AV e
VV independente da exposicéo a radiagao UV. Por outro lado, linfocitos AA expostos
a radiagcao UV apresentaram maior nivel de genotoxicidade (dano de DNA) quando
comparados com os demais genotipos.

Tais resultados s&o instigantes e, apesar de preliminares corroboram com

resultados epidemioldgicos publicados na literatura de que o gendtipo AA estaria
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associado a neoplasias como o cancer de mama, prostata e célon. (AMBROSONE
et al.,, 1999; MITRUEN et al.,, 2001; EGAN et al., 2003; MILLIKAN et al., 2004;
KOCABAS et al., 2005; BICA et al., 2008; BICA et al., 2009a,b) Isto porque, é
geralmente aceito que altos niveis de EROs precedem desbalangos no metabolismo
celular que estao envolvidos nos processos de carcinogénese (MENA et al., 2009).

O estresse oxidativo continuado predispde a mutacdées no DNA, que néao
sendo reparadas podem desencadear os eventos iniciais que levam a formacao das
células cancerosas. A principal EROs indutora de mutagdes no DNA é o radical
hidroxil que geralmente é formado a partir do excesso de moléculas de peroxido de
hidrogénio disponiveis no citoplasma. O peroxido de hidrogénio em excesso tende a
reagir com ions metais (Reacao de Fenton), principalmente ferro e cobre produzindo
o radical hidroxil que tem alta afinidade pelo DNA (BERRA et al., 2006).

A ligacéo do hidroxil ao DNA pode causar mutagdes que, por sua vez, podem
desencadear a proliferacdo descontrolada da célula e a indugado de novas mutacoes
e alteracbes homeostaticas que a tornam uma linhagem maligna. Portadores do
gendtipo AA possuem uma maior eficiéncia na catalise do superdxido em peréxido
de hidrogénio, no entanto esta condicdo ndo desencadeia uma retroalimentagéo
positiva das enzimas que catalisam o peroxido de hidrogénio em agua. Deste modo,
na auséncia de fatores antioxidantes exdgenos portadores do gendtipo AA teriam
maior probabilidade de gerarem moléculas de hidroxil e, portanto lesar o DNA.

Esta premissa subsidiou o primeiro estudo epidemioldgico realizado por
AMBROSONE et al. (1999) sobre a possivel associacdo entre o polimorfismo
Ala16Val-SOD2 e maior suscetibilidade ao cancer de mama. A investigagao mostrou
que, o genotipo AA aumentava cerca de quatro vezes o risco de mulheres
desenvolverem cancer de mama em relagéo aos demais genotipos.

Investigagdes complementares em outras populagdes também encontraram
resultados similares, incluindo estudos conduzidos pelo grupo de pesquisa que
participa do estudo aqui descrito, encontraram associagao positiva entre o genétipo
AA com cancer de mama em mulheres e em homens e com cancer de prostata
(BICA et al., 2009a,b) e também com indicadores de imunosenescéncia (TAUFER et
al., 2005).

Como foi aqui encontrada maior indicacao de genotoxicidade em linfécitos AA
expostos a radiagao UV tal resultado refor¢ca a hipotese da associacdo entre este

gendtipo com o cancer de mama e prostata. Entretanto, um questionamento que
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permanece em aberto € 0 quanto a presenca adicional de um fator antioxidante
poderia reverter in vitro esta suscetibilidade. Esta questdo sera ser tema de
investigacao futura.

Outro aspecto que necessita ser discutido diz respeito ao desbalango
causado por niveis aumentados de superoxido que tendem a ocorrer em individuos
com gendtipos VV causados pela menor eficiéncia da enzima. Assim como o
genotipo AA, o gendtipo VV também sido associado com diversas morbidades
incluindo cardiopatia nao familial de origem idiopatica (HIROI et al., 1999),
neuropatias na diabetes mellitus tipo-1 (MOLLSTEN, et al., 2007), disfungéo
endotelial (KAKKO et al., 2003). Outro estudo recentemente publicado pelo nosso
grupo de pesquisa indicou que apesar do genoétipo AA aumentar o risco de cancer
de mama, mulheres com céancer de mama portadoras do gendtipo VV tendem a
possuir um tumor mais agressivo, ou seja, com maior potencial de geragao de
metastases (BICA et al., 2010), associagdo niveis aumentados de LDL-oxidado
(GOTTLIEB et al., 2005) e com obesidade (MONTANO et al., 2009).

Uma das possiveis explicagdes que podem ser postuladas sobre a
associagao do genotipo VV com estes disturbios estaria relacionada ao controle das
taxas de peroxidacdo lipidica. E bem conhecido que a peroxidagdo lipidica é
induzida por radicais superoxido gerados pela redu¢do de um elétron na molécula de
oxigénio. (ANDRADE-JUNIOR et al., 2005). Portanto, niveis aumentados de
superoéxido possivelmente poderiam aumentar este tipo de dano celular. Os
resultados aqui obtidos corroboram esta hipotese uma vez que linfocitos
provenientes de individuos com pelo menos um alelo V apresentaram maior taxa de
peroxidagao lipidica do que em linfécitos de individuos AA, independente de serem
ou nao expostos a radiagéo UV.

A relevancia dos resultados obtidos tem sido corroborada por investigagcbes
experimentais envolvendo o polimorfismo Ala16Val-SOD2 como o recente trabalho
realizado em duas populagdes de pacientes dos Estados Unidos e Norway, que
receberam terapia adjuvante com ciclofosfamida (GLYNN et al., 2009). Neste
estudo, os pacientes com cancer de mama receberam receberam terapia adjuvante
de ciclofosfamida, observou-se que os portadores do alelo A possuiam menores
indices de sobrevivéncia ao tratamento do que os portadores do alelo V.

Finalmente € importante tecer comentarios sobre aspectos relacionados a

metodologia e suas limitagdes potenciais. O presente estudo utilizou como agente
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pré-oxidante a radiagdo UV. Isto porque, investigagdes tém demonstrado que a
radiagdo UV aumenta as EROs, ativando as vias de sinalizagdo envolvidas na
regulacdo do crescimento celular, diferenciagao e proliferacdo (MARTIN et al.,
2009). A exposicao a radiagao UV pode afetar diversas fungdes bioldégicas incluindo
a replicagdo do DNA, reparo, controle do ciclo celular e remodelamento da
cromatina. Todos esses fatos podem contribuir para o aumento do risco de cancer,
principalmente o cancer de pele (MENA et al.,, 2009). A exposicdo a UV induz a
producao de H,O, (SYED et al., 2006) incluindo a oxidagao de lipidios e proteinas na
membrana plasmatica, as quais podem causar a perda da fluidez, inativacido de
enzimas e alteracdo na permeabilidade de ions. Estas mudancas podem causar
ruptura nas células através do processo osmoético (BOMMAREDDY et al., 2007).
Entretanto, por se tratar de um estudo exploratério inicial optou-se pela escolha de
uma unica dose de radiacdo UV a fim de concentrar as analises nas respostas
diferenciais associadas aos genoétipos. Também se optou por uma dose que néo
causasse alteragcées dramaticas celulares, mas sim que fosse suficiente para gerar
algum nivel biolégico de resposta celular. Deste modo, estudo complementar para
averiguar se os efeitos relacionados a exposigdo a radiacdo UV seriam dose
dependentes precisa ser conduzido.

Outro aspecto relevante diz respeito ao tamanho da amostra utilizada no
presente estudo. Uma vez que variagdes micro-ambientais podem influenciar a
resposta celular o estudo foi delineado para realizar todas as etapas experimentais
de modo concomitante diminuindo tal influéncia. Por este motivo, o poder estatistico
do tamanho amostral de quatro individuos por gendtipo e sua distribuigdo em
culturas expostas e ndao expostas a radiagao UV pode ser considerado suficiente ja
que todos desde o procedimento da coleta até as analises dos indicadores celulares,
bioquimicos e genotoxicos foram processados no mesmo momento e pela mesma
equipe de pesquisadores.

Infelizmente, o numero de trabalhos associando variagdes genéticas e
estudos in vitro ainda € pequeno, porém acredita-se que a integracdo destas duas
abordagens seja valiosa e de grande poder informativo em estudos sobre a
influencia do metabolismo oxidativo em doencas de alta complexidade como € o

caso do cancer ou mesmo da aterosclerose.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Em sintese, apesar do estudo aqui descrito ser exploratério e inicial os
resultados sugerem que os gendtipos do polimorfismo Ala16Val-SOD2 podem
apresentar resposta diferencial ao estresse oxidativo independente de outros fatores
antioxidantes  exdgenos. Entretanto, serdo  necessarias investigacdes
complementares para averiguar a resposta dos gendétipos Ala16Val-SOD2 a outros
agentes pré-oxidantes, a resposta na presenga de compostos antioxidantes e ainda
na presenca de ambos a fim de contribuir na busca de novos alimentos funcionais
que tenham impacto positivo na saude humana.

Também é importante a realizagdo de estudos utilizando linhagens de células
neoplasicas oriundas de individuos portadores de diferentes genoétipos deste
polimorfismo a fim de contribuir para a elucidagcdo do mecanismo de agao da SOD2
no processo de carcinogénese. Além disso, faz-se importante outras abordagens

metodoldgicas como analise da expresséo génica.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para

trabalhos posteriores sao:

- averiguar se os efeitos relacionados a exposi¢ao a radiacdo UV seriam dose

dependentes;

- observar se ha resposta diferencial dos genoétipos do polimorfismo Ala16Val-

SOD2 a outros agentes pro-oxidantes;

- observar a resposta do polimorfismo Ala16Val a agentes antioxidantes;

- verificar a influéncia do polimorfismo Ala16Val no metabolismo oxidativo de

células neoplasicas;

- incluir nas abordagens metodoldgicas analises de expressao génica.
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