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RESUMO

Organismos aerdébicos sofrem agédo constante dos radicais livres gerados
nesse processo. A reagao de Fenton é a maior fonte de formacao de OH' in vivo,
uma vez que o Fe'™ & o metal mais abundante do organismo e estd mais
capacitado a catalisar rea¢des de oxidagdo em biomoléculas. E bem conhecido
que o H,0O, causa quebras nas fitas do DNA por meio da geragao de OH préximos
a molécula pela reagao de Fenton.

Dentre as enzimas séricas conhecidas, Hp tem agao antioxidante. Hp pode
ligar-se & hemoglobina livre no sangue, prevenindo a perda de Fe™ o que reduz os
danos oxidativos ao DNA. O polimorfismo de Hp apresenta trés fendtipos
principais Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2 sendo que o fendtipo Hp 1-1 confere maior
atividade enzimatica e conseqlentemente maior capacidade antioxidante, pois
sendo uma molécula menor, liga-se mais efetivamente a Hb livre.

Este estudo procurou avaliar os danos do DNA em leucécitos humanos de
sangue periférico, coletados de doadores saudaveis, induzidos por exposi¢cao ao
H,O, e buscar possiveis associacoes entre o ID com os fendtipos de Hp. Para
avaliacao do ID ao DNA foi utilizado o teste do cometa. Utilizou-se a técnica de
PCR e o gel de poliacrilamida para a genotipagem da Hp.

Os resultados dos testes do cometa e das PCRs mostram uma diferenca
significante entre os IDs observados entre os individuos com o fenétipo Hp 1-1 e o

fendtipo Hp 2-1.

Leonora Rios de Souza Moreira
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PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo da haptoglobina, Antioxidantes, Teste do Cometa.

ABSTRACT

Aerobic organisms, suffers constant action of free radicals produced in this
process. Fenton reaction is the major source of formation of OH hydroxyl in vivo,
once iron is the most abundant metal in organism and is more able to catalyse
oxidation reactions in biomolecules. It is well-known that H,O, causes strand
breakes in DNA by the generation of OH near to DNA molecule by Fenton
reaction.

Among seric enzymes known, Hp acts as antioxidant. Hp can bind free

hemoglobin in blood, preventing iron loss what reduces the oxidative damage in
DNA. Hp polymorphism has three major phenotypes: Hp 1-1, Hp 2-1 and Hp 2-2.
The phenotype Hp 1-1 has the highest enzymatic activity, because it codify a
smaller molecule than that codified by the phenotypes Hp 1-2 and Hp 2-2, which
binds more effectively to free hemoglobin.
This study aimed to evaluate DNA damage in human leukocytes of peripheral
blood stream, collected from healthful donors, induced by the exposition to H20;
and then to find possible associations between DNA damage and haptoglobin
phenotypes. Comet assay was carried out to evaluate DNA damage. PCR and
polyacrylamide gel electrophoresys was used for genotyping of Hp.

The results of comet assay nd PCRs shows a statistical difference between
the DNA damage observed in individuals who carries phenotype Hp 1-1 and the

individuals carring phenotype Hp 2-1.

Leonora Rios de Souza Moreira
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KEY WORDS: haptoglobin polymorphism, comet assay, antioxidant

1. INTRODUGAO

1.1.ESTRESSE OXIDATIVO

Organismos aerdbicos sofrem agao constante de radicais livres gerados em
processos inflamatorios ou por algumas disfungdes biolégicas ou ainda
provenientes do metabolismo dos alimentos (Barreiros et al., 2006) ou durante o
processo natural de respiragcdo celular. Durante o processo de redugcdo do
oxigénio (O,) em agua (H20), ocorrem formagdes de moléculas ou atomos com
elétron desemparelhado — radicais livies ou espécies reativas de oxigénio
(Naoum, 1997). Um radical livre € definido como um atomo ou molécula que
contenha elétrons ndo pareados e tenha uma existéncia independente (em
Hermes-Lima, 2004). Essas substéncias sdo classificadas de forma mais ampla
como espécies reativas de oxigénio (ROS ou ERO) ou espécies reativas de
nitrogénio (RNS ou ERN) que incluem radical superéxido (O;°), radical hidroxila
(HO®), todos considerados metabdlitos normais em células aerébias (Naoum,
1997). O H,0O, apesar de extremamente toxico, ndo é considerado uma espécie
radical. Estresse oxidativo € um estado no qual existe um desbalango entre os
sistemas de defesas antioxidantes e agentes oxidantes e geralmente ocorre como
consequéncia de um aumento na producdo de EROs ou quando os sistemas de
defesa antioxidantes sao ineficientes (Akyol et al., 2005).

Aproximadamente de 1 a 4% de todo oxigénio consumido pelos vertebrados

produz ion superéxido, sendo a mitocdndria o principal local de producédo destes

Leonora Rios de Souza Moreira
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radicais livres. A reagao de dismutacido do ion superdxido, mostrada na equacao
1, que ocorre espontaneamente ou catalisada pela enzima superéxido dismutase
(SOD), é a principal fonte de H20 in vivo (em Hermes-Lima, 2004).

20, +2H" — H>,0,+ O, (1)

1.1.1. Estresse Oxidativo e Envelhecimento

A teoria basica de Harman (1956) sugere que o envelhecimento celular
ocorre por um acumulo gradual de biomoléculas lesadas por radicais livres além
de outros agentes. Os sistemas antioxidantes enzimaticos de defesa falham contra
os radicais livres devido a um grande acumulo de danos no DNA ao longo dos
anos (Cooke et al., 2003). Essa falha dos sistemas antioxidantes enzimaticos leva
a um maior acumulo de danos ao DNA. O envelhecimento pode ainda aumentar a
taxa de geracdo de O,° que pode levar a um aumento de oxidagdo protéica (em
Hermes-Lima, 2004). Com o envelhecimento ha um aumento na concentragéo de
carbonil-proteinas em fibroblastos humanos cultivados. Isso ocorreria devido ao
fato de que com o envelhecimento, existe uma diminuicdo nos niveis de alguns
antioxidantes que podem extinguir os radicais livres e prevenir a oxidagado, além
disso, ha uma diminuicédo de atividade proteolitica, o que contribui para o acumulo

de proteinas com danos (Hermes-Lima, 2004).

1.1.2. Metabolismo do Ferro e Estresse Oxidativo

Leonora Rios de Souza Moreira
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A hemoglobina € a proteina mais abundante e funcionalmente mais
importante dos eritrécitos (Tseng et al., 2004). Sua caracteristica mais importante
reside na sua capacidade de combinar-se fraca e reversivelmente com o oxigénio
e libera-lo nos capilares teciduais. Quando os eritrécitos estdo muito velhos, suas
membranas tornam-se frageis e os eritrocitos podem romper-se durante a
passagem por um vaso de pequeno calibre. Neste caso, a hemoglobina liberada
dos eritrécitos velhos ou durante hemdlise torna-se muito téxica devido a
capacidade oxidativa do ferro. O ferro liberado da hemoglobina ira participar da
reacdo de Fenton, na qual, reage com o peroxido de hidrogénio endogeno,
gerando um radical hidroxila muito reativo e além de outras espécies reativas de
oxigénio que causam danos as células. (Naoum, 1997; Wassel, 2000; Tseng et al.,

2004; Guéye et al., 20086).

Fe?*+ H,0,— Fe* +OH+OH (2)

A reacao de Fenton, mostrada na equacéao 2, € a maior fonte de formacéao
de OH® em organismos vivos (Hermes-Lima, 2004). Devido ao fato da célula
possuir metais de transicdo, ocorre geragédo do radical OH® em seu interior. Nos
organismos humanos, os metais de transigdo mais importantes para a ocorréncia
da reacdo de Fenton sdo Cu® e Fe'™. A importancia deste Ultimo metal é mais
pronunciada devido a sua maior biodisponibilidade (Barreiros et al., 2006). Para
que a reagao de Fenton possa continuar, € necessario que o Fe®* seja convertido

em Fe?, pelos agentes redutores como o O," e o ascorbato. Essa reagédo de

Leonora Rios de Souza Moreira
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reducdo (equacdo 3) € denominada reagdo de Harber-Weiss (Ferreira e

Matsubara, 1997; Hermes-Lima, 2004).

O, + Fe 3 Fe?" + O, (3)

Além disso, em condigdes fisioldgicas normais, a hemoglobina se auto-
oxida com a producdo de 10’ radicais livres por dia, que sdo neutralizados pelas
defesas antioxidantes da célula. No entanto, qualquer situagdo patoldgica que
diminua as defesas antioxidantes, provoca o desequilibrio intermolecular com
elevacao de radicais livres como O," e OH’, além de espécies reativas como H,0,.
A situagdo descrita ocorre, por exemplo, em quatro hemopatias de origem
hereditaria que causam a formacdo excessiva de radicais livres: anemia
falciforme, talassemia beta maior, metahemoglobinemias e deficiéncia de glicose-

6-fosfato desidrogenase (Naoum,1997).

1.1.3. Espécies reativas de Oxigénio e danos oxidativos ao DNA

Como mencionado anteriormente, OH® é a espécie de oxigénio mais reativa.
Pode reagir com o DNA, adicionando-se a dupla ligagdo nas bases e ainda
sequestrando um atomo de hidrogénio do grupo metil da timina e/ou de cada uma
das ligagdes C-H da 2’-desoxirribose causando quebra no DNA. A adigdo deste
radical a dupla ligagao entre os carbonos C5 e C6 das pirimidinas leva a formagéao

dos radicais C5-OH e C6-OH e o sequestro do atomo de hidrogénio da timina

Leonora Rios de Souza Moreira
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resulta no radical alil (Cooke et al., 2003). Os radicais formados diferem de acordo
com suas propriedades redox, sendo o radical C5-OH redutor e o C6-OH oxidante.

Os radicais pirimidinas originam numerosos produtos através de uma
variedade de mecanismos (Breen e Murphy,1995). Os tipos de produtos formados
dependem de auséncia ou presenga de oxigénio, presenga de agentes redutores
ou oxidantes, entre outras condi¢des (Dizdaroglu,1992; Breen e Murphy,1995). Os
radicais sao reduzidos ou oxidados dependendo de propriedades redox, ambiente
redox e parceiros de reacdo. Os radicais de purinas podem ser oxidados ou
reduzidos dependendo de suas diferentes estruturas mesoméricas (Cooke et al.,
2003).

Foi demonstrado que mecanismos oxidativos no DNA possuem papel
potencial na iniciagdo, promog¢ao e progressdo da carcinogénese. Dado que o
risco cumulativo de céncer aumenta com a idade e esta associado com a
acumulagao de danos no DNA, estes danos tém sido estudados nos processos de
carcinogénese (Cooke et al, 2003). Doengas neurodegenerativas como
Alzheimer, Huntington e Parkinson, possuem o estresse oxidativo implicados em
sua patogenicidade (Cooke et al., 2003).

Os danos oxidativos ao DNA induzidos por EROs, geram frequentemente a
8-hidroxideoxiguanosina (8-OH-dG), isto é, uma lesdo oxidativa no oxigénio 8 da
guanina, que é o sitio mais sensivel do DNA a esse tipo lesdo, causando
mutacgdes tanto in vitro como in vivo, podendo desta forma ser utilizado como um
bom marcador molecular para carcinogénese (Nakajima et al., 1996; Rosa et al.,
1998). Collins et al. (1998) examinaram uma populagdo européia e encontraram

forte associagao entre doenga coronariana precoce e niveis do biomarcador 8-OH-
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dG nos linfécitos. Porém nao esta definida a raz&o desta associagdo, ou seja,
porque altos niveis de 8-OH-dG nos linfocitos estariam associados com doengas
coronarianas precoces (Cooke et al., 2003). O H,O, e O, ndo estdo diretamente
envolvidos nos danos ao DNA. Entretanto, as suas interacbes com metais de
transicdo promovem quebras no DNA e modificagdes nas bases (em Hermes-

Lima, 2004).

1.1.4. A importancia dos mecanismos antioxidantes

Varias doengas neurodegenerativas, desordens inflamatdrias crénicas, bem
como o cancer estao associados a danos mediados por radicais livres (Langlois e
Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Janaydeh, 2004; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).

Muitas enzimas séricas atuam como antioxidantes, como a superdxido
dismutase (SOD), que catalisa as reag¢des de dismutacdo do ion superdxido em
H,O, A glutationa peroxidase (GPx) e catalase, por exemplo, catalisam a reagéo
de decomposigao de H,O, em agua (em Hermes-Lima, 2004).

Os eritrocitos sdo as células que provavelmente estdo submetidas a maior
tensdo de oxigénio. Tensdes maiores até mesmo do que as células do pulmao,
pois a hemoglobina, proteina que se liga ao oxigénio, constitui cerca de 90% das
proteinas do eritrocito. Além da grande quantidade de hemoglobina, a maior parte
das drogas e tdxicos, ao entrarem no corpo vao para o sangue, desta forma o

eritrocito ndo pode evitar a exposigao a xenobidticos (Josephy, 1997).
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A haptoglobina funciona como antioxidante devido a sua capacidade de se
ligar a hemoglobina livre no plasma, formando um composto soluvel, muito estavel
e de alta afinidade, que reduz os danos oxidativos ao DNA. Este complexo sera
entdo endocitado por um processo mediado pelo receptor CD 163 dos macrofagos
e metabolizado nos lisossomos (Lim et al., 1998; Melamed-Frank et al., 2001;

Tseng et al., 2004), como mostrado na figura 1.

Plasma Haptoglobina

Hb dimeros £ Sr-of™
Hb telrémeros@ il E

|

X

-

= et

Endocifose e degradagio lisessomel

FPRES I N DeNICTIO e BN Biliverdina BilivTubina

L

Figura 1: Ligagdo do complexo Hp-Hb ao receptor CD 163 dos macréfagos
(www.wipo.org/.../ getbykey5?KEY=02/32941.020725)

Existem diferengas de afinidade de ligacdo entre o receptor CD163 e o
fendtipo Hp 1-1 e o fendtipo Hp 2-2 da haptoglobina, sendo que a afinidade de Hp
2-2 é maior que os demais (Zvy e Levy, 2006). Apesar da maior afinidade do
complexo com o receptor, o fendtipo Hp 1-1 apresenta, além de maior
concentragdao plasmatica, maior afinidade com a hemoglobina (Sadrazadeh e

Bozorgmehr, 2004).
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1.1.5. Peroéxido de Hidrogénio (H20-)

O H,0, é um agente oxidante relativamente fraco, tendo um valor de E°’ de
+0,32V, menor que o do ozdénio ou do ion superéxido. Sabe-se que quanto mais
positivo € o potencial padrao de redugédo (E°), mais fortemente oxidante € a
espécie radical. O que torna o H,O, tdo potencialmente perigoso € sua habilidade
de atravessar membranas biologicas e sua alta estabilidade (Hermes-Lima, 2004).
Por ter vida longa e capacidade de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com
a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro. Assim & altamente
téxico para as células e esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil
vezes quando em presencga de ferro (Ferreira e Matsubara, 1997). Entretanto, no
ambiente intracelular, a presenca de varios mecanismos enzimaticos e néo-
enzimaticos de decomposicdo mantém o peroxido de hidrogénio em baixas
concentragdes (Hermes-Lima, 2004). Além disso, o H,O, participa da reacdo de
Fenton que produz OH® (Ferreira e Matsubara, 1997; Wassel, 2000), espécie

radical mais reativa.

1.2. HAPTOGLOBINA

Haptoglobina (Hp) é uma proteina sérica descoberta em 1938 por

Polonovski e Jayle (em Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004). E uma proteina de fase

aguda sintetizada no figado em resposta a citocinas inflamatérias (Wassel, 2000),
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como interleucina-6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF)
(Langlois e Delanghe, 1996).

A variagdo molecular desta proteina foi observada pela primeira vez em
1946 por Jayle e Judas (Langlois e Delanghe, 1997; Sadrzadeh e Bozorgmehr,
2004). Existem trés tipos principais de Hp humana, classificada em trés fendtipos
principais Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2 (Smithies, 1955) atribuidos aos seus dois alelos
autossdmicos Hp' e Hp? (Smithies e Walker, 1956). Os fendtipos diferem na
mobilidade eletroforética (Figura 2) e no numero de componentes protéicos, tendo
atividades biologicas e consequéncias clinicas diferentes e estando associados,
desta forma, a doencas inflamatérias, incluindo infecgcbes, aterosclerose,
desordens auto-imunes e atividade antioxidante. Hp possui vasta atividade
imunorregulatéria, como, por exemplo, a preveng¢ao da diferenciagdo de mondcito
em macréfago (Wassel, 2000; Melamed-Frank et al., 2001; Koch et al., 2002;
Lavie et al., 2003; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Tseng et al., 2004).

Varias fungdes para a haptoglobina tém sido descritas, sendo que sua
maior fung¢ao bioldgica é a de se ligar a hemoglobina livre, formando um complexo
de alta afinidade. Essa ligac&o previne a perda de ferro e injurias renais causada
pela hemoglobina livre (Melamed-Frank et al., 2001; Tseng et al., 2004; Sadrzadeh

e Bozorgmehr, 2004).
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Figura 2: Padrdes tipicos de migracao da haptoglobina dos fenétipos Hp 1-1, Hp 2-1, Hp
2-2, em gel de amido (Langlois e Delanghe, 1996).

1.2.1. Estrutura Molecular e Genética

A molécula de Hp consiste de duas cadeias polipeptidicas (a e B) (Wassel,
2000). A Hp humana tem arranjo B-a-a-3 conectadas covalentemente por pontes
dissulfeto: cada cadeia a se liga a uma cadeia 3 e a outra cadeia a por ponte
dissulfeto. Nao ha ligacdo entre as cadeias [ (Malchy et al.,1973; Sadrzadeh e
Bozorgmehr, 2004) (Figura 3). A figura 4 mostra a estrutura da proteina de Hp.

A cadeia B é composta por 245 aminoacidos e nao exibe nenhum
polimorfismo, a cadeia a possui um polimorfismo: a4 possui 83 aminoacidos
enquanto que a, possui 142 aminoacidos (Yano et al., 1998). A cadeia 3 é mais

pesada (40 kDa) que as cadeias a (aq 8,9 kDa e a, 16 kDa) (Tseng et al., 2004;

Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).
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Figura 3: Estrutura da molécula de haptoglobina. Cada cadeia a se liga a uma cadeia B

e a outra cadeia a por pontes dissulfeto. Ndo ha ligagdo entre as cadeias 3.

(Harris, 1980).

Figura 4: Estrutura da proteina de haptoglobina. Cadeias a (externas, em roxo) e cadeias

B (no meio, em amarelas), com ligagdo de carboidratos na posi¢do N-terminal
(internas, azul e roxo) (http://160.114.99.91/astrojan/protein/pictures/gtpch.jpg).
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A molécula do homozigoto Hp 1-1 (Figura 5 A) possui duas cadeias a4
ligadas a duas cadeias 3, enquanto que a molécula do homozigoto Hp 2-2 (Figura
5 C) possui duas cadeias a, ligadas a duas cadeias B. Ja a estrutura do
heterozigoto Hp 2-1 (Figura 5 B) possui uma cadeia a; e uma a; ligadas a duas
cadeias . Devido ao grupo tiol presente na cadeia a; mas ndo na cadeia a4, Hp 2-
1 e Hp 2-2 podem formar grandes polimeros (Langlois e Delanghe, 1996; Koch,
2002; Tseng et al, 2004). A proteina monomérica, menor, tem maior afinidade de
ligacdo com a hemoglobina livre no plasma.

Em 1962, Smithies et al. mostraram que existem dois tipos de cadeias a4
em gel de eletroforese, classificadas de acordo com sua velocidade de migragao:
Hp 1aF (F = Fast) e Hp 1aS (S = Slow). A forma Hp 1aF possui um acido aspartico
(Asp) na posigao 52 e uma lisina (Lys) na posicéo 53, enquanto que a forma Hp
1aS possui uma asparagina (Asn) e um acido glutdmico (Glu) nas mesmas
posices. Considera-se que a cadeia o, (0zrs) foi formada pela insergdo do 11° ao
69° aminoacido da cadeia a na cadeia ass (Langlois e Delanghe, 1996; Yano et

al., 1998; Wassel, 2000; Koch et al., 2002; Tseng et al., 2004).
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Figura 5: Esquema da estrutura proposta para haptoglobina humana. A) Hp 1-1, B) Hp 2-
1, C) Hp 2-2. Todos os fendtipos possuem a cadeia invariavel B. As ligagdes por
pontes dissulfeto ocorrem entre as cadeias a e entre as a e (3. Ndo existem
ligacdes entre as cadeias .

A principal diferenca entre os alelos Hp' e Hp? é a presenga de um
segmento duplicado no DNA de aproximadamente 1700 pb no alelo Hp?, mas néo
no alelo Hp' (Maeda et al., 1984). Considera-se que o alelo Hp? tenha surgido pela
insercdo de residuos homdlogos derivados de Hp'" na regiso 3’ terminal na regido
do éxon 2 em Hp'® por um crossing-over desigual em um individuo heterozigoto
Hp"f/Hp™ (Smithies et al., 1962). Existem relatos de mosaicos devido a uma
reversdo de Hp? em HP' como conseqiiéncia de uma recombinagao intramolecular
em estagios iniciais da embriogénese em criangas filhas de pais expostos a
radiacdo da bomba atémica (Asakawa et al., 1999).

O gene da haptoglobina é expresso nos hepatécitos (Langlois e Delanghe,
1996), no tecido adiposo e nos pulmdes, exercendo atividade antioxidante e
antimicrobiana (Dobryszycka, 1997). Seus /loci, localizados no cromossomo
16g22.1, (Figura 6) possuem cinco éxons responsaveis pela codificagdo do Hp' e

sete éxons que codificam o Hp? (Wassel, 2000; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).
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As trés cadeias a diferentes sdo codificadas por trés alelos (Hp'", Hp'®, Hp?)
(Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).

Devido ao polimorfismo da haptoglobina, seis gendétipos principais
diferentes ja foram descritos: Hp'>'S, Hp'™'S, HP''F, HP?*'S, HP?'F, Hp??(Yano et

al., 1998).

16pl3.3

16p13.2

16p13.13

1epl3.12
1epi3.11

16pl2.3
16p12.2
16p12.1

16p1l.2

16p11.

-

16411,

-

16q11.2

16912.1

16912.2

169173

16921

16922.1

16922,
16q22.

Lo I o)

-

169275,
16923,
16923,
16924,

16q24.
16924,

[ S )

Figura 6: Cromossomo 16 de Homo sapiens. A seta indica a localizagdo exata do locus
génico de Hp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?
taxid=9606&chr=16)
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1.2.2. Distribuicdo Mundial do Polimorfismo

O homem é o unico mamifero que possui polimorfismo da haptoglobina.
Estima-se que o alelo Hp? tenha surgido na india, ha aproximadamente 2 milhdes
de anos, de onde se espalhou pelo mundo devido a uma forte pressao seletiva.
Esse espalhamento sugere uma vantagem evolutiva do alelo Hp? (Shultze e
Heremans, 1966 em Wassel, 2000; Langlois e Delanghe, 1996).

Altas freqiiéncias do alelo Hp' sdo encontradas na Africa e América do Sul
(Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004), chegando ao maximo de 86% nas llhas
Polinésias (Nagel et al., 1964). Ja as freqliéncias na Asia e Australia sdo mais
baixas, 18% entre os aborigines australianos (Flory, 1964) e 26% no Jap&o

(Shindo, 1990).

1.2.3. Polimorfismos associados ao estresse oxidativo

Existem evidéncias que determinados polimorfismos de enzimas séricas
estdo envolvidas em processos de protecdo contra o estresse oxidativo. No
polimorfismo Val 16 Ala da SOD, a forma mutante (AA) &€ mais ativa que a forma
selvagem (VV). O alto nivel de SOD pode estar relacionado a diminuicdo do
estresse oxidativo e aumento da longevidade em moscas. Outros invertebrados
mutantes para SOD também apresentaram maior longevidade. Em contraste, o
aumento dos niveis de SOD pode levar a um desbalanc¢o oxidativo, desta forma o

alelo “Ala” pode estar relacionado a varias doengas relacionadas ao estresse
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oxidativo e mecanismos de defesa contra radicais livres anormais (Taufer et al.,
2005; Akyol et al., 2005).

Outro polimorfismo, Pro 198 Leu da hGPX1, a forma selvagem Pro/Pro tem
menor risco de recorréncia de cancer de bexiga, quando comparado a forma
mutante Pro/Leu (Zhao et al., 2005). Em outro estudo, a atividade de hGPX1, foi
menor nas proteinas codificadas pelo alelo “Leu” foi menos responsiva a selénio
que a proteina codificada pela forma selvagem do alelo, sugerindo uma perda de
funcdo antioxidante do alelo mutante (Hu e Diamond, 2003).

Haptoglobina € um potente antioxidante contra o LDL e atua de forma dose-
dependente, mostrando-se um antioxidante cerca de 20 vezes mais potente que a
vitamina E (Tseng et al., 2004). Entretanto, o polimorfismo da haptoglobina gera
trés fendtipos principais: Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2, sendo que fendtipo Hp1-1 tem
maior atividade antioxidante que os demais fendtipos, devido a sua maior
concentragdo plasmatica e a maior capacidade de se ligar a hemoglobina livre,
além da maior estabilidade da vitamina C no soro. Por outro lado, os individuos Hp
2-2 apresentam maior quantidade de ferro no soro, o que aumenta a oxidagao
(Langlois et al., 1997; Wassel, 2000; Bernard et al., 2003; Tseng et al., 2004;
Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004). Alguns autores sugeriram que todos os trés
fendtipos principais da haptoglobina se ligam a hemoglobina na proporgéao de 1:1,
ou seja, um dimero Hp af se liga a um dimero Hb af3, mas esta claro que os trés

fendtipos apresentam algumas diferencgas funcionais (Guéye et al., 2006).
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1.3. SISTEMAS-TESTES PARA AVALIAGAO DE DANOS AO DNA: A ELETROFORESE DE
CELULAS IsOLADAS (Single cell gel electrophoresis — SCGE ou Teste do
Cometa), como um ensaio eficaz para a avaliacao de danos na

molécula do DNA

O teste do cometa € uma técnica simples e muito difundida nos estudos
genotoxicoldgicos para avaliar danos no DNA em células eucaridticas individuais.
E um ensaio rapido, muito sensivel e de baixo custo (Henderson et al., 1998;
Garcia et al., 2004), além de requerer pequeno numero de células por amostra
(Brendler-Schwaab et al., 2005). Este teste, no qual as células sdo embebidas em
agarose e lisadas, detecta quebras no DNA em células eucarioticas (Collins,
2004). As células sao lisadas e posteriormente sofrem eletroforese em pH alto
(>13). A aplicagdo da corrente elétrica as células resulta no transporte dos
fragmentos de DNA para fora do nucleo (Silva et al., 2000). A proporgéo de danos
no DNA é proporcional ao tamanho da cauda, que significa a migracao diferencial
do DNA para fora do nucledide (Olive et al., 1990). O DNA é visualizado por
microscopia de fluorescéncia, apds coloragcdo com brometo de etidio. Este € um
corante intercalante que se liga mais eficientemente ao DNA de dupla hélice que
ao DNA de hélice simples (Collins, 2004).

Uma vantagem significante do teste do cometa é sua aplicabilidade a
qualquer organismo eucariético e tipo celular (Silva et al., 2000; Hartmann et al.,
2003). O teste do cometa é ideal para estudos em humanos porque nao requer
nenhum preé-tratamento com radioatividade ou outros procedimentos prejudiciais.

Normalmente, as células brancas do sangue sao usadas, pois sdo obtidas de
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forma relativamente n&o invasiva, ndo requer desagregacdo tecidual e se
comportam bem neste teste. Entretanto, o dano detectado nas células brancas,
pelo teste do cometa pode nao refletir o dano em outros tecidos (Collins, 2004).

O teste do cometa pode ser usado para detectar diversos tipos de danos no
DNA, como quebras de fita simples e fita dupla, sitios alcali-labil, ligagdo cruzada
de DNA-DNA e DNA - proteina (Brendler-Schwaab et al., 2005). Uma vantagem
importante do teste do cometa sobre os outros testes de genotoxicidade in vivo
como o0s de micronucleo ou teste de aberracbes cromossémicas é que os dois
ultimos sao aplicaveis apenas as células em proliferagao (Hartmann et al., 2004).
Todavia, uma desvantagem desta metodologia é ndo poder detectar aneuploidias

(Hartmann et al., 2003).
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2. HIPOTESE

A variacéo fenotipica de Hp leva a diferente suscetibilidade de danos ao

DNA
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral verificar a relagdo entre os danos
oxidativos no DNA induzidos por H>O; e o polimorfismo da haptoglobina.
Como obijetivos especificos destacam-se:
1. Verificar danos oxidativos ao DNA causado pelo H,O, em diferentes
concentracdes por meio do Teste do Cometa
2. Realizar a fenotipagem de Hp por meio de gel de amido e PCRs com
gel de poliacrilamida
3. Estabelecer possiveis relagbes entre o indice de danos do DNA e o

fendtipo da haptoglobina.
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4. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade de Brasilia (UnB), sob o parecer numero 365/2005, registro no

CONEP numero 11357, processo numero 0.001668/2005-18.

4.1. CRITERIOS PARA SELEGAO DOS DOADORES

Foram coletadas amostras de sangue e dados clinicos de 61 doadores
saudaveis, com idades variando entre 17 e 31 anos, na Universidade de Brasilia,
nos meses de novembro de 2005 a maio de 2006. Os individuos participantes do
trabalho forneceram seus dados por meio do preenchimento de um Termo de
Concordéancia (Anexo 1). O sigilo de cada doador foi mantido pelo uso de codigos

numericos para identificar as respectivas amostras.

4.2. DESCRIGAO DA AMOSTRA

Entre os 61 individuos participantes do estudo, foram observadas 32
mulheres e 29 homens (figura 7). Com relagdo a distribuicdo segundo a idade,
pode-se notar um padrao bi-modal, sendo que a maior propor¢gdo da amostra é
formada por individuos mais jovens (até 22 anos) conforme mostrado na figura 8.

A média de idade foi de 21,6 anos + 2,99 anos.
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Distribuigao da porcentagem dos individuos
segundo o sexo, Universidade de Brasilia,
2005/ 2006
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Figura 7: Distribuicdo dos individuos participantes do estudo de acordo com o sexo.

Distribuicao da porcentagem dos individuos
segundo a idade (anos completos). Universidade de
Brasilia, 2005/2006
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Figura 8: Distribuicdo dos individuos participantes do estudo de acordo com a idade.

A tabela 1 resume os valores (em porcentagens) das principais variaveis

observadas no questionario.
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Tabela 1: Valores em porcentagens das variaveis: Habito de fumar, presenca de doencgas
cardiovasculares na familia, exposicdo (ocupacional ou acidental) a
substancias quimicas e uso de anticoncepcionais (pelas mulheres da amostra).

Universidade de Brasilia, UnB, 2005/2006.

% | Habito | Exposicao Doencgas Exposicéo a Uso de
de a Raio X | Cardiovasculares ou | substancias | Anticoncepcional
Fumar Neuro-degenerativas quimicas
Sim 95 73,78 52,5 24,6 53,12
Néo 5 26,22 47,5 75,4 46,87

A observagao da amostra quanto ao consumo ou nao de bebidas alcodlicas
revelou que maior parte da amostra (75,4%) € composta por individuos com pouco
(menos de uma vez por semana) ou henhum consumo de bebidas, enquanto que
os que tém habito de consumir bebidas alcodlicas mais de duas vezes por semana

representam 1,63% da amostra.

4.3.COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso foram coletadas utilizando o sistema de

coleta a vacuo (Vacutainer), contendo EDTA K3 como anticoagulante. Cada tubo

pode armazenar aproximadamente 4,5mL de sangue.
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Sob a agdo da gravidade, componentes celulares e particulas que
apresentam diferenga em suas caracteristicas fisico-quimicas especificas como
massa molecular, forma e densidade podem ser separados. O processamento do
sangue consistiu na separagcdo do plasma, que foi armazenado em Epperdorf e
congelado a -20°C para posterior determinagéo do polimorfismo da haptoglobina.
Em outro Epperdorf os eritrocitos e a fragédo leucocitaria foram armazenados com
igual volume de solugdo tampdo de eritrocitos (citrato de tripotassio-fosfato
dibasico de potassio-fosfato monobasico de potassio) contendo glicerol a 40% e
também foram congelados a -20°C. O Epperdorf contendo mistura das fragbes
leucocitaria e eritrocitaria foi utilizado para posterior extragdo de DNA (Simdes,
1980).

A extracdo de DNA foi feita com uso do Kit de Extracdo GFX™ Genomic
Blood DNA Purification da Amersham Biociences, contendo solugcdo de lise,
solugdo de extracdo e solugbes de lavagem, usado de acordo com as

especificacdes do fabricante.

4.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Um resumo do delineamento experimental esta mostrado na figura 9.
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Figura 9. Delineamento experimental.

1- Sangue do paciente recém coletado na lamina. Secagem na geladeira
por 5 minutos

2- Tratamento com H2O; por 5 minutos na geladeira

3- Solugao de lise por no minimo 1 hora

4- Eletroforese por 40 minutos com tampao alcalino

5- Solucgao de neutralizagao por 30 minutos

6- Secagem por 1 hora e fixagdo das laminas por 5 minutos

7- Coloragao das laminas com brometo de etidio

8- Leitura em microscopio eletrénico de fluorescéncia
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4.5. ELETROFORESE DE CELULAS ISOLADAS (TESTE DO COMETA)

As laminas de 26x76mm foram mergulhadas em agarose normal 15mg/mL
e secaram a temperatura ambiente. Num Eppendorf misturou-se 15uL de sangue
total com 120uL de agarose low melting na concentragdo de 5mg/mL. Para cada
lamina, foram utilizados aproximadamente 60uL desta mistura (sangue +
agarose).

O teste do cometa foi feito de acordo com o protocolo proposto por Singh et
al. (1988), com modificagdes. O tratamento das laminas foi feito com 50uL de
H,O, nas concentragbes de 250 uM, 1mM e 2mM por 5 minutos a 4°C, pois o
tratamento das células com H»O, na geladeira minimiza possiveis processos
celulares de dano (Collins, 2004). Para o controle negativo, as amostras foram
preparadas sem adicdo de H,O, e submetidas as mesmas condi¢cdes. Apds o
preparo, as laminas ficaram em uma solucéo de lise, composta de 89mL de uma
solugao de lise estoque (2,5M NaCl; 100mM EDTA; 10mM Tris; pH ajustado para
10,0 com NaOH, 890mL de agua destilada e 1% lauroyl sarcosine), 1mL de Triton
X-100 e 10 DMSO. Protegidas da luz, as laminas permaneceram nesta solugéo, a
4°C, por um tempo minimo de 1 hora. Apds esse tempo, as laminas foram
colocadas em uma cuba de eletroforese contendo o tampao de eletroforese a 4°C,
e entdo colocadas na cuba, até que as laminas ficassem totalmente imersas. O
tampao de eletroforese foi preparado com 0,2M EDTA; 10M NaOH e 965mL de
agua destilada, pH > 13,0. As condi¢des da eletroforese foram: 250V, 350mA, por

40 minutos. Apos este procedimento, as laminas ficaram imersas em um tampao
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de neutralizagao (48,5g de Tris por litro, pH ajustado para 7,5 com HCI P.A.) por
30 minutos, alternando 5 minutos no tampao, 5 minutos fora, a temperatura
ambiente. Apds a neutralizagdo, as laminas secaram a temperatura ambiente por
1 hora e foram fixadas com etanol 100% por 5 minutos. O processo de coloragao
foi feito com brometo de etidio (20ug/mL). A escolha do corante especifico de DNA
usado para visualizacdo do cometa depende da necessidade especifica da
investigacao. Supbe-se que essa escolha possua baixo efeito na sensibilidade e
na geracao de resultados confiaveis durante o ensaio. Os corantes fluorescentes
mais comumente utilizados sao brometo de etidio, iodeto de propideo e DAPI

(Tice et al., 2000). Neste estudo o corante escolhido foi o brometo de etidio.

4.6. CRITERIOS PARA AVALIAGAO DOS NIVEIS DE DANO A0 DNA

Os niveis de cometas foram classificados em cinco categorias diferentes (0,
1, 2, 3, 4) de acordo com o nivel de dano observado no DNA (Collins et al., 1995).

A anadlise das laminas envolveu a contagem de 90 a 110 células por
lamina/tratamento em cada individuo. A classificagdo visual dos cometas foi
baseada na migragao dos fragmentos do DNA nuclear, corados com brometo de
etidio e analisados em microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioskop 2, com filtro
de barreira verde de 510-560nm e aumento de 400x. Os critérios da classificacado
dos nucledides foram feitos com base no tamanho da cauda, didmetro do nucleo e
a intensidade de coloragdo. Assim, os nucledides foram divididos em cinco

categorias, a saber (tabela 2):
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Tabela 2: Critérios de classificacdo das células analisadas segundo o nivel de dano ao

DNA.
Descricao do
Classificagao Interpretacgao Figura*
cometa
0 Sem cauda Nenhum dano

aparente e nucleo
grande
1 Cauda pequena e Pouco dano

nucleoide grande

2 Nucleoide e Dano médio
cauda de
tamanhos médios
3 Nucledide de Dano grande

tamanho médio e

cauda de
tamanho grande
4 Nucledide pouco Nucleo apoptdtico

aparente, cauda

longa e difusa

O numero de cometas em cada categoria foi contado e o dano ao DNA foi

calculado pela seguinte expressao de indice de Dano (ID):
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Ixn, +2xn, +3xn, +4><n4)

(
P= (2/100)

(4)

onde:

ng, nj, Ny, 13, ny SA0 0S8 NUMeros de células encontradas nas categorias de 0
a 4, respectivamente; ¥ é a soma de todos os cometas contados, ou seja, 0
numero de células analisadas.

Assim, o ID pode variar de zero (auséncia de dano) a 400 (todas as células

com maximo de dano). (Collins et al., 1995; Jaloszynski et al., 1997).

4.7.DETERMINAGAO DO FENOTIPO DA HAPTOGLOBINA EM GEL DE AMIDO

A primeira etapa da avaliagdo dos polimorfismos da haptoglobina foi
realizada através da eletroforese em gel de penetrose (figura 10) a 14% e a
classificagcao de cada fenétipo foi feita com base em coloragao especifica para

esta proteina (Moreira, 1990)

O gel de penetrose a 14% é composto por 25,29 de penetrose adicionado
de 180mL tampao Tris-Citrato, pH 7,4 a 7,6 (12,1449 de acido citrico e 5,889 de
Tris por litro). A mistura deve ser aquecida até atingir a fervura e entdo colocada
em uma forma até que esfrie. A preparacdo das amostras consiste em uma
aliquota de 15uL de plasma sanguineo da respectiva amostra, misturada ao
mesmo volume de solugdo de hemoglobina livre obtida por meio da lise de
hemacias em agua destilada gelada. Cada amostra € entdo colocada em um
pequeno pedago de papel de filtro absorvente que é inserida no gel de penetrose

(Moreira, 1990)
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Para a eletroforese foi utilizado tamp&o de acido bodrico (18,55g de acido

borico por litro), pH 8,0, por aproximadamente 6 horas, com voltagem de 125V e

cerca de 30mA (Moreira, 1990).

A

-~

= @ D B

Figura 10: Foto de gel de amido com padrdes tipicos da migragao de haptoglobina, onde:
A representa Hemoglobina livre; B, Hp2-2; C, Hp1-1; D, Hp2-1; E, Hp2-1 e F
representa Hp2-1.

4.8.PCR E ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Para confirmar os resultados do gel de penetrose, as amostras de DNA

foram submetidas a genotipagem por reagdo em cadeia de polimerase (PCR). A

PCR é alelo — especifica, baseada na metodologia descrita por Yano et al.,(1998),

com modificagdes. Uma combinagéo de cinco diferentes iniciadores (tabela 3) foi

utilizada, com o objetivo de diferenciar os alelos Hp'", Hp'S e Hp? (tabela 4) da

haptoglobina.
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Apesar de terem sido utilizadas trés PCRs para cada uma das amostras de
DNA, a composic¢ao dos Epperdorfs e os ciclos da reacdo foram os mesmos para
os trés sistemas, alterando apenas o par de iniciador utilizado. Cada tubo de
reacdo de PCR era composto por 16,1uL de agua mili-Q autoclavada; 3,1uL de
tampao de reacdo fornecido com a enzima para concentragado de 1X; 1,25uL de
solugdo de MgCl, 20mM; 2,5uL de solugéo de dNTP 200uM; 1,5 unidade de Taq
DNA Polimerase (5unidades/uL, Biotools B&M Labs); 1,0uL de Iniciador 7,5uM,
1,0uL de DNA. As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador (PTC-
100, MI Research, Inc.) com o seguinte programa: Temperatura de desnaturagao
de 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 40 segundos, 58°C por 1

minuto e 72°C por 2 minutos.

Tabela 3: Seqliéncia de nucleotideos dos iniciadores usados no presente estudo.

Iniciador Sequéncia dos oligonucleotideos (5’ — 3’)

F3 CAGGAGTATACACCTTAAATG

S2 TTATCCACTGCTTCTCATTG
C42 TTACACTGGTAGCGAACCGA
C72 AATTTAAAATTGGCATTTCGCC
C51 GCAATGATGTCACGGATATC
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Tabela 4: Pares de iniciadores usados na PCR para detecg¢ao dos alelos da haptoglobina.

Reacao Par de iniciadores Alelo alvo Tamanho do fragmento (pb)

Hp S C51-S2 Hp™ 1,2k
Hp F F3-C72 Hp'* 1,4k
Hp2 F3-C42 Hp? 935

Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% (figura 11). O gel foi preparado com 4,0mL de solugcdo de
poliacrilamida (29g de acrilamida e 1g de N.N' Methilene-bis-acrilamide,
adicionados a 100mL de agua miliQ.), 2mL de tamp&o TBE 10X (108g de tris, 559
de acido borico, 9,3 g de EDTA, dissolvidos em 1litro de agua destilada), 1,4mL de
glicerol, 12,4mL de agua destilada, 15uL de TEMED e 350uL de persulfato de
amoénia 0,1%. A eletroforese ocorreu em cuba vertical, com tamp&o TBE 1X (10,89
de tris, 55g de acido borico, 9,3 g de EDTA, dissolvidos em 1 litro de agua
destilada), por aproximadamente 1 hora e meia, com voltagem de 150V e cerca de
70mA.

ApOs a eletroforese o gel foi submetido a coloragéo quimica para revelagao
dos segmentos de DNA presentes no gel. Primeiro foi adicionado ao gel uma
solugédo fixadora (144mL de etanol, 6mL de acido acético e 750mL de agua
destilada) permanecendo sob agitagdo por 5 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 1mL de nitrato de prata 10%, permanecendo sob agitagdo por mais 10
minutos. Apds o tempo de incubagdo com nitrato de prata, o gel foi lavado
rapidamente com agua destilada para a retirada do reagente. As bandas foram

visualizadas com a adi¢do 300mL de solugao reveladora (22,5g de NaOH por litro)
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previamente aquecida e 500uL de formoldeido. O gel permaneceu sob agitagéo
até o total aparecimento das bandas. Apds a revelagdo, o gel era mantido em

solucao fixadora até que estivesse seco.

Os fendtipos observados em ambos os géis foram comparados para
garantir a correta fenotipagem dos individuos.

Todos os individuos foram fenotipados, em gel de amido, quanto ao tipo de
hemoglobina (AA, AS, SS, AC, CS, SS), sendo que todos os individuos que n&o
possuiam hemoglobina AA foram excluidos da amostra para evitar interferéncias
nas analises, pois deve haver na diferenga de afinidade entre as ligagcbes da Hp e

os diversos tipos de Hb.
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4= 1.4kpb
4= 1.2kpb

4= 935pb

Figura 11: Foto de gel de poliacrilamida com padrées tipicos da migragdo de haptoglobina,

onde: A representa alelo Hp'"; B, alelo Hp'® e C, Hp%

4.9. ANALISES ESTATISTICAS

Para analisar os dados do cometa, foi realizada a ANOVA (Andlise de
Variancia) das médias de cada tratamento e fendtipos, utilizando o software
MINITAB®, versdo 14.20 (2005). Os dados obtidos apresentaram heterogeneidade
de variabilidade (teste de Levene, P < 0,05), por isso foi necessario realizar uma
transformacao logaritmica (teste de Levene, P > 0,05) para a realizagdo da
ANOVA. Os resultados obtidos foram representados graficamente por meio do
diagrama de box-plot. O box-plot foi escolhido por colocar em evidéncia a metade
principal da distribuigao dos valores. E geralmente nesta faixa inter-quartis de 25 a

75% que se encontram os dados mais estaveis e desta forma mais importantes. A
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mediana é representada por uma barra horizontal no centro do grafico e a média
como um ponto vermelho, os dados discrepantes do restante da distribuicao
(outliers) sao representados por um asterisco.

Quando encontrada diferenga estatisticamente significante na ANOVA, esta
foi avaliada por teste de Tukey (tratamentos de H,0O2) ou de Fisher (fenotipos de
Hp) para comparagao pareada das meédias, ao nivel de significancia de cinco por
cento (5%), em ambos os testes.

Para as analises estatisticas, a mediana foi escolhida como medida de
tendéncia central, e ndo a média, para reduzir a influéncia de valores altos e baixo

que freqientemente ocorrem no teste do cometa (Garcia et al., 2005).
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5. RESULTADOS

5.1. AMOSTRA EM ESTUDO

Quanto a exposicdo a radiagdes (raios-X, radioterapias ou exames com
isétopo radioativo e ressonancia) nos Uultimos seis meses, as diferengas
estatisticas ndo foram significativas entre os indices de danos observados entre as
pessoas expostas e as nao expostas (ANOVA, P = 0,747), assim como a diferenca
entre os fenotipos da Hp e a exposicéo a radiagdes (ANOVA, P = 0,100).

Quanto ao uso ou nado de anticoncepcionais hormonais pelas mulheres
participantes do estudo, ndo foi observada diferenga estatisticamente significante
entre a variavel uso de anticoncepcional e o indice de dano observado (ANOVA, P
= 0,529) e nem entre esta variavel e os diversos fenétipos de Hp (ANOVA, P =
0,546).

A ANOVA mostrou que nado existem diferengas estatisticamente
significantes (P = 0,575) entre o indice de dano do grupo de pessoas com
antecedentes de doencgas familiares e sem antecedentes das mesmas doengas.

Devido a heterogeneidade dos dados de exposi¢cdo a substéncia quimica,
foi realizada uma transformagdo de raiz para assegurar a pressuposi¢cdo da
ANOVA de que os dados devem ser homogéneos e entdo realizar a ANOVA. A
ANOVA com transformacdo de raiz revelou diferengas estatisticamente
significantes entre os indices de dano do grupo exposto a substancia quimica e o

grupo néo exposto (P = 0,09).
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5.2. FENOTIPAGEM DOS INDIVIDUOS

Apos a fenotipagem da haptoglobina, por gel de penetrose e gel de
poliacrilamida e observda a concordancia dos fendtipos de cada individuo em
ambas metodologias, observou-se que aproximadamente 15% dos individuos
apresentavam fenétipo Hp 1-1, enquanto que 52% apresentavam fenétipo Hp 2-1
e 33%, o fendtipo Hp 2-2 (Figura 12).

A distribuicdo amostral por sexo mostrou que entre os homens, foram
observados 10% com o fenétipo Hp 1-1, 59% com o fendtipo Hp 2-1 € 31% com o
fendtipo Hp 2-2. Entre o grupo das mulheres, a porcentagem observada para os
fendtipos Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2 foram de 19%, 47% e 34%, respectivamente

(Figura 13).
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Figura 12: Distribuicdo dos individuos em estudo quanto ao fenoétipo da haptoglobina.

Distribuicdo da porcentagem dos individuos
participartes do estudo segundo o fenotipo da
Haptoglobina. Universidade de Brasilia,
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sexo. Universidade de Brasilia, 2005/2006
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Figura

56

13: Distribuicdo dos individuos em estudo quanto ao fenétipo da haptoglobina,

separados por sexo.
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5.3. AVALIACAO DO INDICE DE DANO PELO TESTE DO COMETA

Apos a realizagdo do teste do cometa (Figura 14) nos individuos da
amostra, observou-se que em nenhum dos tratamentos, assim como no controle,
a diferenga entre os sexos e o indice de dano observado, difere estatisticamente
(ANOVA, P = 0,452), como mostrado na figura 15. Por ndo haver diferenga, as
demais analises estatisticas foram feitas considerando-se mulheres e homens

numM mMesmo grupo.

Figura 14: Teste do cometa: Onde A representa o controle negativo com nucledides

classificados como nivel zero de dano. B representa tratamento com H,O, onde
se observam nucleodides classificados como dano nivel 1 (B1), dano nivel 2 (B2)

e nivel 3 (B3). Fotos das amostras obtidas no Laboratoério de Genética da UnB.
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Distribuicio da porcentagem de células dos
tratamentos e controle negative, segunde o dano dos nucledides
100 e o sexo do indiviue, UnB, 2005/2006
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Figura 15: Distribuicdo da porcentagem das células do controle e dos tratamentos com
H,0O, dos individuos participantes do estudo segundo o sexo e o dano dos

nucleodides no teste do cometa.

A figura 16 mostra o padrao de dano celular agrupado por fendtipo presente
nos controles, ou seja, danos naturais de cada fendtipo. Observa-se nos fendtipos
Hp 2-1 e Hp 2-2, menor proporgao de nucledides com dano zero em relagdo ao
fendtipo Hp 1-1. E possivel ainda notar ainda que os nuclesdides com alto dano no
DNA (classificados como niveis 3 e 4 no teste do cometa) estdo presentes em
maior propor¢ao nos fenoétipos Hp 2-1 e Hp 2-2, que no fendtipo Hp 1-1. Esses
dois dados (maior quantidade de células com nivel zero de dano e menor
quantidade de células com niveis altos de dano) evidenciam um nivel basal de
danos menor neste ultimo fendtipo. Entretanto, a ANOVA revelou que nao ha
diferenga estatisticamente significante entre os diversos fenétipos no controle (P =

0,180).
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Distribuigdo da porcentagem das células dos controles
segundo a classificacdo do nivel de dano no DNA nos trés
fendtipos. Universidade de Brasilia 20052006
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Figura 16: Distribuicdo da porcentagem das células dos controles, agrupadas pelo
fendtipo, segundo a classificagdo do nivel de dano no DNA no teste do
cometa (0, 1, 2, 3, 4).

A partir da analise das figuras 17 e 18 pode-se notar que o fenotipo Hp 1-1
apresenta, assim como no controle, um padrao diferenciado de proporgao de
nucledides classificados nas diversas classes do teste do cometa. No tratamento
com 250uM de H,0; (figura 16) observa-se uma propor¢do maior de nucledides
com alto dano no DNA (classe 4) nos fendtipos Hp 2-1 e Hp 2-2 em relagao ao
fendtipo Hp 1-1. No tratamento com 1mM de H,O, (figura 17) nota-se maior
porcentagem de nucledides classificados como nivel zero de dano em Hp 1-1 que
nos outros dois fenotipos de Hp. Esses dados, assim como o controle, mostram

que o fendtipo Hp 1-1 apresenta menores propor¢cées de dano no DNA quando

tratado com H>0,.
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Distribuicdo da porcentagem das células do tratamento de
250k de H; O segundo a classificacdo do nivel de dano no
DMA nos trés fendtipos, Universidade de Brasilia 20052006

Hode nucledides

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
Fematipos

Figura 17: Distribuicdo da porcentagem das células do tratamento de 250uM, agrupadas

pelo fendtipo, segundo a classificacdo do nivel de dano no DNA no teste do
cometa (0, 1, 2, 3, 4).
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Distribuicéo da porcentagem das células do tratamento
de 1mM de H;0; segundo a classificacdo do nivel de

dano no DHA nos trés fendtipos, Universidade de
Brasilia 2005 2006,
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Figura 18: Distribuicdo da porcentagem das células do tratamento de 1mM, agrupadas
pelo fendtipo, segundo a classificagdo do nivel de dano no DNA no teste do
cometa (0, 1, 2, 3, 4).

O tratamento com 2mM de H,0, esta representado na figura 19.
Neste tratamento, entretanto, ndo é mais notada diferenga entre o fenétipo Hp 1-1
e os demais fendtipos. O trés fendtipos apresentam aproximadamente as mesmas
proporcoes de nucledides nas diversas classificacbes do cometa. Possivelmente
esta concentragcdo muito alta de H,O, € muito téxica para as células causando

muitos danos independente do fenétipo de Hp.
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Distribuicao da porcentagem das células do tratamento de
2mh de H0; segundo a classificacde do nivel de dano no DMA
nos trés fendtipos. Universidade de Brasilia 2005/2006,
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Figura 19: Distribuicdo da porcentagem das células do tratamento de 2mM, agrupadas
pelo fendtipo, segundo a classificagdo do nivel de dano no DNA no teste do
cometa (0, 1, 2, 3, 4).

Para completar a analise de estatistica descritiva, os dados foram
agrupados por fenoétipo, de acordo com os diversos tratamentos aos quais as
células foram submetidas. As figuras 20, 21 e 22 mostram as distribuicdes dos
nucledides dos individuos fenotipados como Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2,
respectivamente. Nas trés figuras, representativas dos trés diferentes fendtipos,

nota-se um aumento de nucledides com maior quantidade de dano no DNA com o

aumento da concentracédo de H,O,, como era esperado.
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Distribuicdo da porcentagem de células dos
individuos Hp 1-1 segundo a classificacao do
nivel de dano no DNA nos diversos tratamentos.
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Figura 20: Distribuicdo da porcentagem das células dos individuos de fenétipo Hp1-1

agrupadas pelos tratamentos aos quais as células foram submetidas.

Distribuicao da porcentagem de células dos
individuos Hp 2-1 segundo a classificacao do
nivel de dano no DNA nos diversos
tratamentos. Universidade de Brasilia.
2005/2006
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Figura 21: Distribuicdo da porcentagem das células dos individuos de fendtipo Hp 2-1

agrupadas pelos tratamentos aos quais as células foram submetidas.
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Distribuicao da porcentagem de células dos
individuos Hp 2-2 segundo a classificacao do
nivel de dano no DNA nos diversos tratamentos.
Universidade de Brasilia, 2005/2006
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Figura 22: Distribuicdo da porcentagem das células dos individuos de fendtipo Hp 2-2

agrupadas pelos tratamentos aos quais as células foram submetidas.

5.4. ANALISES ESTATISTICAS

O teste de ANOVA com transformagdo logaritmica mostrou que existe

diferenca entre os diversos tratamentos (P = 0,0000). Mediante comparagao

multipla de Tukey (5%), verifica-se que o controle difere dos demais grupos, o

tratamento de 250uM de H,0, difere dos tratamentos de 1TmM e 2mM, enquanto

que os tratamentos de 1mM e 2mM néo diferem entre si (figura 23). Os intervalos

de confianga obtidos no teste de Tukey sdo mostrados a seguir:

Controle X 250uM de H,0; [0,145; 0,462]
Controle X 1TmM de H,0; [0,302; 0,619]
Controle X 2mM de H,0, [0,417; 0,735]
250uM de H,0, X 1mM de H,0, [0,017; 0,315]

250uM de H20, X 2mM de H,02[0,113; 0,431]
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e 1mM de H,O, X 2mM de H,0,[-0,043;0,274]
A média do ID do controle é 1,6 vezes menor que a média dos IDs dos

tratamentos com H,0,, evidenciando o efeito genotdxico do H,O, sobre o DNA.

Distribuicao do log(ID) segundo o tratamento.UnB, 2005-2006.

2,5-
2,0-
1,5
r

1,0

log

®

0,51

controle 250 1000 2000
tratamento

Figura 23: Distribuicdo do log do indice de dano de acordo com o tratamento de H,O, que
as células foram submetidas. Controle sem adi¢ao de H,O,, os tratamentos de
250, 1000 e 2000 indicam a concentragédo do H,O, em pM.

Para comparagao entre os fendtipos e os indices de dano observados, a
ANOVA mostra diferenga estatisticamente significativa (P = 0,028). Por meio do
teste pareado de Fischer (5%) para diferenga de intervalos, constatou-se que o
fendtipo Hp 1-1 difere apenas do fendtipo Hp 2-1 (figura 24). Os de confianga

obtidos no teste de Fisher sdo mostrados abaixo:

e Hp"™" X Hp?"[0,0003; 0,2957]
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e Hp""X Hp?*?[-0,2001; 0,0101]

e Hp*' X Hp?*?[-0,1001; 0,2100]
Apesar de haver diferenga estatisticamente significativa apenas entre Hp 1-
1 e Hp 2-1, nota-se que o fendtipo Hp 1-1 apresenta média de ID 1,2 vez menor
que o fendtipo Hp 2-1; e média de ID 1,08 vez menor que o fendtipo Hp 2-2,

sugerindo uma atividade antioxidante maior na proteina monomeérica.

Distribuicao do log(ID) segundo o genétipo. UnB, 2005-2006

2,5- | | I
L

2,0

log

1,5+

1,0 8

0,54

1-1 1-2 2-2
genotipos

Figura 24: Distribuicao do log do indice de dano de acordo com o fenétipo de Hb

Apear de haver diferengas estatisticas entre os tratamentos e também
entre determinados fendtipos de Hp, a analise da interagdo entre os tratamentos e

z

os fendtipos com relagéo ao log do ID nao difere estatisticamente (P = 0,674). E
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possivel que o pequeno tamanho amostral interfira no teste, ndo indicando

diferenca entre os fatores e o log do ID (figura 25).

Distribuicao do log(ID) segundo o genétipo da haptoglobina e o tratamento. UnB, 2005-2006

i

(=]
K=]
xR
1,0+
0’5_ T T T T T T T T T T T T
genotipos 1-1 2-1 2-2 1-1 2-1 2-2 1-1 2-1 2-2 1-1 2-1 2-2
tratamento controle 250 1000 2000

Figura 25: Distribuicdo do log do indice de dano de acordo com o tratamento de H,O, que

as células foram submetidas e o fenétipo de Hp.
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6. DISCUSSAO

Para a avaliagdo dos niveis de dano no DNA, existem algumas técnicas
disponiveis. A eletroforese de células isoladas (teste do cometa), por exemplo, de
linfécitos humanos, nos permite avaliar o indice de danos no DNA. E uma técnica
simples, rapida e néo requer altos investimentos com equipamentos analiticos.
Existe uma grande correlagdo entre a analise de imagem por computador (% de
DNA na cauda) e contagem visual (unidades arbitrarias) na mesma amostra de
linfécitos humanos (Collins, 2004). Os cometas sdo classificados visualmente em
diversas categorias, com base no comprimento de migracdo e na proporgao
relativa de DNA na cauda, atribuindo-se valor numérico a cada classe de migragéo
(Tice et al., 2000). indices de dano similares foram observados por Heaton et al.,
(2002), em linfécitos de felinos e caninos quando comparadas as duas analises de
cometas: visual e computadorizada. Neste trabalho, optou-se pela a contagem
visual dos cometas, pois na analise computadorizada pode haver interferéncias na
interpretacdo, uma vez que o dano observado no nucledide de classe 4 (nucleo
apoptético) passa a ser interpretado como de nivel zero, pois devido a grande
quantidade de DNA na cauda do nucleo apoptético, este passa a ser classificado
como nucledide sem dano.

O dano ao DNA, no ensaio do cometa pode ser induzido por drogas,
radiagbes e substancias inorganicas. A exposigdo do DNA ao estresse oxidativo
leva a mais de 20 diferentes tipos de dano a bases produzindo bases nitrogenadas
oxidadas ou com danos ao anel aromatico. O dano mais comum as purinas € o 8-

oxo-dG que é usado para avaliagado de ensaios de danos ao DNA. O HyO; é um
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metabolito extremamente deletério, tem vida longa, é capaz de atravessar
camadas lipidicas e pode reagir com a membrana dos eritrocitos e proteinas
ligadas ao ferro. O H;O, causa quebra de fita de DNA devido a geracédo de
radicais hidroxila préximos a molécula de DNA, pela reacdo de Fenton. Desta
forma, os danos causados ao DNA pelo H,O; sdo indiretos, causados por meio da
geracdo de um radical por uma reagao catalisada por ions metalicos. O H,0O>
causa ainda quebra de fita simples e dupla. Por estas razdes € extremamente
téxico para as células (Ferreira e Matsubara, 1997; Sluppang et al., 2003; Cireszko
et al., 2005). Por esta razao, o H,O, é comumente utilizado como controle positivo
para causar danos oxidativos ao DNA (Singh et al., 1988; Horvathova et al., 1998;
Heaton et al., 2002; Garcia et al., 2004; Guéye et al., 2006). Com tratamento de
200uM de H,0-, os linfocitos sofrem poucos danos ao DNA se comparados com
outras células humanas (Collins et al., 1995). Em estudos genotoxicos in vitro, as
concentracdes ideais devem ser suficientes para causar dano ao DNA, porém com
minima toxicidade as células. Durante este estudo, observou-se que
concentracdes de H,O, acima de 2mM, o indice de dano observado € o mesmo
para as diversas concentracdes, possivelmente as doses mais altas de H,O, séo
muito toxicas para as células.

Os testes estatisticos mostraram que os indices de dano dos diversos
tratamentos diferem estatisticamente do controle, o tratamento de 250uM de H,O,
difere estatisticamente dos demais tratamentos, entretanto os tratamentos de 1mM
e 2mM n&o diferem entre si. Provavelmente doses acima de 1TmM de HyO-

saturam a célula, por isso concentracdes cada vez mais altas de H,O, nao
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aumentam o indice de dano observado para as células, causando muitos danos

independente do fendtipo de Hp.

A haptoglobina € uma proteina produzida principalmente pelos hepatdcitos,
cuja principal fungdo é fixar a hemoglobina livre e desta forma promover sua
remogao pelo sistema monocitico fagocitario. Além disso a haptoglobina tem papel
angiogénico, antioxidante e esta associada a fatores anti-inflamtérios (Arrendouani
et al., 2003; Sauerwein et al., 2005; Zvi e Levi, 2006).

Os niveis aumentados de haptoglobina sdo observados em inflamacgdes,
em queimaduras e em tumores, enquanto sua diminuicido € observada durante a
hemolise, estados de ma-nutricdo, desordens hapatocelulares e estagios tardios
de gestacéo (Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).

A associacao entre os fendtipos da Hp com diferentes propriedades
funcionais tem se tornado de grande interesse para os pesquisadores nos ultimos
anos.

O fendtipo Hp 1-1 é mais eficiente na inibicdo da sintese de prostaglandina
(atividade antiinflamatéria), além de apresentar maior frequéncia em pacientes
com malignidades hematoldgicas. Clinicamente, pacientes com diabetes e
fendtipo Hp1-1 sdo resistentes ao desenvolvimento de retinopatia, nefropatia e
problemas cardiovasculares associados a doenga. Além destas consequéncias
diretas, as diferencas sao ainda acentuadas pela maior concentracdo plasmatica
de Hp 1-1 (Tseng et al., 2004). Ja o fendtipo Hp 2-2 € mais eficiente na atividade

angiogénica, maior frequéncia em pacientes com desordens auto-imunes e baixa
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freqiiéncia em casos de cancer de bexiga, pulmdo e mama. O alelo Hp? possui
atividade antibacteriana, pelo menos in vitro (Wassel, 2000).

Na Europa, o fendtipo Hp 2-2 € encontrado em 37% dos individuos, o
fendtipo Hp 1-1, em 13% e o Hp 2-1 em 50% da populacédo (Wassel, 2000). Neste
estudo, apesar do pequeno tamanho amostral, foram observadas proporgcdes
semelhantes as descritas para os trés fenotipos da haptoglobina.

Para avaliar as fungdes antioxidantes da haptoglobina, Lim et al., (1998)
criaram camundongos knock-out para o0 gene da haptoglobina (-/-). Estes
camundongos sobreviveram, mas tiveram uma significante redugdo na viabilidade
pos-natal. A falta da haptoglobina, entretanto ndo impediu a retirada da
hemoglobina livre no plasma dos camundongos -/-. A indugdo de hemodlise severa
por drogas causou uma precipitacdo intensiva de hemoglobina nas células
tubulares renais, entretanto, a precipitacdo de hemoglobina ndo sofreu aumento
nos rins dos camundongos -/- (Lim, 2001).

Sabe-se que existem diferengas funcionais na capacidade antioxidante das
diferentes proteinas da haptoglobina devido a diferente capacidade de ligagcéo a
hemoglobina livre, sugerindo que o fendtipo Hp 1-1 tem ligacdo mais forte a
hemoglobina e consequentemente maior protecdo antioxidante que os demais
fendtipos. (Melamed-Frank et al., 2001; Zvi e Levi, 2006).

A haptoglobina € um bom antioxidante mesmo em concentragées menores
que as observadas no plasma de adultos saudaveis, porém este efeito
antioxidante se mostrou dependente do fendtipo. Estudos in vitro foram
conduzidos para determinar se os fenotipos da haptoglobina diferem quanto a

protegdo contra estresse oxidativo induzido pelo Fe'™ presente na hemoglobina
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livre. O tipo Hp 1-1 foi mais ativo enquanto que o tipo Hp 2-2 foi menos ativo
(Guéye et al., 2006).

Tseng et al., (2004) mostraram que a haptoglobina é um potente
antioxidante contra o LDL e atua de forma dose-dependente. Hp mostrou-se um
antioxidante cerca de 20 vezes mais potente que a vitamina E. A atividade
antioxidante da haptoglobina monomeérica, Hp 1-1, foi moderadamente maior que
a atividade das formas poliméricas Hp 2-1 e Hp 2-2.

Estudos mostram que o fendtipo Hp 1-1 foi mais eficiente na inibicdo das
oxidagbes tanto de LDL como de acido linoleico que o fendtipo Hp 2-2. As
inibicdbes de ambas as oxidagbes ocorrem de forma linearmente associadas a
concentragdo de haptoglobina utilizada, entretanto ha um determinando limiar em
que a inibicdo dos dois fendtipos homozigotos de haptoglobina apresentam o
mesmo percentual. Nao ha diferenga significante entre a inibigdo oxidativa da
haptoglobina livre e da ultrafiltrada (purificada) (Melamed-Frank et al., 2001).
Sabe-se que os loci da haptoglobina (16922.1) estao localizados préximos de dois
outros loci envolvidos no metabolismo de lipideos (Braeckman et al., 1999). Ha
suspeitas de um desequilibrio de ligagcao entre os loci da haptoglobina e um dos
loci do metabolismo de lipideos, gerando uma maior frequéncia de fenétipos Hp 2-
2 entre os individuos com moderada hipercolestereolemia (Borresen et al., 1987),
entretanto, em outro estudo com os mesmos Joci essa associagao nao foi
confirmada (Braeckman et al., 1999).

A absorcao de vitamina C in vitro no plasma de pessoas com fenétipo Hp 2-
2 ocorre mais rapidamente que no plasma de pessoas Hp 1-1, por isto os niveis

plasmaticos desta vitamina sdo significantemente menores em pessoas com
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fendtipo Hp 2-2 (Langlois et al., 1997), contribuindo, desta forma, para uma maior
atividade antioxidante no fenotipo Hp 1-1.

O presente estudo avaliou a diferenga entre os individuos sob o ponto de
vista fenotipico e a extensao do indice de dano pelo teste do cometa. Observou-se
que a diferenga encontrada na ANOVA esta entre os fenétipos Hp 1-1 e Hp 2-1.
Provavelmente, pelo fato ad amostra estudada ter sido pequena, os testes
estatisticos ndo puderam observar diferengas entre os demais fenotipos de Hp.
Embora a diferenca estatistica esteja apenas entre o fenotipo Hp 1-1 e Hp 2-1,
nota-e diferenga bioldgica entre os trés fenodtipos, tendo o fendtipo Hp 1-1,
menores indices de dano que os demais fendtipos, evidenciando a maior atividade
antioxidante deste fendtipo em relagdo aos demais.

Os polimorfismos da haptoglobina levam a alteragdes estruturais
importantes nas proteinas. Devido a um grupo tiol extra na cadeia az, as proteinas
codificadas tanto pelo fendtipo Hp 2-1 quanto pelo Hp 2-2, formam grandes
polimeros. Ja os individuos com fendtipo Hp 1-1, formam proteinas monomeéricas
e desta forma, menores. A atividade antioxidante da forma monomérica é maior
que das formas poliméricas, pois a ligagdo da proteina monomeérica com a
hemoglobina livre € mais efetiva que a ligagdo entre a hemoglobina e as duas
formas poliméricas da haptoglobina ja que nas proteinas poliméricas ocorre o
bloqueio do acesso da ligagdo da ponte dissulfeto da haptoglobina o que resulta
na perda da habilidade de formar complexo com a hemoglobina livre (Langlois e
Delanghe 1996; Tseng et al., 2004). Por esta razao o indice de dano observado
foi menor na forma Hp 1-1 que nas demais formas desta proteina, corroborando

com os dados descritos na literatura.
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O teste do cometa procurou ainda avaliar se existem diferencas entre os
indices de dano observados nos dois sexos, ndao tendo encontrado diferenca. Este
dado, entretanto diverge da literatura que relata diferengas consistentes entre os
sexos, quando comparados individuos de paises diferentes ou de um mesmo pais
de origem (Irlanda), em linfocitos de homens e mulheres com idades variando de
25 a 35 anos de idade. Entretanto, os pesquisadores ndo souberam explicar a
origem desta diferenca, ja que todas amostras receberam o mesmo tipo de
tratamento (Collins et al., 1998).

Neste estudo n&o se observou diferenga com significancia estatistica com
relacdo ao nivel de dano observado pelo teste do cometa entre o grupo de
mulheres que fazem uso de anticoncepcional hormonal e o grupo das que né&o
fazem. Entretanto, a literatura relata que o estrogeno pode lesar o DNA de varias
maneiras. Ligacdes diretas de estrégeno e DNA ou formas indiretas de alteragdes
covalentes podem ser induzidas em sistemas experimentais in vitro ou células em
cultura, ou podem ainda ser detectadas em humanos. Dados preliminares
sugerem que estrégenos podem induzir mutagdes génicas, pois podem ser
capazes de produzir alteragdes numéricas nos cromossomos (mutagdes no
genoma ou aneuploidias) com ou sem dano aparente no DNA. Alguns estrogenos
sao potentes estimulantes de mitose causando mutacées em células em cultura
(Cavalieri et al., 2000). Para se ter maiores evidéncias da influéncia hormonal
seria necessario uma amostra muito maior do que a estava disponivel para este

estudo.
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Santos et al. (2005), constatou que os técnicos dos laboratérios de
pesquisa da Universidade de Brasilia apresentam maiores indices de aberragdes
cromossOmicas, comparado a uma populagado controle. Na populagdo em estudo,
observou-se diferenca estatistica entre os individuos exposto a substancias
quimicas e o grupo de individuos n&o expostos.

Radiagbes ionoizantes estdo sabidamente envolvidas em processos de
mutagénese e carcinogénese. Foi observado por Pouget et al., (2000) que danos
no DNA detectados no teste do cometa sdo proporcionais a dose de radiacdo que
as células sofreram. Na amostra em estudo, as diferencas entre os indices de
danos observados nas células das pessoas expostas a radiacao e aquelas nao
expostas, ndo foi significativa. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que
os individuos desta amostra sofreram exposi¢cdes esporadicas a radiagdes, além
das doses de radiacdo terem sido pequenas se comparadas a pessoas que tém
exposi¢ao ocupacional a radiagdo. Sabe-se que a exposig¢ao esporadica a baixas
doses de radiagdo nao afetam significantemente o DNA. Entretanto, a exposigéo a

radiagbes deve sempre ser investigada no historico de individuos que cedem

amostras de sangue para esse tipo de estudo.
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7. CONCLUSOES:

1.

Nossos estudos demonstraram que os individuos que possuem fendtipo Hp
1-1 apresentam maior protecdo contra o estresse oxidativo induzidos pelo
H,0,, em relacéo aos individuos portadores dos fenétipos Hp 1-2 e Hp 2-2

As concentragdes de Hy0, induziram danos ao DNA de modo dose-

dependente.
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9. ANEXOS:

ANExo 1: Termo de consentimento

LABORATORIO DE GENETICA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Questionario

Este questionario visa o conhecimento sobre alguns aspectos do
estilo de vida e condicoes de saude, que podem influenciar nos resultados
do nosso estudo. As informacodes aqui presentes serdo mantidas em sigilo e
visam unicamente o suporte para a metodologia empregada no estudo e
para a analise dos resultados obtidos. Estas informacoes nao serdao, em
hipotese nenhuma, wusadas com outros objetivos, além daqueles
mencionados no projeto, ficando a sua guarda sob inteira responsabilidade

do coordenador.

IDENTIFICACAO:
¢ Nome:
e Idade:

e Sexo: [ Masc. [J Fem.

o Telefone para contato:

DADOS CLINICOS:

e Tabagismo: [1 Nao
[ Sim Ne de cigarros/dia: Tempo: (anos)

[J Parou de fumar ha anos
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e Etilismo: Frequéncia:
I Menos de uma vez por semana
(] Até 2 vezes por semana

"1 Mais de duas vezes por semana

e Uso de medicamentos:

'] Nao

ISim Especificar quando possivel: Frequiéncia e
dose:

"1 Anticoncepcional

e Submeteu-se a algum exame radiologico nos ultimos 6 meses? (raio-
X, radioterapias ou exames com is6topo radioativo, ressonancia)
"I Nao
1Sim  Frequéncia:
e Episodio de exposicao acidental a substancias quimicas?
"I Nao
1Sim  Frequéncia:
e Exposicao ocupacional a substancias quimicas:
"I Nao
1Sim  Especificar:
e Antecedentes familiares de doencas cardiovasculares ou algum
outro tipo de doenca cronico-degenerativa.
"1 Nao
1Sim  Especificar:
e Pratica exercicios fisicos?
'] Nao

1Sim  Frequencia:
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ANEXO 2: DADOS BRUTOS

GRUPO INDIVIDUO ID
Controle
0 1 2 3 4
Hp 1-1 4 65 29 6 0 0 41
11 49 40 11 0 0 62
13 77 13 8 1 0 32
18 92 8 0 0 0 8
21 81 13 2 0 0 17
41 33 56 9 0 0 74
50 72 20 6 1 0 35
57 74 11 6 0 0 23
59 73 26 1 0 0 28
u+D.P. 68,44116,65 24114,88 5444353  0,22+0,41 00 35,56+19,83
Hp 2-1 2 83 18 0 0 0 18
3 89 11 0 0 0 11
8 65 22 11 2 0 50
10 50 33 13 3 0 68
14 59 33 8 0 0 49
16 60 31 9 0 0 49
17 90 10 0 0 0 10
22 68 23 7 0 0 37
23 45 49 5 1 0 62
24 29 52 18 1 0 91
25 81 19 0 0 0 19
27 51 44 4 0 0 52
29 20 34 19 18 9 126,0036
30 5 37 29 16 12 143,0048485
36 91 9 0 0 0 9
40 50 42 8 0 0 58
43 18 46 36 0 0 118
44 17 41 27 15 0 140
46 0 12 23 35 30 163,012
48 0 11 33 55 1 242,0004
49 88 12 0 0 0 12
52 35 65 0 0 0 65
54 20 70 10 0 0 90
55 60 18 21 0 0 60
56 70 30 0 0 0 30
58 47 53 0 0 0 53
60 4 36 55 5 0 161
63 23 45 16 16 0 125
64 14 67 14 2 1 101,0004082
65 33 67 0 0 0 67
67 50 30 15 5 0 75
u+D.P. 45,65 34,52 12,29 5,61+11,92 1,70 #5078 75,94 +54,00
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Hp2-1 2 55 36 7 2 0 56
3 61 34 6 0 0 46
8 38 23 20 11 8 96,0032
10 24 30 34 12 0 134
14 26 47 18 9 0 110
16 32 31 27 8 2 109,0008
17 14 29 47 9 1 150,0004
22 44 36 18 2 0 78
23 40 46 7 7 0 81
24 20 28 24 26 2 154,0008
25 69 31 0 0 0 31
27 40 43 8 7 2 80,0008
29 20 26 23 16 15 120,006
30 0 12 34 28 26 164,0104
36 82 18 0 0 0 18
40 0 63 31 6 0 143
43 12 54 33 0 0 120
44 12 21 26 23 18 142,0072
46 0 0 7 13 80 53,032
48 0 0 26 72 2 268,0008
49 15 50 32 2 0 120
52 16 28 56 0 0 140
54 12 69 18 0 0 105
55 47 19 19 15 0 102
56 56 40 4 0 0 48
58 15 38 34 2 0 112
60 13 8 8 6 65 42,026
63 9 30 30 23 8 159,0032
64 7 7 75 8 6 181,0023301
65 28 51 12 9 0 102
67 19 32 28 12 10 124,0039604

utD.P. 26,65t21,25 31,61t16,54 22,97+16,30 10,58113,74 7,90118,13 109,29150,63
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