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DNA DAMAGE INDUCED BY 5-AMINOLEVULINIC ACID: A POSSIBLE ASSOCIATION WITH THE DEVELOPMENT OF
HEPATOCELLULAR CARCINOMA IN ACUTE INTERMITTENT PORPHYRIA PATIENTS. 5-Aminolevulinic acid (ALA) is
a heme precursor accumulated in acute intermittent porphyria (AIP), which might be associated with hepatocellular carcinoma
(HCC) in symptomatic patients. Under metal catalyzed oxidation, ALA and its cyclic dimerization product, 3,6-dihydropyrazine-
2,5-dipropanoic acid, produce reactive oxygen species that damage plasmid and calf thymus DNA bases, increase the steady
state level of 8-oxo-7,8-dihydro-2"-deoxyguanosine in liver DNA and promote mitochondrial DNA damage. The final product of
ALA, 4,5-dioxovaeric acid (DOVA), is able to akylate guanine moieties, producing adducts. ALA and DOVA are mutagenic in
bacteria. This review shows an up-to-date literature data that reinforce the hypothesis that the DNA damage induced by ALA

may be associated with the development of HCC in AIP patients.
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PORFIRIAS

As porfirias sdo definidas como doencgas inatas ou adquiridas,
relacionadas a deficiéncia de enzimas - inibi¢do ou insuficiéncia- da
via biossintética do grupo heme (Esquema 1) *. Esta deficiénciare-
sulta na producgdo excessiva e excregdo de porfirinas e de seus pre-
cursores?®.

As porfirias sdo tradiciona mente classificadas com base no prin-
cipal 6rgéo que produz os metabolitos porfiricos em excesso (figado
ou 0s tecidos eritropoiéticos), na ocorréncia ou ndo de ataques agu-
dos e nas | esdes cuténeas (fotossensi bilidade) e/ou neurol égicas pro-
duzidas®"®.

Tipo de porfiria Aguda Hepética Cuténea

Porfiria deficiente em ALA desidratase X X
Porfiria aguda intermitente (Al P) X X
Coproporfiria hereditéria (HCP) X X
Porfiria variegata (VP) X X
Porfiria cutanea tarda (PCT) X

Porfiria eritropoiética congénita (CEP)
Protoporfiria eritropoiética (EPP)

X X X X X

A natureza molecular do defeito genético € altamente heterogé-
nea e defeitos multiplos tém sido demonstrados em cada tipo de
porfiria®®. Alguns modelos animais para os estudos dos diferentes
tipos de porfiria j& existem naturalmente, no caso de EPP e CEP e
alguns foram desenvolvidos em laboratério, para EPP e porfirias
hepéticas®’®, como a PCT™. Alguns estudos para aplicagao de terapi-
as génicas em porfirias estdo em andamento®.

*e-mail: janonuki@iq.usp.br

O REl, O PINTOR, O ESCULTOR, O LOBISOMEM E O
CONDE DRACULA

O Rei Georgelll dalnglaterra (1738-1820) comegou em 1765 a
apresentar atagques severos de dor abdominal, vémitos, taquicardiae
urina vermelha escura e episddios de distirbio mental. Esses sinto-
mas sd0 caracteristicos de porfiria aguda e em 1966, Macalpine e
Hunter sugeriram que provavelmente tratava-se de porfiria aguda
intermitente (AIP). Ha também relatos de que outros membros da
familiareal britanica apresentavam sintomas semel hantes®. A doen-
¢a do Rel George Il € retratada no filme de Alan Bennett, “The
Madness of King George”.

O pintor pés-impressionista Vincent van Gogh (1853-1890), cuja
insanidade fez-lhe cortar a prépria orelha, apresentava periodos de
extrema criatividade intermediados por episddios de uma doenca
debilitante, provavelmente AIP. Esta dltima condig8o era exacerbada
por ma nutrigdo, trabalho intenso e abuso de acool, particularmente
na forma de absinto®. Este licor, muito popular no século XIX na
Franga, continhaum grau elevado de &l cool (74%) e umavariedade de
6leos essenciais, inclusive tujona, um terpeno toxico responsavel pela
proibicdo do absinto™. Acredita-se que ainclinac&o de van Gogh por
absinto resultou na tendéncia a beber terpenos, como tujonas, canfora
e pineno. Canfora foi um medicamento popular na Franga do século
XIX e van Gogh a tomava como um remédio caseiro para insdnia.
Pineno é o principa constituinte do 6leo de terebenting, usado para
diluir pigmentos e lavar pincéis. Ocasionalmente, van Gogh tinha de
ser controlado para ndo tomar terebentina ou “beliscar” suas tintas'™.

O absinto contém uma série de terpenos e derivados, incluindo
tujona (2,4 mM) e &cool tujil (0,8 mM). A concentracéo final na
bebida, usualmente diluida seis vezes em &gua, era de cerca de
0,5 mM. Essa concentracdo pode ser suficiente, quando ingerida,
parainduzir ALA sintase (Esquema 1) hepdtica na presenca de um
bloqueio parcial da sintese do heme, precipitando sintomas de
porfiria®®. Estudos demonstram que canfora, pineno e tujona sdo
porfirinogénicos em céulas de figado de galinhas cultivadas e indu-
zindo ALA sintase. Canfora e tujona também induzem heme
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Esguema 1. Via biossintética do grupo heme, indicando as deficiéncias enzimaticas em porfirias com acimulo de &cido 5-aminolevulinico (ALA)
a - Retroinibigdo por heme, em AIP, ativada por drogas e metabdlitos; b - Inibig&o por chumbo (Saturnismo); ¢ - Inibigdo por succinilacetona (Tirosinemia);

d - Biossintese deficiente em Porfiria aguda intermitente

oxigenase por um mecanismo dependente de heme. Deste modo,
pode ser inferido o potencia porfirinogénico do absinto (devido a
tujona e constituintes terpenos), terebentina (pineno) e medicamen-
tos contendo canfora®®.

O mais importante artista do Barroco brasileiro, o escultor mi-
neiro Antdnio Francisco Lishoa (1738-1814) conhecido como Alei-
jadinho, provavelmente também sofria de porfiria, talvez do tipo
variegata, comum na tribo dos Banthus na Africa. Aleijadinho era
filho de portugués com uma escrava africana. Harelatos que Aleija
dinho possuia hahitos incomuns como trabalhar protegido por um
toldo, sair para trabahar de madrugada e retornar a noite e sempre
usar roupas de mangas compridas. Sabe-se que as famosas escultu-
ras dos 12 profetas de pedra sabdo e as 66 estédtuas de madeira das
Capela dos Passos foram feitas entre 1796 e 1808, quando o artista
jahavia perdido parte dos dedos devido a sua doenga. Para trabalhar
€le pedia a alguém para amarrar o cinzel nas suas maos.

Segundo artigos publicados no jornal Folha de S. Paulo de 16 de
marc¢o de 1998, alguns acreditam que Aleijadinho era portador de
hanseniase, entretanto seus 0ssos apresentavam pontos avermelhados.
Para verificar se esses pontos poderiam ser resquicios de porfirinas,
seus 0ssos foram exumados na Universidade Federal de Juiz de Fora.
Entretanto, mesmo a origem de seus 0ssos € duvidosa pois quando
faleceu, Aleijadinho foi enterrado em uma vala comum, somente
sendo transferido em 1930 para uma urna especia. Infelizmente, o
resultado da exumag&o dos 0ssos n&o foi publicado.

Uma das mais famosas |endas em todo mundo, a do |obisomem,
provavel mente surgiu deindividuos portadores de um tipo de porfiria,
provavelmente a porfiria congénita eritropoiéticat. Conhecida como
doenca de Giinther, € uma doenga rara autossdmica recessiva, resul-
tante da deficiéncia da uroporfirinogénio 11l sintase. Ocorre um
acimulo de uroporfirinogénio | e coproporfirinogénio | (Esquema
1) ocasionando fragilidade e fotossensibilidade da pele resultando
em cicatrizes e deformagdes cuténeas. Outro sintoma é a fragilidade
eritrocitaria levando a anemia hemolitica. Podem também ocorrer
hirsutismo, e descolorag@o de dentes, unhas e urina, tornando-os
vermelhos devido ao acimulo de porfirinas e deficiéncia no cresci-

mento, tornando os portadores raguiticos. Além disso, a gengiva e
os |&bios podem se retrair expondo mais os dentes. Esses sintomas
desfigurantes podem explicar parcialmente a lenda dos |obisomens
surgida na Idade Média.

Provavelmente a mais conhecida e temida associagdo com a
porfiria congénita eritrocitéria é a figura do vampiro. Vérios sinto-
mas dessa doenca podem estar associados aos comportamentos es-
tranhos atribuidos ao famoso Conde Drécula e a outros menos nota
veis portadores. No entanto, alguns autores alegam que tal associa-
¢80 ndo possui fundamentos e é imprecisa quanto aos sintomas atri-
buidos, uma vez que portadores de porfiria ndo desejam sangue, ndo
s80 mortos pela exposicdo aluz do sol e ndo possuem poderes espe-
ciaist. Talvez esses mitos tenham surgido com base nos portadores
de porfiria, mas acredita-se que grande parte sgja resultado daimensa
imaginacdo humana, capaz de exacerbar e atribuir fal sos sintomas.

Em razao dessas associagOes entre figuras famosas ou lendarias
e porfiria, comumente esse grupo de doencgas recebe nomes popula-
res como “doenca do vampiro”, “doencga do lobisomem”, “enfermi-
dade red” ou “doenca menta”.

PORFIRIAS QUE ACUMULAM ACIDO
5-AMINOLEVULINICO

O interesse principa da nossa pesquisa sao as porfirias que ndo
ocasionam lesBes cuténeas por fotossensibilidade e sdo caracteriza-
das pelo acimulo e excregdo urindria de acido 5-aminolevulinico
(ALA), o primeiro metabdlito da biossintese do heme (Esquema 1):
intoxicacdo por chumbo, tirosinemia hereditéria e porfiria agudain-
termitente (AIP)33, que discutiremos com mais detalhes abaixo.

INTOXICAGAO POR CHUMBO

A intoxicagdo por chumbo, também chamada de saturnismo ou
plumbismo caracteriza-se como uma porfiria adquirida. O chumbo
afeta a biossintese do heme, inibindo as enzimas ALA desidratase,
coproporfirinogénio oxidase e ferroquelatase, levando ao acimulo
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de ALA, coproporfirina e zinco protoporfirina (Esquema 1), As
concentracOes urinarias de ALA e de protoporfirina no sangue séo
consideradas indicadores biol dgicos da intoxicagdo por chumbo. O
estabelecimento de niveis minimos de chumbo no sangue para que
ocorra um aumento da excregdo urind&riade ALA pode ser importan-
te para andlises de dados experimentais epidemiol 6gicos como rela-
tados por Higashikawa et al.".

Costa et al.»® mostraram que trabal hadores expostos ao chumbo
apresentaram um nivel 6 vezes maior de concentragdo de ALA
plasmético e concomitante aumento dos niveis de protoporfirinal X,
atividade da superdxido dismutase (SOD), metahemoglobina e de
quimioluminescéncia urinéria®®. Esse quadro é consistente com a
hipotese deque 0 AL A poderiaestar promovendo estresse oxidativo*.

Os sintomas caracteristicos sdo anemia, insuficiénciarenal, fra-
gueza neuromuscular, ataques de apoplexia e coma'®, aém de efei-
tos genéticos®. Hermes-Lima et al.?! postularam que as espécies
reativas de oxigénio (ROS) produzidas pela oxidagdo do ALA pode-
riam estar envolvidas ha patogénese daintoxicagéo por chumbo (vide
item: O ALA e seu potencial oxidante). Véarios estudos relatam a
utilizag8o de antioxidantes no tratamento dos sintomas da intoxica-
¢&o por chumbo, como revisado por Gurer e Ercal®.

Além disso, aintoxicagédo por chumbo é considerada uma doen-
caocupaciond séria® e pode ser umafonte potencial, em &reas urba-
nas, de danos cerebrais, retardamento mental e problemas
comportamentais graves em bebés'®?*, Na Europa, por exemplo, o
encanamento de &gua nas casas que erafeito de chumbo, foi trocado.

TIROSINEMIA HEREDITARIA

A tirosinemia hereditéria, também conhecida como tirosinemia
hepatorenal, tirosinemia do tipo | ou tirosinose congénita, é causada
por umadeficiénciadafumarilacetoacetato hidrolase (FAH), aenzima
envolvida no Ultimo passo do catabolismo datirosina. Essa deficién-
cia resulta na produgdo aumentada de succinilacetona que compete
fortemente com 0 ALA nareagdo daALA desidratase e deste modo,
resulta num acumulo de ALA. As mutacGes no gene da FAH que
levam a tirosinemia sdo heterogéneas®.

Os sintomas sdo muito varidveis e incluem falha hepética aguda,
carcinoma hepatocelular, sindrome de Fanconi renal, cirrose,
glomeruloesclerose e crises de neuropatia periférica.

O diagnéstico dadoenca é feito pela presenga de succinilacetona
na urina ou no sangue. Muitos pacientes respondem a restricdo de
fenilalanina e tirosina na dieta. O transplante de figado cura as
manifestacdes hepéticas e previne as crises neuroldgicas. O trata-
mento com 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)1,3-cicloexanodiona,
(NTBC), uminibidor da4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (que par-
ticipa do catabolismo datirosina), normaliza as fungfes renais e he-
péticas. Ja foi reportada a correcdo da deficiéncia da FAH em
fibroblastos humanos em cultura por transferéncia génica mediada
por retrovirus®.

PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

A porfiria aguda intermitente também denominada porfiria sue-
ca, pirroloporfiria e porfiria intermitente aguda®?” é uma desordem
hereditaria autossdbmica dominante, relativamente rara, mas que é
encontrada em diversas populagdes’. Nos Estados Unidos, a inci-
dénciado defeito génico afeta entre 5-10 em cada 100 mil individu-
osenaAustrdlia3 em 100 mil®. Na Suécia, paisdemaior prevaléncia
da doenga, estimam-se 10 casos em cada 100 mil habitantes®.

O defeito primério da AlP esta no gene que codifica para a ter-
ceira enzima da sintese do heme, a PBG deaminase (PBGD), que
catalisa a sintese do hidroximetilbilano a partir do porfobilinogénio
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(Esquema 1). MutagBes nesse gene resultam em mudangas na se-
guiéncia de aminodcidos da proteina e delegdes em certas regides
que levam a diminuicdo da atividade da enzima.

Havérios métodos de diagndstico de Al P: averificagdo dadimi-
nuicdo da atividade da PBGD nos eritrécitos, encontrada em cerca
de 80% dos portadores de AIP®%, g andlise dos niveis de ALA e
PBG na urina, que quase sempre aumentam durante os ataques de
AIP>3 e também a andlise genética®. Dessaformatém sido utiliza-
dos diversos métodos, em conjunto com a identificagdo dos sinto-
mas clinicos e andlise do histérico familiar, para identificaco mais
precisa daAlP.

Apesar de haver varios métodos de diagnéstico, ainda ha difi-
culdade de identificacéo™® decorrente do fato da doenca permanecer
latente em muitos casos. Somente 20-50% dos portadores do gene
apresentam os sintomas clinicos, sendo que esses sintomas sdo muli-
to variaveis e comuns a outras doengas**. Geralmente 0s sintomas,
caracteristicamente intermitentes, aparecem apos a puberdade e sdo
mais comuns em mul heres do que em homens. Ha dtaincidénciade
atagues severos de dores abdominais seguidos de dores nas costas e
nos membros, vOmitos, constipacao, tagquicardia e fraqueza muscu-
lar. Hipertensdo € reportada em 40-60% dos casos®. Os sintomas
neurol 6gicos caracteristicos sdo atagues epil épticos e encefal opatia®
e manifestagdes psiquiétricas como ansiedade, insdnia, depressdo e
irritabilidade. Em atagues severos, podem ocorrer parandia, confu-
s80 e alucinagdes®.

A maioria dos ataques é precipitada por fatores enddgenos ou
exdgenos ambientais, porém a causa dos ataques permanece desco-
nhecida em cerca de 30% dos casos®.

Ha diversos fatores que podem levar aAlP |atente a se manifes-
tar, como certas drogas (sulfonamidas e barbituratos)®, hormdnios
sexuai s endogenos® ou exdgenos®, excesso de alcool, nutricdo ina
dequada®, estresse®, infecgdes®, fumo® e certas substancias quimi-
cas, como terpenos, solventes organicos, drogas lipofilicas®. Entre-
tanto a sensibilidade a esses fatores € muito varidvel entre os pacien-
tes e até mesmo em um mesmo individuo®. Sabe-se que as mulheres
s80 mais af etadas pela doenca havendo uma correlagdo entre os sin-
tomas clinicos e o ciclo menstrual“.

O mecanismo exato que leva esses fatores a precipitarem os ata-
ques que constituem os sintomas clinicos da doenca ainda néo é
consensual. Algumas drogas induzem citocromo P450 e aumentam
a demanda metabdlica por heme no figado, podendo levar a uma
inducdo daatividadedaALA sintase”. Porém, algumasdrogas, como
as sulfonamidas, parecem inibir diretamente a PBG deaminase, sob
um mecanismo independente da indugao de citocromo P450%.

O tratamento daAl P é baseado na profilaxia, em terapias especi-
ficas paradiminuir os niveis de precursores do heme e no tratamento
dos sintomas da doenca. Varios tipos de terapia tém sido propostos
para atenuar as sintomas daAlP®, como aingestéo de grande quan-
tidade de carboidratos®, a infusdo intravenosa de hematina®™, o uso
de heme arginato®?, de metaloporfirinas sintéticas®, zinco meso-
porfirina®, e outras drogas em estudo como propanolol, a 3,5,3-
triiodotreonina, esterdides, agentes quelantes®, cimetidina® e agen-
tes antioxidantes™.

Algumas doencas tém sido associadas A AlP. A hipertensdo e a
falharenal tém sido encontradas em muitos pacientes que sofrem de
AIPY. A hipertensdo tem sido associada a AIP durante os ataques
agudos, mas pouco se conhece da sua preval éncia como uma doenca
cronica. A hipertensdo pode contribuir para a patogénese da falha
renal crénica, reportada em pacientes portadores de Al P%.

Outra doenca que possivel mente pode estar associada aAlP é o
lupus eritematoso sistémico, onde ocorre a formag&o de anticorpos
antinucleares®. Porém, associacdo ndo € muito evidente, po-
dendo ser somente uma coincidéncia rara*.
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Alguns modelos animais ja foram descritos para estudos da
porfiria agudaintermitente, como o tratamento de ratos com injecdo
intraperitoneal de ALA® e o tratamento com succinilacetona metil
ester que inibe e aALA desidratase (Esquema 1)%t. Também ja foi
desenvolvido um modelo de rato por recombinacdo homéloga® para
estudos de porfirias agudas.

PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE E CARCINOMA
HEPATOCELULAR

A associagdo entre aAlP e o carcinomahepatocel ular (HCC) foi
primeiramente descrita por Lithner e Wetterberg®. Entre os 206 por-
tadores do gene da PBGD dlterado, foram encontrados 11 casos de
HCC (5%). Hardell et al.% relataram trés casos de AlP entre 83 paci-
entes com HCC (4%). Outro estudo revelou 5 casos de HCC em
duas familias com 15 portadores de A1P*. Em estudos de K auppinen
e Mustgjoki®, HCC foi a causa de morte de 6 dos 64 pacientes com
AIP (9%) e em 1 dos 18 pacientes com porfiria variegata. Esses au-
tores detectaram que pacientes com AlP apresentavam um risco 61
vezes maior de desenvolvimento de HCC. Gubler et al.® relataram o
caso de duas irmas portadoras de AIP que desenvolveram HCC.
Thunnissen et al.% reportaram um caso de um paciente homem de
67 anos que desenvolveu HCC sem exposi¢do a fatores de risco
ambiental, metabdlico ou viral; a Unica causa encontrada foi aAlP.
Andersson et al.® relataram também que HCC foi a causa da morte
de 27% dos pacientes com AlP, sendo mais comum em mulheres e
em pacientes sintométicos. Em um estudo com 650 pacientesde AP
acompanhados durante 7 anos, foram encontrados 7 casos de HCC,
sendo 4 mulheres e 3 homens®.

PATOGENESE DOS SINTOMAS

Vérias sdo as hipdteses levantadas para explicar a patogénese
dos sintomas associados a AlP: deplecdo de substrato de cofatores
provenientes da biossintese deficiente de heme; neurotoxicidade re-
sultante do excesso de precursores de porfirinas e deficiéncia
intracelular de heme 5384369,

Ratos deficientes em porfobilinogénio deaminase® que apresen-
tam caracteristicas bioguimicas de Al P, como o aumento daexcrecéo
urindria de ALA, desenvolvem neuropatias periféricas muito seme-
Ihantes &s porfirias agudas humanas sugerindo que a deficiéncia de
heme e a conseqiiente disfuncdo de hemeproteinas poderiam ser as
causas dessas neuropatias®. Jover et al.™ relataram uma diminuicao
da atividade e dos niveis de RNA mensageiro do citocromo P450
nesses ratos deficientes em PBGD, induzida por fenobarbital™.

Os efeitos tdxicos dos precursores de porfirinas produzidos em
excesso, comoALA e PBG, também poderiam explicar apatogénese
dos sintomas. Todos distirbios metabdlicos, caracterizados pelo
acimulo de ALA, sdo acompanhados por distdrbios neurol 6gicos
similares, como as quatro porfirias agudas, atirosinemia hereditaria
e aintoxicacdo por chumbo®.

A barreira hematoencefdlica é pouco permeavel ao ALA e a0
PBG, mas durante os ataques agudos de AlP essas substancias po-
dem ser detectadas no fluido cerebroespinhal, onde ndo sio detecta
dos em condigdes normais®727,

A concentragdo no tecido nervoso pode ser ainda maior quando
comparada aos niveis mais baixos no fluido cerebroespinhal, uma
vez que experimentos demonstraram que os neurdnios podem con-
centrar ativamente 0 ALA. Osataques agudos somente ocorrem quan-
do ha uma elevacdo das concentragdes deALA e de PBG. No entan-
to, h& pacientes que apresentam concentragfes elevadas mesmo nos
periodos sem sintomas. Nestes casos, as exacerbages sdo acompa-
nhadas de uma maior excregdo desses compostos®.
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Além disso, tém-se demonstrado que 0 ALA, gerado no figado e
namedula 6ssea, € capaz de atravessar a barreira hematoencefédlicae
se distribuir por outros 6rgdos®™. A administracdo aguda de altas
dosesde ALA em animais promoveu efeitos excitatorios transientes
e mudangas comportamentais*. Em um estudo realizado em huma-
nos, a infusdo de ALA por 92 horas elevou o nivel plasmético de
ALA até o encontrado nos atagues agudos. No entanto, nenhum sin-
tomafoi relatado™. ALA tambémfoi capaz deinibir aadenilato ciclase
em cérebros de ratos e humanos™.

Uma combinag8o entre estresse oxidativo, excesso de ALA e
deficiéncia de heme também poderia explicar os sintomas clinicos
daAlP*®. AIP pode ser considerada como umadoenca que levaaum
estado constante de estresse oxidativo com uma sobrecarga de radi-
caislivresperiodica. | sso pode acarretar ateragBes neurol dgicas agu-
das e, alongo prazo, lesbes hepdticas e renais. De fato, 0 ALA tem
sido relatado como sendo o agente principa no processo metabdlico
que leva as manifestagdes neurol 6gicas da doenga”.

Foi demonstrado, in vitro, que o ALA é capaz de gerar ROS
durante sua oxidag8o catalisada por ions ferro™” (vide item: ALA e
seu potencial oxidante). O ALA pode gerar ROS in situ que leva
riam alesdo de neurdnios e células da glia®. A vulnerabilidade po-
deria ser dependente do balanco entre os fatores geradores de ROS
(fatores que precipitam os ataques) e da defesa antioxidante.

Componentes chave nesse processo seriam as enzimas anti-
oxidantes, 0 “pool” de heme e o citocromo P450. Esse model o suge-
re que alguns fatores precipitantes dos ataques poderiam agir exa-
cerbando os efeitos deletérios das ROS. O uso terapéutico de heme
em AIP pode ser explicado também pelo fato do heme ser um dos
mais efetivos quelantes de ferro o que reduziria a agdo das ROS*®.

PATOGENESE DO CARCINOMA HEPATOCELULAR EM
PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

A causa da maior prevaléncia de HCC nos pacientes com AlIP
ainda ndo esta estabelecida.

Bengtsson et al.% sugeriram que o gene da PBGD poderia fun-
cionar como um gene supressor de tumor. No entanto, Bjersing et
al.& ndo encontraram nenhum alelo mutado ou perdido no gene da
PBGD, nem mesmo nos tecidos tumorais. Outra possibilidade re-
mota seria que a proteina truncada codificada pelo gene da PBGD
mutado poderia alterar a transcricdo do gene, como por exemplo
ligando-se a proteina p53. 1sso imitaria funcionalmente uma muta-
¢80 em p53 e seria consistente com as poucas mutagdes em p53 en-
contradas por Bjersing et al 8.

Outra alteracdo em pacientes com AlP durante os ataques € o
aumento de nivel's séricos de aminotransferases, indicando danos as
células hepéticas que poderiam estar relacionados a morfologia de
pré-cirrose e cirrose encontrados em v&rios casos estudados por
Andersson et al .°. A cirrose geralmente aumenta o risco de desenvol-
vimento de HCC; a destruicdo de células parenquiméticas e a
fibrinogénese, no processo cirrético, estimulam a regeneragdo celu-
lar e aumentam o risco de cancer®.

Qutra hip6tese sugere que 0 mecanismo de detoxificagdo do or-
ganismo fica alterado na AIP, levando ao acimulo de substéncias
carcinogénicas®.

Bengtsson et al.* sugeriram que as porfirinas seriam carci-
nogeénicas per se, umavez que aprincipa conseqiiéncia da mutagdo
no gene da PBGD deaminase € 0 acimulo de ALA e PBG. O carci-
noma hepatocelular foi encontrado somente em grupos de pacientes
com AlP que apresentavam excregdes urinarias de ALA e PBG ele-
vadas®. Pacientes sintométicos de Al P possuem um nivel de excregéo
urindria de PBG cinco vezes maior, e de ALA, trés vezes maior,
guando comparados a pacientes com Al P latente®. Além disso, HCC
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€ mais comum em pacientes sintométicos de AIP do que em laten-
tes®. Essas evidéncias suportam a hipdtese de que os precursores
poderiam ser carcinogénicos.

Qutra hipbtese a ser considerada no que se refere a maior inci-
dénciade HCC em Al P, seriaacombinacdo entre areducéo da quan-
tidade de heme livre, resultando em niveis mais baixos de P-450 e
outras heme enzimas importantes na defesa antioxidante, e 0 aumen-
to do estresse oxidativo proveniente do acimulo do AL A (videitem:
O ALA e seu potencial oxidante). As espécies reativas de oxigénio
produzidas poderiam atacar aleatoriamente 0 genoma das células
hepéticas e, eventualmente, algum gene relacionado ao estabeleci-
mento do processo carcinogénico.

Bjersing et al .8 investigaram mutagdes nos cddons 249 e 166 no
gene p53 em pacientes com HCC e AP em areas com baixa exposi-
¢do a aflotoxina B1 e ao virus da hepatite B. Nenhuma mutacao foi
encontrada no cédon 249 e a mutagdo no codon 166 somente foi
verificada em um tumor. Nenhuma mutagdo foi encontrada em H-
ras 12 ou 61%,

O ACIDO 5-AMINOLEVULINICO E SEU POTENCIAL
PRO-OXIDANTE

O ALA, o primeiro precursor do grupo heme acumulado em
pacientes sintomaticos de AIP, sofre enolizagdo sob pH bésico e
consequente oxidagdo catalisada por complexos de ferro gerando
ROS e o adeido &cido 4,5-dioxovalérico (DOVA) como produto
final™®® (Figura 1). Monteiro et al.® demonstraram que o0 ALA é
capaz de acel erar aconversdo daoxihemoglobinaametahemoglobina,
sendo oxidado neste processo. A intermediacdo de ROS na reagdo
foi evidenciada pelo efeito inibitério da superdxido dismutase e da
catalase®.

O mecanismo de oxidag&o do ALA, aformacdo do radical ‘OH e
de um radical centrado no carbono foram inferidos a partir de andli-
ses cinéticas e de ressonancia paramagnética el etronica (EPR)™. Es-
tudos utilizando folhas de aface e trigo como modelo para verifica
¢80 do mecanismo da agdo herbicida do ALA sob irradiacao®, de-
tectaram adutosderadicaislivres por EPR de espectro idéntico aguele

o
(o] H+
“NH, pKa=81 NH,
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atribuido por Monteiro et al.”. Varios estudos revelaram o potencial
oxidante do ALA sobre diferentes sistemas celulares*®.

Estudos realizados com mitocdndrias de figado de rato sustenta-
das com succinato na presenca de ALA, revelaram ateracles nas
propriedades mitocondriais como o colapso do potencial da mem-
brana, inchamento e liberacdo da taxa respiratoria na presenca de
jons cdcio. Catalase, SOD e o-fenantrolina inibiram tais processos,
indicando a participagéo de H,0, e ions ferro™#. A remogéo do Ca?*
pela adicdo de EGTA aboliu tanto o colapso do potencial da mem-
brana quanto o inchamento da mitocondria®.

Verces et al.% propuseram que a permeabilizaco da membrana
mitocondrial induzida por Ca?* na presenca de ALA seria mediada
pel o ataque de ROS a grupamentos tidlicos de proteinas damembra-
na mitocondrial, formando agregados proteicos de alto peso
molecular, resultando naformagao de poros ndo especificos. A liga-
¢do do Ca?* aos agregados proteicos desempenharia um papel im-
portante na abertura dos poros.

Hermes-Lima sugeriu um modelo de duas etapas paraexplicar a
participacdo do Ca* e das ROS naindugdo dos danos a mitocondria
promovidos por ALA. As ROS, derivadas da oxidagdo do ALA, pro-
moveriam a transicdo da membrana interna da mitocondria de um
estado nativo (impermeavel |) paraum estado suscetivel (impermea
vel 1), através da oxidacdo de grupos tidlicos de proteinas. A acdo
do Ca&* seria promover mudangas conformacionais nessas protei-
nas, levando a passagem para um estado permeavel através da aber-
tura de um poro na membrana interna da mitocondria®.

Pereira et al.® mostraram que o ALA também exerce um papel
pro-oxidativo in vivo: ratos tratados com ALA cronicamente sofre-
ram alteragBes metabdlicas, enziméticas e fisiolégicas, indicando o
aumento do metabolismo glicolitico associado ao dano mitocondria
do figado e do musculo esquelético estriado. Esses dados so con-
sistentes com os achados prévios de Biempica et al.®; analisando
amostras de bidpsia de figado de quatro pacientes com AlIP, estes
autores encontraram numerosas gotas de lipidios, abundantes granu-
los de ferritina, largos corpos de lipofuscina, mitocondrias com for-
mas alteradas e hiperplasia do reticulo endoplasmético liso e de
vacuolos autofagicos contendo mitocondrias bem preservadas. Es-
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Figura 1. Oxidagéo do acido 5-aminolevulinico (ALA) catalisada por complexos de ferro gerando espéciesreativas de oxigénio, NH,* e acido 4,5-dioxovalérico

(DOVA)
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sas alteracfes podem ser atribuidas ao extenso dano oxidativo ini-
ciado pelo ALA.

In vitro, ALA prejudica as fungdes mitocondriais de figado de
rato e in vivo, promove a perda das atividades da citrato sintase e da
SOD dependente de magnésio®.

Oteiza e Bechara® demonstraram que 0o ALA é capaz deinduzir
peroxidacao lipidica em lipossomos ricos em cardiolipinas e que tal
processo € inibido pela adicdo de a-tocoferol. AlteragBes na fluidez
da membrana e peroxidacao lipidica de microssomos e membranas
mitocondriais induzidas por ALA também foram inibidas por
mel atonina®™%2,

O efeito pré-oxidante do ALA também foi demonstrado em teci-
do cerebral de ratos. Ap6s duas semanas de tratamento com ALA
(40 mg/kg peso corporal) vérios parametros indicadores de estresse
oxidativo apresentaram niveis aumentados: atividade de CuZnSOD,
quantidade de ferro total, ferritina, carbonilas proteicas e captacdo
de Ca? por sinaptossomas corticais. Além disso, membranas
sindpticas apresentaram adteracdes de afinidade de ligagdo nos re-
ceptores de GABA, formagdo de grupos carbonilicos protéi cos, pro-
dutos reativos ao &cido tiobarbitlrico (TBARS) e dienos conjuga-
dos”. A inibicdo de adenilato ciclase por ALA em membranasisola-
das de cérebro de ratos e de humanos também foi relatada; a adi¢do
de antioxidantes como ascorbato, glutationaou Trolox® preveniu com-
pletamente tal inibicdo, indicando a participacdo de ROS™.

Céulasde ovario de hamster chinés (CHO) apresentaram inibicdo
da formacao de colbnias e de sobrevivéncia celular quando tratados
comALA. Foram observadostambém diminuicgo do nivel deglutationa
reduzida (GSH) e aumento dos niveis de glutationa oxidada (GSSG) e
malonaldeido (MDA). A adicdo de N-acetilcisteina foi capaz de
minimizar os efeitos sobre a sobrevivéncia celular e os nivels de GSH
e GSSG®. O ferro também desempenha papel importante nas lesdes
promovidas pelas ROS uma vez que esta envolvido na formaggo des-
tas, participa da oxidacdo do ALA* e também esta presente no niicleo
celular associado ao DNA%. O ALA foi capaz deinduzir aativagio da
proteina regulatéria de ferro citossdlico 1 (IRP1)® que controla a
homeostase do ferro celular®®® e que é reconhecidamente ativada por
alguns oxidantes®1%2, Deste modo, a ferritina, principal proteina
armazenadora de ferro no organismo, também pode estar envolvida
nas lesdes. Jafoi demonstrado que 0 ALA é capaz de liberar ferro da
ferritina através do anion superdxido gerado a partir de sua oxida
¢a0'%%1% A |iberag8o potencia mente deletériadeferro demicrossomas
induzida por ALA foi também observada por Minotti*®.

Rocha et al.® relataram que ratos tratados com succinilacetona
metil éster apresentaram aumento do nivel plasmético de ALA, do
nivel de ferro livre no figado e no cérebro. A mobilizacéo de ferro
também foi indicada pelo aumento de ferro plasmético e da satura-
¢do datransferrinano plasma. Aumento no nivel deferritinano figa-
do também foi relatado. Foram evidentes também indicacGes do
estresse oxidativo como o aumento dos niveis de carbonilas proteicas
reativas no figado, aumento de TBARS e da atividade de CuZnSOD
no cérebro. Esses dados corroboram com a hi pétese de que o aciimulo
do ALA natirosinemia e nas porfirias agudas poderia promover da-
nos bioldgicos dependentes de ferro que contribuiria para as
neuropatias e para os hepatomas relatados nos pacientes de AIP.

DANOSAO DNA PROMOVIDOS POR ACIDO
5-AMINOLEVULINICO E SEUS DERIVADOS

Danos ao DNA promovidos por espécies reativas de oxigénio
Nossos estudos demonstraram que 0 ALA é capaz de promover

quebras de fita smples no DNA plasmidial mediadas por ions Fe*.
A reducdo ou até a supressdo das quebras de fita simples por SOD,
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catal ase e &cido dietil enetriaminopentaacético (DTPA) indicaram cla-
ramente o envolvimento de uma série de reacdes bem conhecidas
(reacOes 1-5)%.

Ferro
ALA +0O,— — — DOVA +NH," + (0, , H,0,) (reagdo 1)

O, +0,+2H"——>H)0,+0, (reagdo 2)
Fe** (ferritina) + O,- — Fe**(ferriting) + O, (reacdo 3)
Fe* + H,0, Fe**+ OH + OH (reacdo 4)
‘'OH + DNA—— —— lesBes a0 DNA (reacéo 5)

A ferritinatambém poderia participar das reagdes envolvidas nas
lesbes ao DNA promovidas por ALA. O aumento do nimero de que-
brasno DNA plasmidial e da8-oxo-7,8-dihidroxi-2' -desoxiguanosina
(8-oxodGuo) em DNA de timo de bezerro incubados com ALA na
presenca de ferritina sdo indicios de que esta pode aumentar os efei-
tosdo ALA através daliberacdo do Fe?*, tornando-o disponivel para
participar da reagdo de oxidagao'”’.

Qutros resultados obtidos corroboram com a hipétese de que o
ALA poderia promover danos oxidativos a0 DNA. Foram detecta-
dos niveis aumentados, in vitro e in vivo, de 8-oxodGuo em DNA de
timo de bezerro e em DNA de 6rgéos de ratos tratados croni camente
com ALA¥, Dados descritos por Yusof et al.’®, demonstraram que
0 ALA é capaz de induzir a producgéo de 8-oxodGuo em células de
ovério de hamster chinés, indicando a participacéo das ROS através
da diminui¢do dos danos pela adicdo de SOD, catalase e N-
acetilcisteina. O aumento de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezer-
ro e em pulméo e bago de ratos tratados com ALA foram inibidos
pela adi¢cdo de melatonina, manitol e trolox®11,

V &rios estudos utilizam aformagéo de 8-oxodGuo como um indi-
ce de lesbes oxidativas a0 DNA por diversos agentes quimicos e fisi-
cos que produzem ROS, como agentes redutorest™, raios X2, ashes-
tos e H,0,"31, polifenol com H,0, e ion férrico™?, radiagéo
ionizante™®, H,O, na presenca de luz UV, azul de metileno na pre-
sencade luz', oxigénio singlete (*O,)"%, radiacéo gama*'* e diver-
S0s agentes mutagénicos, promotores de tumor? e carcinogénicos'?.

A medida de 8-oxodGuo em rins e figado foi utilizada em estu-
dos de exposi¢do ametais como o cobre, encontrando-se um aumen-
to significativo na formagdo da base modificada?'. Além disso, a
formacéo de 8-oxodGuo também foi utilizada como um indice para
avaliar o dano oxidativo a0 DNA de diferentes 6rgéos de ratos em
relacdo aidade'® e verificar ainfluéncia do fumo e da massa corpo-
ral em homens e mulheres'.

A relaco entre a geragdo de ROS in vivo e a carcinogénese tem
sido muito estudada'® e a formagdo de bases oxidadas como a 8-
oxodGuo pode estar intimamente envolvida no inicio de um proces-
S0 carcinogénico'®. Varias sio as evidéncias que reforcam a partici-
pacdo da8-oxodGuo como lesdo pré-mutagéni canacarcinogénese'?.

A presenca de 8-oxodGuo ho DNA molde causa umaincorpora
¢80 errdnea de nucleotideos no DNA replicado pela a-polimerase.
Quando a 8-oxodGuo esta antes de uma puring, aincorporacao erro-
neaé maisacentuada. Parece haver menor seletividade no nucleotideo
inserido opostamente a 8-oxodGuo™®. Wood et al.**! indicaram que
ainsercdo de uma pequena seqiiéncia de DNA contendo 8-oxodGuo
no lugar de dGuo no codon &mbar do gene do fago LacZ, aumentou
0 nimero de mutantes, com a ocorréncia de transversdo G — T no
sitio de lesdo. Resultados similares foram obtidos em estudo de
replicacdo de plasmidios utilizando uma lesdo de fita inica®® e um
fago vetor duplafitat®. Em células de mamiferos com a 8-oxodGuo
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posicionada em um Unico sitio em DNA epissomal foi observada
transversdo G — T®41%, Em ensaios in vitro de incorporagdo de
nuclectideos frente a 8-oxodGuo, utilizando diferentes polimerases,
foi observado que as enzimas envolvidas na replicagdo do DNA
(polimerase o, polimerase d e polimerase | 11) tendem ainserir adenina
frente a 8-oxodGuo, ja as polimerases envolvidas em sintese de re-
paro (polimerase 3 e polimerase | e polimerase y) tendem a inserir
citosina frente a lesao'®.

Paraque umalesdo ao DNA possaresultar em mutages eladeve
persistir durante os ciclos de replicagdo celular. Entretanto, para
manter a integridade do materia genético, a célula possui uma efi-
ciente maguinaria de reparo do DNA. Kasai et al.*** verificaram a
presenca de 8-oxodGuo apos irradiacdo das células Hel a e de figa-
do de camundongos com raios X ey. Analisando o DNA, em dife-
rentes tempos apos a irradiagdo, observou-se a redugdo progressiva
da quantidade de 8-oxodGuo, sugerindo o reparo do DNA.

Além da medida de 8-oxodGuo em DNA de figado de ratos tra-
tados com ALA, também foram obtidas medidas em baco erins. O
aumento de 8-oxodGuo em rins poderia estar relacionado a falha
renal cronica reportada em portadores de AIPY e aos distarbios re-
nais encontrados na tirosinemia hereditaria®.

In vivo, também reportamos um aumento de 5-hidroxi-2'-
desoxicitidina (5-OHCyd) em DNA de figado de ratos tratados com
ALA. A raz&o entre o aumento do nivel de 8-oxodGuo e o de 5-
OHdCyd (razéo = 3,6) € muito proxima a determinada no DNA de
timo de bezerro (razdo: 4,0). Isso indica o envolvimento de radicais
*OH ou espécies reativas de oxigénio relacionadas, produzidas via
reacOes como ade Fenton, também nas reagdes de oxidacdo do DNA
mediadas pelo ALA in vivo. De fato, também puderam ser detecta-
das vérias outras bases oxidadas, caracteristicas do ataque do radical
‘OH ao DNA¥ (Figura 2).

As formagtes de 8-oxodGuo e de 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopiridina (FapyGua) podem ser racionalizadas em termos
da adicdo inicial de ‘OH ao &omo C8 da guanina, seguidas pela
respectiva oxidagdo e reducdo do radical resultante 8-hidroxi-7,8-
dihidroguanil. 8-Oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiadenosina (8-oxodAdo)
€ produzida a partir da adenina através de um processo similar en-
volvendo a oxidacdo de um radical transiente 8-hidroxi-7,8-
dihidroadenil. A abstragéo do hidrogénio datimina pelo *OH déori-
gem &o radical centrado no metil, o qual reage com O, produzindo
5-(hidroxi-metil)uracila (5-HMUra) e 5-formiluracila (5-ForUra). A
5-hidroxicitosina (5-OHCyt) é produzida pela adicéo consecutiva de
*OH e umamolécula de oxigénio a duplaligacdo C5-C6 da citosina.
Isso leva a formagdo de uma mistura de isbmeros cis e trans de 5,6-
dihidroxi-5,6-dihidrocitosina (citosina glicdis). Subseguentemente,
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Figura 2. Estruturas moleculares de algumas das bases modificadas do DNA
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citosina glicéis podem ser convertidos tanto em 5-OHdCyt ou uracil
glicéis através de desidratacdo e deaminacdo, respectivamente. A
desidratacdo de uracil glicois origina 5-hidroxiuracila (5-OHUra)*.

Os mecanismos que poderiam aumentar os riscos de desenvolvi-
mento do processo carcinogénico em relagdo ao aumento de outras
bases oxidadas sdo semelhantes aqueles ja descritos para a 8-
oxodGuo. Apesar de haver mai s estudos referentes a mutagenicidade
€ ao reparo da 8-oxodGuo, as outras bases modificadas também po-
deriam levar a mutagdes, sendo que vérios sistemas de reparo para
algumas das lesbes também ja foram descritost14,

Ja é um consenso que eventos mutacionais estdo na origem do
processo de desenvolvimento do cancer. Tem sido proposto que um
fendtipo mutante pode estar envolvido em alguns pontos nos varios
estagios do processo carcinogénico+#. Este modelo foi confirma-
do pela associacdo entre o cancer coloretal hereditario e defeitos em
genes que codificam para proteinas de reparo “mismatch”#4°. O
impedimento dos mecanismos de reparo dos erros de replicagdo do
DNA pode originar umainstabilidade genética intrinseca. Esse pas-
soinicial da carcinogénese pode levar a mutagtes em oncogenes ou
inativaco de genes supressores de tumor alterando o controle de
crescimento celular. Um ataque oxidativo a genes envolvidos no re-
paro de bases oxidadas como a 8-oxodGuo poderia participar no
processo do cancer, iniciando ou acelerando certos passos pelo au-
mento da instabilidade genética de uma célula em particular®®,

Danos ao DNA promovidos por acido 4,5-dioxovalérico

Vé&ios aldeidos, como 0 MDA geetaldeido %51% compos-
tos dicarbonilicos®™* e uma série de aldeidos o.-3 insaturados!>*17,
tém sido estudados quanto a sua reatividade em relacdo ao DNA e
tém sido identificados como eficientes agentes al quilantes de bases.
Na maioria dos casos, o principal sitio reativo € o grupo amino
exociclico da guanina que é a base mais nucleofilicado DNA. Con-
siderando esses estudos, o produto final da oxidag@o do ALA, o
DOVA, sendo um a.-cetoal deido, poderiatambém formar adutoscom
0s grupos amino das bases do DNA. Defato, apartir dos experimen-
tos realizados pudemos estabel ecer o possivel mecanismo pelo qual
0 DOVA poderialesar o DNA*1%, Utilizando a dGuo como mode-
lo, foi demonstrado que o DOVA é capaz de se adicionar ao grupo
amino exociclico do anel de guanina (Esgquema 2). Inicialmente fo-
ram detectados dois adutos principais (1 e 2) produzidos a partir da
formag@o de uma base de Schiff entre o &omo de nitrogénio N?
exociclico da guanina e o carbono C4 do DOVA. Entretanto, arela-
tivainstabilidade da base de Schiff dos adutos DOVA-dGuo levou a
umareversdo a dGuo e DOVA por hidrolise. Deste modo, a caracte-
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Esquema 2. Estrutura e formag&o dos adutos DOVA-dGuo e seus produtos de reducdo

rizacdo dos adutos DOVA-dGuo por analises em ressonancia mag-
nética nuclear (RMN) e espectroscopia de massas (MS) requereu a
reducéo preliminar dabase de Schiff em um grupo amina secundaria
mais estavel. O mesmo procedimento foi realizado para a detecgdo
do aduto no DNA isolado de timo de bezerro.

Os adutos reduzidos 3 e 4 foram analisados separadamente por
cromatografia gasosa/espectroscopia de massas (GC/MS) apés
trimetilsililagdo. Os espectros de massa obtidos para os derivativos
TMS de ambos os adutos DOVA-dGuo reduzidos foram muito simi-
lares, sugerindo, juntamente com o espectro de absorbancia em luz
ultravioleta, que 3 e 4 eram diastereoisdmeros. A identificagdo do
pico am/z=653 como o ion molecular foi confirmado pela observa-
¢80 da perda do fragmento metil (m/z=638) que representa a frag-
mentagao cléssicaparacompostostrimetilsililados. Um ion am/z=393
(e seu derivado demetilado) correspondente & base protonada do
nucl eosideo também estava presente entre os principais picos do es-
pectro de massa. O peso molecular de 653 Da pode ser explicado
pela adicdo de quatro grupos trimetilsilil a 3 e 4 e uma perda adicio-
nal de uma molécula de agua.

A partir da andlise por espectroscopia de massas utilizando
ionizagdo por “electrospray” (ESI-MS), pudemos inferir o peso
molecular de 3 e 4 como sendo 383. 1sso poderia ser entendido como
um aduto DOVA-dGuo 1:1 que perdeu uma molécula de agua e ga-
nhou quatro &omos de hidrogénio. Esse Ultimo ganho € consistente
com areducdo da base de Schiff e do grupo carboxilico restante do
DOVA. A perda de uma molécula de &gua ocorre devido aformagdo
da base de Schiff. De fato, os dados do infravermelho mostraram
que um grupo carboxilato esta presente namolécula (v = 1605 cm?).
Duas bandas de vibrag&o foram observadas na regido da carbonila:
v (cm?) 1682 (C=0 da guanina), 1605 (-COO). Esses resultados
sugerem uma esterificagdo intramolecular ou umaamidagéo do gru-
po carboxilato como umaexplicagdo aternativa paraaperdade agua
naformagdo de 3 e 4. A estrutura proposta também confere com as
caracteristicas dos espectros dos adutos reduzidos 3 e 4 obtidos na
andlise por *H-RMN. Os espectros foram quase idénticos, como ja

haviasido também observado nas andlises por espectroscopiade mas-
sas. As diferencas nos respectivos deslocamentos quimicos dos
prétons de 3 e 4 foram menores que 0,05 ppm e a multiplicidade de
todos os sinais foram idénticos para ambos os compostos. Obser-
vou-se também sinais correspondentes aos prétons da hidroxila ndo
trocaveis da 2'-desoxirribose, inferidos pelo experimento de COSY
2D, confirmando que 3 e 4 sdo derivados de nucleosideo. A similari-
dade entre as caracteristicas do espectro de *H-RMN do anel da2'-
desoxirribose da dGuo e do espectro dos adutos 3 e 4 também foi
encontrada no espectro de *C-RMN.

Deste modo, os adutos 3 e 4 foram caracterizados como dois
diastereoi sbmeros dos produtos reduzidos da base de Schiff produ-
zida pela adicdo do DOVA ao grupo N?-amino da dGuo como pro-
posto no esquema 2. Um intermedi&rio dessareacdo pode exibir uma
estrutura diol como os adutos gerados pela reacdo do glioxa e seus
derivados com compostos contendo guanina'®%, No entanto, no
caso do DOVA, ocorre a desidratag@o da ligagdo —-NH-C-OH-, le-
vando a formagdo da base de Schiff. Essa reacdo foi evidenciada
pela formagéo de adutos similares em DNA isolado de timo de be-
zerro incubado com DOVA. Isso indica que o envolvimento do gru-
po amino N? exociclico da guanina no pareamento com a citosing,
nado impede a adicao nucleofilicaao grupo cetonado DOVA. A rela
tiva instabilidade dos adutos DOVA-dGuo poderia ser compensada
pela eficiéncia da reacdo de adicdo do DOVA adGuo. Além disso, é
provavel que a estrutura de dupla fita do DNA estabilize os adutos
formados. O nome oficial do aduto reduzido formado entre 0o DOVA
e adGuo é acido 4-[ [9- (2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)- 6,9-
dihidro-6-oxo-1H-purina-2-il] amino] -5-hidroxival érico®+1¢,

Outros al deidos que também induzem formag&o de bases de Schiff
no DNA s30 conhecidos mutagénicos'®. Glioxal e outros com-
postos a.-di carbonilicos também sdo mutagéni cos'™ e ficientesagen-
tes alquilantes do grupo amino N? exociclico da guanina®>" . O
acetaldeido é capaz de promover aberragbes cromossdmicas em cé-
Iulas de mamiferos em culturat™12, Também deve ser enfatizado que
os adutos acetaldeidos de guanina com estrutura de base de Schiff
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foram recentemente detectados em cél ul as sangiiineas de humanos e
podem estar relacionados com os efeitos carcinogénicos atribuidos
a0 alcool .

Adutos estavels formados a partir do crotonadeido, também ja
foram detectados in vivo, sendo, entretanto, reparados lentamente'™.
Os etenoadutos produzidos a partir de diversos compostos
carcinogénicos e produtos da lipoperoxidagéo, como certos aldeidos,
também sdo capazes de produzir substitui¢ies de basesem DNA. In
Vitro as eteno bases sdo reparadas por DNA glicosilases de mamife-
rosi#178 e por extratos de cél ul as de ratos'™ ou humanas'®. Etenoaduto
de timina é removido por uma DNA glicosilase humana especifica
para timina'’®. A inibi¢do dessas enzimas de reparo ou a fata de
expressdo em certos tipos celulares leva ao acimulo ou persisténcia
de alguns etenoadutos em DNA de alguns tecidos e células de roe-
doresl81,182.

A formagdo e deteccdo de adutos promovidos por ROS e por
produtos da peroxidagdo lipidica tém sido cada vez mais estuda-
das'®1% e sua correlagcdo com a carcinogénese cada vez mais rele-
vante® 8, Deste modo, a formagdo de adutos entre o DOVA e a
dGuo constitui maisum dano ao DNA, entre os promovidospoALA,
poderiam levar a mutagénese'®.

Danos ao DNA promovidos por derivados de dihidropirazina

Durante a biossintese do grupo heme, o ALA sofre uma
dimerizacdo com a eliminag&o de duas moléculas de &gua originan-
do o porfobilinogénio®. Entretanto, como reportado em diversos
estudos sobre os produtos da condensagdo ciclicado ALA, estando
éaunicaformapelaqual duas moléculas de ALA podem condensar

para produzir produtos ciclicos'®. Foi observado que a dimerizacdo
ciclica do ALA a pH 5-6 gera exclusivamente um derivado de
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dihidropirazina, o acido 3,6-dihidropirazina-2,5-dipropantico
(DHPY) (Esguema 3).V &rios estudos mostram que alguns derivados
de dihidropirazinas podem causar quebras de fita em DNA
plasmidial*®* pela geracdo de radicais ‘OH e centrados no carbo-
no*21%, Duas moléculas de ALA condensam através de uma reagdo
amino-carbonil para formar o DHPY, seguida por uma oxidagdo
mediada por Cu? gerando o0 &cido pirazina 2,4-dipropandico (PY)
acompanhada pela redugéo do Cu** a Cu* eaformagéo de H,O, pela
dismutaggo do &nion superdxido. O H,O, reage subseqiientemente com
o Cu* paraformar OH™* e/lou um radicd cripto-OH como o complexo
Cu-peréxido (Esguema 3), causando os danos a0 DNA, Esses da-
nos podem ser facilitados pela alta afinidade do cobre ao DNA™,

Nossos trabal hos demonstraram que 0 DHPY é capaz de induzir
quebras no DNA plasmidia e aumento da formagdo de 8-oxodGuo
em dGuo. Essesdanosforam diminuidos pelaadicéo de batocuproina,
um quel ante de metais, das poliaminas esperminaou espermidinaou
de enzimas antioxidantes como a SOD e a catalase™®. Considerando
gue concentragtes micromolares de DHPY sdo suficientes parain-
duzir danos ao DNA, aformag&o de DHPY constituiria outro meca-
nismo adicional indireto pelo qual o acimulo de ALA poderia lesar
0 DNA, levando a mutagGes e possiveis alteracoes celulares que le-
variam ao estabelecimento de um processo carcinogénico.

DANOSAO DNA MITOCONDRIAL PROMOVIDOS POR
ACIDO 5-AMINOLEVULINICO

O DNA mitocondrial pode ser considerado um alvo significati-
Vo das espécies regtivas de oxigénio''.

Yakes e Van Houten!® relataram que os danos ao DNA
mitocondrial sd0 mais extensos e persistem por mais tempo que 0s
danosao DNA nuclear em fibroblastos humanos submetidos aestresse
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Esquema 3. Mecanismos propostos de indugéo de lesdes ao DNA mediada pelo acido 3,6-dihidropirazina-2,5-dipropandico (DHPY) na presenca de cobre
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oxidativo gerado por H,O,. Estudos de Ames et al.™* revelaram que
0 DNA mitocondrial de ratos mais velhos apresenta mais danos que
0 de ratos mais jovens.

Salazar e Van Houten®® relataram também um aumento nos da-
nos ao DNA mitocondrial em células tratadas com H,O,. Jafoi de-
monstrado também que os produtos da peroxidagao lipidica podem
atacar o DNA mitocondria® e que este é mais susceptivel que o
nuclear a alquilagao®22%, Niranjan et al.?* demonstraram que a ad-
ministragdo do carcindgeno hepético aflatoxina B1 a ratos resulta
em ligagdo covalente a0 DNA mitocondrial do figado em concentra-
¢Bes de trés a quatro vezes maiores que a0 DNA nuclear, permane-
cendo inalterada mesmo ap6s 24 horas.

Esses dados indicam que o DNA mitocondrial seria mais sus-
ceptivel que o nuclear ao ataque por ROS. De fato, Richter et al.?®
relataram maior quantidade de 8-oxodGuo em DNA mitocondrial
em relacdo ao nuclear apos tratamento de mitocdndriasisoladas com
raiosy. Vérias sdo as razdes para se acreditar na maior susceptibili-
dade do DNA mitocondrial aos danos oxidativos; a mitocondria con-
some mais de 90% do oxigénio celular e acadeiarespiratoria € uma
fonte continua de ROS™; o DNA mitocondrial ndo possui histonas,
estando mais susceptivel ao ataque por ROS que o0 DNA nuclear. O
genoma mitocondrial possui poucas seqiiéncias ndo codificadoras e
ndo possui introns. Além disso, a mitocondria é menos eficiente no
reparo de danos a0 DNA e erros de replicagéo que o niicleo®.

A mit6condria parece ndo possuir reparo por exciséo de
nucl eotideos™®, Entretanto é capaz de reparo por excisdo de ba-
ses?®, Ja foram identificadas trés uracil DNA glicosilases?'®?2, duas
endonucl eases especificas parasitios apurinicog/apirimidinicose uma
DNA ligase®® que podem ser responsdveis pelos baixos niveis de
lesdes oxidativas em condicBesfisiol dgicas™. Jafoi identificadauma
endonuclease especifica para danos oxidativos em mitocondria de
figado deratos, que é especifica para 8-oxodGuo e sitios abasicos no
DNA dupla fita?®. Estudos imunol6gicos localizaram o produto do
gene OGG1 humano em mitocondrias®s. Myers et al.?® demonstra-
ram que OS-metil-2"-desoxiguanosina pode ser reparada na
mitocdndria por uma proteina codificada no nlcleo e transportada
para mitocondria.

Outros estudos também sugerem que a mitocdndria pode ter re-
paro por recombinacdo; DNA mitocondrial de hamster foi capaz de
reparar lesdes induzidas por cisplating?’’, ensaios in vitro também
apresentaram recombinag&o entre plasmidios utilizando extratos de
proteina de mitocdndrias humanas?®.

Vérios estudos correl acionam as alteragOes funcionais e estrutu-
rais namitocondria e os danos ao DNA ao envel hecimento celular®®
€ Com O Processo carcinogénico'®?, Alteracfes na estrutura, nas
funcBes e no nimero de mitocdndrias, conjuntamente com atas ta-
xas glicoliticas j& foram reportadas em algumas linhagens celulares
tumorai 2. A toxicidade de agentes oxidantes sobre amitocondriae
seu DNA também tem sido relacionada ao processo carcino-
génico'®®, QOutros fatores como a reagdo preferencia de carcino-
genos com DNA mitocondrial em relagdio ao nuclear?1202204205 @ g
relacdo diretaentre a poténciacarcinogénicade umasérie de N-hidro-
xiacetilaminofluorenos em ratos e sua capacidade de afetar a
fosforilag8o oxidative???, também tém indicado que a mitocdndria
pode exercer um papel importante nos danos celulares quimicamen-
te induzidos e relacionados com o o desenvolvimento do cancer.

Ja foi demonstrado que o ALA também é capaz de alterar as
fungdes mitocondriais através da producdo de ROS™% e higpsias
de figado de pacientes portadores de porfirias apresentaram atera-
¢Oes estruturais em mitocOndrias®.

Dentro deste contexto, o maior nimero de |esdes encontradas no
DNA mitocondrial em relagdo ao nuclear em células tratadas com
ALA (Onuki et al., em preparagdo), indica que danos a mitocondria

Danos ao DNA Promovidos por Acido 5-Aminolevulinico 603

também poderiam contribuir paraos mecanismos envolvidosnamaior
incidéncia de HCC em pacientes com AlP.

Vérias sdo as hipodteses para explicar como as mutages no DNA
mitocondrial poderiam contribuir parao processo carcinogénico'®’ 2,
Entretanto, no caso do acimulo do ALA, a hipdtese mais plausivel
seria a conexdo entre a deficiéncia respiratoria de mitocéndrias
mutantes e aliberacdo aumentada de ROS e de produtos secundérios
da peroxidacdo lipidica para o citossol, expondo o nicleo e outros
componentes celulares a espécies citotoxicas. Aumentando o
estresse oxidativo, as mutagdes no DNA mitocondrial, induzidas por
agentes carcinogénicos, poderiam amplificar os danos ao DNA nu-
clear e aumentar a probabilidade de ativacdo de oncogenes ou
inativagdo de genes supressores de tumor'®’. M utagtes mitocondriais
gue aumentam o0 estresse oxidativo, também poderiam influenciar a
proliferagcdo celular através de alteragBes no armazenamento de cél-
cio ou na sinalizagdo celular®®.

MUTAGENICIDADE DO ALA E DO DOVA

Diversos agentes enddgenos e exdgenos podem levar a danos ao
DNA, como modificagBes de bases, quebras em cromossomos,
delectes, inversdes, etc.1284, As ROS e os a deidos produzidos du-
rante a peroxidagdo lipidica sdo considerados agentes importantes
na inducdo de lesdes ao DNA#* que podem levar a mutactes que
tém sido relacionadas com o desenvolvimento do cancer26.183.188.225,

A célulapossui inimeros sistemas enziméti cos responsaveis pelo
reparo de lesBes ocorridas no DNA, inclusive as oxidativas!'®14222,
Entretanto, se houver um excesso de lesdes, ha uma maior probabili-
dade de dteragBes no DNA, como mudangas conformacionais na sua
estrutura, bloqueio e erros durante a replicacdo. Essas lesdes podem
levar a0 aparecimento de mutagies, ou sgja, aincorporacdo errdneade
bases no DNA que pode ser perpetuada na divisio celular.

Ja € um consenso que eventos mutacionais estéo na origem do
processo de desenvolvimento do cancer. Tem sido proposto que um
fendtipo mutante pode estar envolvido em aguns pontos nos véarios
estégios do processo carcinogénico4. MutagBes em oncogenes ou
em genes supressores de tumor, alteram o controle do crescimento
celular, iniciando ou acelerando certos passos que contribuem para o
estabelecimento de um tumor¥. Danos a genes envolvidos no reparo
de bases oxidadas também podem aumentar a instabilidade genética
da célula, contribuindo para o0 processo carcinogénicot L,

Como ja descrito, 0 ALA promove inlmeras lesdes a0 DNA,
como quebras de fita em DNA plasmidial’® e o aumento de bases
oxidadas do DNA in vitro® ein vivo'®; seu produto final, o aldeido
DOVA, também pode reagir com dGuo, formando adutos de DNA.
Ja foi relatado que o ALA é capaz de induzir aberragfes
cromossdmicas em hepatécitosderatos?? e o potencial carcinogénico
do ALA tem recebido atencéo adicional com a utilizagdo do ALA
como um agente fototerdpico 2221,

Vérias metodologias tém sido desenvolvidas para determinar o
potencia carcinogénico de diversas substancias; um dos testes mais
empregados é o Teste de mutagenicidade por Salmonella/
microsuspensdo, mais conhecido como Teste de Ames.

O Teste de Ames, desenvolvido por Ames e colaboradores™, con-
siste basicamente na utilizacdo de linhagens da bactéria Salmonella
typhimurium, para detectar mutagBes causadas por diversos agentes
fisicos e quimicos. Conforme a linhagem utilizada, o ensaio é capaz
de detectar diferentes eventos mutacionais. mutagdes por substituicéo
deparesdebases, por mudangano quadro deleituraou por del eches®™.
As linhagens utilizadas podem ser modificadas de modo a tornalas
mais sensiveis, permeévelsamol écul as grandes e também mais susce-
tiveis amutacOes devido a modificagdes genéticas que levam a defici-
éncia de sistemas de reparo de lesdes a0 DNAZ,
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O potencial carcinogénico das substancias € determinado pela
presenca de mutactes no DNA da bactéria. Essas alteracfes sdo de-
tectadas através de mutagOes reversas da mutagdo no operon da
histidina que torna a bactéria auxotrofica para histidina. Se o agente
for capaz de reverter essa mutagdo, a bactéria, dita revertente, € ca-
paz de crescer sem a presenca de histidina.

Diversas cepas de Salmonella typhimurium s3o utilizadas no Tes-
te de Ames. Cada uma possui caracteristicas proprias que as tornam
mais 0u menos suscetiveis aos diversos agentes quimicos e/ou fisicos,
sendo capazes de detectar diferentes tipos de mutagdes. As cepas uti-
lizadas no Teste de Ames também detectam agentes que causam muta:
¢Oes indiretas no DNA através da utilizagdo de sistema de ativagéo
metabdlica (S9), que consiste num extrato de figado de rato.

A fungdo primordial das diferentes linhagens € detectar e carac-
terizar os danos a0 DNA, sem que sgja considerado um modelo de
processos de mutagdes operantes em células de mamiferos. A corre-
lacdo que se pode fazer é que os eventos mutacionais ocorridos na
bactéria e em células de mamiferos sdo ambos decorrentes de danos
a0 DNA celular®,

As linhagens TA102 e TA104 carregam a mutagdo nonsense (-
TAA-) no sitio de reversdo que esta presente em uma Unica copiano
cromossomo (TA104), ou em mdltiplas copias em plasmidios
(TA102). Ambas as linhagens foram originalmente desenvolvidas
para detectar perdxidos e outros oxidantes. V &rios agentes oxidantes
mutagénicos ja foram testados como raios-X, bleomicina, H,O, e
outros hidroperoxidos; aldeidos como formaldeido, glioxal,
glutaraldeido, malonaldeido e psoralenos'®92%2%, Esses compostos
s80 pouco ou hdo sdo detectados em linhagens que contém os pares
C:G no sitio de reversdo.

Outro teste utilizado para determinar a mutagenicidade de com-
postos é o Cromoteste, que detecta danos ao DNA através da verifi-
cacdo daindugdo da resposta SOS.

O sistemade resposta SOS (“error-prone repair” )" constitui um
dos varios sistemas de reparo atuantes na célula bacteriana: reparo
por excisdo de bases, reparo por excisdo de nucleotideos™, fotor-
reativacdo e reparo por recombinagdo®e.

Esse sistema de reparo possui uma importancia consideravel no
aparecimento de mutagdes, uma vez que é induzido por lesdes* e
leva aincorporagdo erronea de bases no DNA como um mecanismo
para evitar 0 bloqueio da replicagdo, garantindo a sobrevivéncia da
bactéria
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Deste modo, as mutagtes no DNA bacteriano promovidas pelos
diferentes compostos podem ser acessadas através da indugdo dares-
posta SOS. A linhagem Escherichia coli PQ37 foi desenvolvida como
organismo indicador dessaindugdo. A deteccdo ocorre através da pre-
senca do gene estrutural da B-galactosidase (3-gal) sob o controle do
operador do gene sfiA, um dos responsaveis pela filamentacédo
bacteriana, umadas respostas SOS. NaE.coli PQ37, asintesede 3-ga
sO ocorre quando o gene sfiA € induzido, uma vez que o gene lacZ
normal desta cepafoi deletado. A E. coli PQ37 possui ainda as muta-
¢Bes uvrA e rfa que aumentam a sua sensibilidede, a primeira por
torné-la deficiente em reparo por excisdo, e a segunda por permitir a
entrada de substancias quimicas normalmente ndo difusiveis em uma
célulade E.coli selvagem.

Diversos compostos que também induzem a formag&o de adutos
em DNA jaforam testados quanto a sua mutagenicidade pelo Teste de
Ames e pelo Cromoteste. Crotonaldeido promoveu o crescimento de
940 revertentessmmol em linhagem TA104'% e de 1952 revertentes/
mmol em TA100?* e também induziu resposta SOS no Cromoteste
em PQ37%*, O tratamento de TA 104 com 2-hexendl induziu 460
revertentes/iumol*® e 980 revertentes'mmol na linhagem TA 10074,

A mutagenicidade do ALA e do DOVA foi detectada na linha-
gem de S. typhimurium TA104 sem ativacdo metabolicae 0 ALA foi
capaz de induzir a resposta SOS em E. coli PQ3724224,

A Figura 3 resume os possivei s diferentes mecani smos de | esdes
ao DNA promovidas por ALA relatados nestarevisdo, que poderiam
levar a mutag6es, constituindo o passo inicial de promogdo de um
processo carcinogénico. Esses processos poderiam ser conectados a
maior incidéncia de HCC em pacientes sintomaticos portadores de
AIP.

CONCLUSOES

O é&cido 5-aminolevulinico, o primeiro precursor do grupo heme,
acumula-se principa mente no figado de pacientes portadores de Al P,
em concentragdo que pode alcancar 0ito ou mais vezes que a do
nivel plasmético®. Devido a producdo de ROS durante sua oxida-
¢80, 0 ALA pode ser visto como um pro-oxidante endogeno’, cau-
sando danos a diversas biomoléculas*®. De fato, ha vérias evidénci-
as do seu potencial pro-oxidante, principalmente na presenca de
metais de transicéo*®. Deste modo, 0 ALA pode estar relacionado
as manifestagBes clinicas da AIP1%, inclusive a maior incidéncia

DOvVA

00C.

>

oH oxidada

N
B4

Quebra
de fita

\

Figura 3. Possiveis mecanismos de danos ao DNA induzidos por acido 5-aminolevulinico (ALA) associados a sua mutagenicidade
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de HCC®2%+6" uma vez que a producdo de ROS tem sido constante-
mente relacionada a iniciagdo e a promogéo do canceri?s24-247,

O ALA possui potencia pro-oxidante e é capaz de promover
lesBes a0 DNA28, como quebras de fita em DNA plasmidial'®, au-
mento dos nivels de vérias bases oxidadas in vitro e in vivo'®¥,
além da formacdo de adutos entre a dGuo e o DOVA, produto final
de oxidag&o do AL A e das|esbes promovidas peladihidropirazina,
produto da dimerizagdo do ALA. O &cido 5-aminolevulinico e o
DOVA também foram capazes deinduzir aumento de mutagenicidade
em S. typhimurium TA104 e resposta SOS em E. coli PQ372422%,

Considerando todos esses danos a0 DNA promovidos pelo ALA
e seus derivados, podemos estabel ecer uma possivel conexdo entre a
concentracdo elevada de ALA, os metais de transi¢go, aldeidos e o
processo de displasia celular®®, E bem documentado que ions de
metais de transi¢do, como o ferro, podem exercer um papel impor-
tante na geracdo de quantidades deletérias de ROS causando, deste
modo, mudangas patolgicas. Varios casos de cancer de figado tém
sido relatados em pacientes com acumulo de ferro. Deste modo, o
aumento da geragdo de ROS pode levar a danos oxidativos e ser
potencialmente carcinogénico'?2224424%5  DNA de figado pode ser
um alvo crucial paraasROS geradaspelaoxidacio doALA catalisada
por metais e os ions de Fe?* podem intensificar os danos a0 DNA
induzidos por ALA in vivo. O grande acimulo de Fe*-ferritina ob-
servado no citoplasma de hepatécitos de pacientes com AlIP® pode
ser uma fonte potencia de ions Fe** pois 0 O, e o radica enail
gerados pelo ALA podem liberar Fe?* da ferritinal®%, e também,
possivelmente, cobre da ceruloplasmina

Anormalidades no metabolismo das porfirinas, que inclui o
acimulo de ALA, foram previamente implicadas na patogénese de
HCC%2%, Bengtsson e Hardell® propuseram duas hipéteses para
explicar esta associagdo: primeiro, uma mutacdo de ponto no locus
do gene da porfobilinogénio deaminase, presente no braco longo do
cromossomo 11, pode estar ligada com a ativagdo do oncogene res-
ponsével pelo desenvolvimento do HCC. Segundo, as porfirinas por
S proprias poderiam ser carcinogénicas.

Considerando os resultados apresentados referentes as leses a0
DNA, uma terceira proposta de bases moleculares para explicar as
recentes associagdes do HCC com aAl P pode agora ser sugerida?®2%,

EmAIPR o0 ALA é superproduzido primariamente como resultado
da baixa atividade da PBGD (Esquema 1) grandes quantidades de
ALA sdo acumuladas cronicamente no figado, provavelmente na
mitocdndria, durante anos®; o ferro cronicamente acumulado nos
hepatdcitos de pacientes com AIP participa da oxidagdo do ALA, o
ALA também pode sofrer dimerizagdo ciclica, formando o DHPY,
conjuntamente esses sistemas produzem H,0,™ que leva a geragéo de
radicais"OH in situ promovendo o ataque ao material genético (DNA
nuclear e/ou mitocondrial) levando a formagdo de:

(i) hidroxilag&o de bases;

(if) quebras defita;

(iii) bases do DNA alquiladas pelo DOVA, gerando adutos.

Essas lesBes ao DNA podem ser potencialmente mutagénicas,
constituindo o primeiro passo para o estabel ecimento de um proces-
so carcinogénico (Figura 3).

Apesar das concentragdes utilizadas nos experimentos serem da
ordem de milimolar, devemos considerar que ainda ndo se determi-
nou para cada tipo de célula e organela qual a quantidade de ALA
realmente captada. Além disso, os experimentos realizados in vivo,
com animais modelo, mostram os efeitos do tratamento com ALA
por 15 dias; enquanto nos pacientes, os possiveis efeitos da altera-
¢do da concentragdo do ALA seriam provavel mente decorrentes de
um tempo de exposi¢do bem mais prolongado.

Em conclusdo, niveis aumentados de ALA cronicamente, em
pacientes com AIP, podem desempenhar um papel importante nos
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danos ao DNA. A formag&o de bases oxidadas e alquiladas poderia
desencadear processos mutagénicos levando a um maior risco de
desenvolvimento de um carcinoma hepatocelular nesses pacientes.
O conhecimento sobre a patogénese do cancer € um pré-requisi-
to bésico para a prevencdo e tratamento do mesmo; o estudo do po-
tencia pro-oxidante do ALA pode servir de modelo na tentativa de
melhor compreender a participaggo das ROS e dos aldeidos nos da-
nos ao DNA relacionados ao estabelecimento de um processo
carcinogénico, tanto em AIP, quanto em outras doencas (Figura 4).
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Figura 4. Participagdo do ALA na promocédo de danos em DNA entre
possivels fontes endégenas de geragéo de espécies reativas de oxigénio e
aldeidos
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