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STRESS OXIDATIVO E DANO NO DNA NA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Marta S. S. Ribeiro Teixeira!

RESUMO

A doenga inflamatdria intestinal (DII) é uma patologia crénica associada ao aumento do risco de carcinoma colorretal (CCR). Este risco estd relacionado com o
stress oxidativo que acompanha o processo inflamatério crénico verificado no intestino destes doentes. O stress oxidativo, entre outros aspetos, pode causar danos
cumulativos no DNA, de forma direta ou indireta, esta através da peroxidagao lipidica. O stress oxidativo pode igualmente comprometer a resposta antioxidante e
os mecanismos de reparagdo do DNA. Estes fenomenos, em conjunto, parecem contribuir para a mutagénese e, consequentemente, para o processo de carcinogénese
associado a DIIL No futuro, a dete¢do destas lesdes pode contribuir para o rastreio, diagndstico, tratamento e seguimento de doentes com DII e risco aumentado de
CCR. Neste trabalho apresenta-se uma revisao dos principais mecanismos através dos quais o stress oxidativo pode condicionar dano no DNA em doentes com DII.
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OXIDATIVE STRESS AND DNA DAMAGE IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic condition that increases the risk of development of colorectal cancer (CRC). Chronic inflammation is a hallmark
of IBD and leads to oxidative stress, which causes DNA damage directly or by lipid peroxidation. Further, oxidative stress impairs DNA repair mechanisms
and the antioxidant response. Altogether these mechanisms induce a mutant phenotype, which may contribute to the carcinogenesis associated with IBD. In
the future, the identification of these DNA lesions can be useful to the screening, diagnosis, treatment and follow-up of patients with IBD, namely those with
high risk of CRC development. This paper reviews the most important mechanisms by which the oxidative stress damages the DNA in patients with IBD.
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INTRODUCAQ

A DII é uma patologia inflamatdria crénica, cuja
etiologia ndo estd totalmente esclarecida, e que en-
globa duas entidades distintas, a Colite Ulcerosa
(CU) e a Doenga de Crohn (DC).
Desde ha muito que se conhece a relacdo entre a
inflamagéo e o aumento de risco neoplasico. Sdo
varias as neoplasias que surgem em contextos in-
feciosos e inflamatdrios crénicos." Também na DII,
os dados epidemioldgicos demonstram o aumento
de risco de CCR.? Contudo, 0s mecanismos através
dos quais o ambiente inflamatdrio poderd levar ao
desenvolvimento neoplésico ndo foram ainda total-
mente esclarecidos.® O risco parece estar relaciona-
do com o stress oxidativo que acompanha o proces-
so inflamatério crénico intestinal nestes doentes.
Entre outros aspetos, o stress oxidativo podera con-
tribuir para danos sucessivos no DNA, como resul-
tado do desequilibrio entre radicais livres, atividade
antioxidante e mecanismos de reparagio do DNA.*
Uma revisdo recente de dados epidemioldgicos
mostra que a prevaléncia da CU na Europa podera
atingir 505 por 100000 pessoas e que a prevaléncia
daDC rondara os 319 por 100000 pessoas.’ Estudos
levados a cabo em meados do século XX demons-
traram uma maior incidéncia e prevaléncia da DI
no norte da Europa e nos Estados Unidos da Amé-
rica, contrastando com o verificado no sul desses
continentes e em alguns paises ditos em desenvol-
vimento. Contudo, dados mais recentes sugerem
que essa diferenca geografica se tem vindo a esbater,

enfraquecendo a hipétese do entdo chamado gra-
diente norte-sul.** Em Portugal, apesar de se tratar
de um pais do sul da Europa, tem-se vindo a assistir
a uma aproximagio ao comportamento epidemio-
logico da doenga no grupo de paises com maior
prevaléncia de DII. Espera-se que, a curto-prazo, se
verifiquem taxas semelhantes as dos paises do norte
da Europa®'?

Atendendo a elevada incidéncia e prevaléncia da
DII em todo o mundo, assim como a morbilidade,
complicagdes e custos que a patologia e o seu tra-
tamento acarretam, torna-se fundamental uma
melhor compreensdo dos aspetos patofisiologicos
subjacentes ao processo inflamatério cronico que
domina o quadro intestinal da doenga. Compre-
ender como ocorre o dano de DNA na DII podera
abrir portas para o entendimento de um problema
mais global: como prevenir, rastrear e diagnosticar
varias neoplasias nas quais o papel do stress oxida-
tivo é hoje conhecido como promotor e perpetua-
dor da carcinogénese. Podera igualmente permitir
o0 desenvolvimento de terapéuticas-alvo especificas,
direcionadas aos mecanismos inflamatorios res-
ponsaveis pelo dano genético.

Objetivos do trabalho: O objetivo geral do pre-
sente trabalho é o de rever o conhecimento atual
sobre o papel do stress oxidativo no dano do DNA
em doentes com DII. Constitui objetivo especifico
perceber se poderdo ser usados, no futuro, deter-
minados pardmetros inflamatérios e alteracdes do
DNA como biomarcadores de risco aumentado de
desenvolvimento de CCR.



DII E RISCO DE CCR

E conhecido o contributo da inflamacio crénica
no desenvolvimento neoplasico. Sdo varias as neo-
plasias nas quais foram encontrados niveis elevados
de stress oxidativo e dano do DNA.* Estima-se que
cerca de 25% de todas as neoplasias estejam relacio-
nadas com processos infeciosos e inflamatdrios."
Séo exemplos a relagdo entre hepatite cronica e o de-
senvolvimento de carcinoma hepatocelular, assim
como a infecdo por Helicobacter pylori e o carci-
noma gastrico.»”* Além desta associagdo com o de-
senvolvimento neoplasico, a inflamagio crénica é
considerada um fator de risco comum ao envelheci-
mento e a varias patologias cronicas, nomeadamen-
te doengas neurodegenerativas e cardiovasculares.”®

No que respeita a DII varios estudos mostram o
aumento de risco de desenvolvimento de CCR,
sobretudo na CU* Contudo, dados mais recentes
mostram um decréscimo desse risco ao longo dos
ultimos 30 anos, com uma aproximagio ao risco
da populagao geral. Segundo esses dados, o risco
relativo de desenvolvimento de CCR é de 1.07 na
CU ede 0.85 paraa DC.** A diminuigéo desse risco
podera estar dependente dos avangos terapéuticos
nesta area, uma vez que coincidiu com a introdugdo
de novos e potentes farmacos anti-inflamatérios,
capazes de reduzirem a inflamacdo intestinal, evi-
denciando o papel da inflamagio crénica como
promotor da carcinogénese. Apesar disto, existem
determinadas varidveis no curso da doenga que
parecem aumentar o risco de CCR, algumas delas
igualmente relacionadas com o processo inflama-
tério. Na CU, contribuem para o aumento de risco
neoplésico a duragio da doenga, a extensdo e o grau
da inflamagfo intestinal, a idade de aparecimento
precoce, a histéria familiar de CCR, a presenga de
Colangite Esclerosante Primdria e a presenga de
displasia. Doentes com DC e envolvimento do c6-
lon tém, embora com menor grau, risco aumentado
de neoplasia intestinal. Para tal concorrem igual-
mente a duragdo da doenga, a idade de inicio preco-
ce eapresenca de displasia, mas também a presenga
de estenose ou a realizacio de derivacdes intestinais
com exclusdo de segmentos.” O facto dea duragdo e
aextensdo da doenca se associarem a um maior ris-
co de CCR suportaa ideia de que a inflamagéo pode
ser um dos principais mecanismos subjacentes ao
processo de desenvolvimento neoplasico no cdlon
destes doentes. Da mesma forma, vérios estudos
demonstram a diminui¢do do risco de CCR com a
melhoria dos tratamentos anti-inflamatdrios utili-
zados nestes doentes." Por outro lado, a propria Co-

langite Esclerosante Primaria, sendo uma patologia
inflamatdria dos canaliculos biliares, esta associada
a um maior risco neoplasico, quer ao nivel biliar,
quer ao nivel intestinal*® Assim, a luz destes dados,
torna-se evidente a contribui¢do da inflamacéo cré-
nica para o desenvolvimento neoplasico na DIIL.

Para falar de dano no DNA ¢ essencial compre-
ender a sequéncia de fendmenos que ocorrem du-
rante o processo de carcinogénese, algo que, pela
mais forte associagdo, estd melhor estudado para
a CU. Com as suas limitacdes, a avaliacio histold-
gica da mucosa intestinal, através da realizagao de
multiplas bidpsias endoscdpicas, continua a ser a
ferramenta mais importante no seguimento dos
doentes com DII e em risco de desenvolvimento de
CCR.” Tal como no CCR esporadico, a carcinogé-
nese no contexto da DII parece ser um fenémeno
sequencial, com entidades histoldgicas distintas.
Ao contrério da sequéncia adenoma-carcinoma, os
eventos que parecem suceder a inflamagdo na mu-
cosa intestinal sdo, sequencialmente, a hiperplasia
epitelial, a displasia de baixo e alto grau e, finalmen-
te, 0 adenocarcinoma.”"* Também ao contrario do
CCR esporadico, na DII a displasia desenvolve-se
geralmente em mucosa plana, isto é, sem a presenca
de pdlipos adenomatosos.'®

As duas formas de CCR (esporadico ou associa-
do a DII) partilham algumas alteragdes genéticas.
Contudo, grandes diferencas parecem residir no
tempo e na frequéncia em que elas ocorrem durante
o processo de desenvolvimento neoplasico, prova-
velmente fruto de diferencas etiopatogénicas.”” Por
exemplo, células epiteliais do cdlon de doentes com
DII apresentam alteragdes no genoma ainda antes
de se estabelecerem lesdes displasicas ou 0 CCR.2°
Hoje sabe-se que varios fatores contribuem para o
processo neoplasico na DC e na CU. Entre eles estdo
a instabilidade gendmica (instabilidade cromosso-
mica e instabilidade de microssatélites) e a acumu-
lagao de mutagdes em oncogenes, genes supressores
tumorais e genes responsaveis pelos mecanismos
de reparagdo do DNA." Um fendmeno epigenético
também implicado quer no CCR esporadico, quer
no CCR relacionado com a DII ¢ a metilagéo de ge-
nes e seu silenciamento.

A compreensdo de como o stress oxidativo pode
levar a determinadas alteragdes genéticas e de que
forma estas conduzem a lesdes displasicas podera
abrir portas para que, a curto-prazo, a abordagem
histoldgica seja complementada por uma aborda-
gem molecular, aumentando a eficacia do rastreio
e do diagndstico destas neoplasias e de varias ou-
tras relacionadas com processos inflamatorios
crénicos.
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DA INFLAMAGAO A0 STRESS OXIDATIVO

Apesar da etiologia ainda ndo estar totalmente
esclarecida, sabe-se hoje que vérios fatores contri-
buem de forma ndo mutuamente exclusiva para a
patogénese da DII, sendo um fendmeno comple-
x0 e dindmico de interagdo genético-ambiental ®
A suscetibilidade genética potencia uma resposta
imunitaria aberrante contra o microbioma intes-
tinal, na qual componentes imunes e nao-imunes
desempenham um papel fundamental.?* Distur-
bios da imunidade inata condicionam um aumento
da permeabilidade da mucosa intestinal, diminui-
¢do da tolerdncia relativamente a flora comensal
e aumento da capacidade ativadora de células T
efetoras. Para os dois tdltimos aspetos contribui
igualmente o aumento do nimero de células den-
driticas ativadas na mucosa, as quais reconhecem
erradamente antigénios comensais, comprometen-
do a produgio de interleucina (IL) 10 e, consequen-
temente, sua capacidade reguladora e de tolerdncia
imunolégica.® O perfil de produgio de citocinas
por parte das células dendriticas determina o tipo
de resposta. Classicamente, na DC ha uma resposta
inflamatéria do tipo Thl, com produgio de cito-
cinas como a IL-12, IL-18 e Interferdo v, as quais
estimulam macréfagos a libertarem IL-1, Fator de
Necrose Tumoral a (TNF-a) e IL-6. Na CU, células
NK parecem ser a principal fonte de IL-13 e IL-5,
condicionando uma resposta inflamatéria do tipo
Th2.# Contudo, este paradigma classico Th1/Th2
foi revisto com a descoberta das células Thl7, as
quais sob o estimulo da IL-23 contribuem para a
resposta inflamatdria quer na DC, quer na CU»*
Estas células encontram-se em grande niimero no
intestino de doentes com DII, produzindo citocinas
como IL-21 e IL-22, as quais parecem exacerbar a
inflamagéo intestinal**** Por outro lado, através
da produgio de IL-21 inibem a ativagio de células T
reguladoras, o que poderd desempenhar um papel
importante na patogénese da DIL*

Como consequéncia desta complexa resposta in-
flamatdria, multiplas células (sobretudo linfocitos,
neutréfilos e macréfagos), metabolitos e mediado-
res inflamatdrios vao-se acumulando na mucosa
intestinal.*** Nesse processo, as células inflamato-
rias libertam elevadas quantidades de espécies reati-
vas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogé-
nio (ERN), entre outras substancias potencialmente
toxicas. Também as células epiteliais intestinais sdo
uma importante fonte de espécies reativas.” Além
do seu papel na patogénese da doenga, estes radicais
livres sdo o principal mecanismo de dano oxidativo
no DNA. Entre essas substancias destacam-se o 6xi-
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do nitrico (NO), o perdxido de hidrogénio, radicais
hidroxilo, anides superdxido e peroxinitrito.®

Niveis elevados de ERO, de ERN e, consequente-
mente, de stress oxidativo foram encontrados em
células epiteliais intestinais e em linfocitos periféri-
cos de doentes com DIL*** Também em modelos
animais de colite se verificou um aumento da ex-
pressao de enzimas pré-oxidantes como a sintetase
do 6xido nitrico induzida INOS), com consequente
aumento da produgio de NO.# Qutras enzimas
ativadas neste processo sdo a NADPH oxidase e a
mieloperoxidade, as quais amplificam e perpetuam
o stress oxidativo a que as células estdo sujeitas.**!
Da mesma forma, indicadores indiretos de stress
oxidativo encontram-se aumentados nestas con-
di¢des. Entre estes biomarcadores sio de especial
relevincia as lesdes oxidativas no DNA, bem como
a peroxidagio de lipideos membranares de doentes
com DC e CU#230-2

Apesar de permanentemente sujeitas a stress oxi-
dativo resultante do metabolismo, as células e os
tecidos mantém um equilibrio dindmico entre ra-
dicais livres e mecanismos antioxidantes. Como
mecanismos protetores, as células utilizam seques-
tradores de radicais livres como o glutatido, vitami-
nas (C e E), enzimas antioxidantes como catalases,
peroxidases e a superdxido dismutase. Desempe-
nham igualmente um papel importante os sofisti-
cados mecanismos de reparacio do DNA.

Em condi¢des fisiologicas ¢ mantido um equili-
brio entre radicais livres e mecanismos antioxidan-
tes. Contudo, em determinadas circunstancias, esse
equilibrio pode ser comprometido, gerando stress
oxidativo.*"” Na DII, devido as enormes quantida-
des de radicais livres que sdo produzidos, os me-
canismos antioxidantes tornam-se insuficientes e
a sua ac¢do é limitada. Verifica-se o aumento com-
pensatorio secundario de algumas enzimas antio-
xidantes (sobretudo a superdxido dismutase), em
resposta as elevadas quantidades de espécies reati-
vas em doentes com DII. Contudo, alguns estudos
evidenciam a ineficicia desses mecanismos antio-
xidantes na DII, aumentando a suscetibilidade do
epitélio intestinal ao dano oxidativo.?>*

INFLAMACAO CRONICA, STRESS OXIDATIVO E DANO DE DNA

O dano tecidual e gendmico associado a inflama-
a0 croénica esta em grande parte relacionado com
a produgio excessiva de ERO e de ERN e, conse-
quentemente, ao stress oxidativo. O dano oxidativo
ocorre nos diferentes constituintes celulares: lipide-
os, proteinas, hidratos de carbono e cidos nucleicos
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sd0 passiveis de serem lesados. As lesdes do DNA
podem ser mutagénicas, desempenhando um papel
importante no desenvolvimento neoplasico.”

As ERO sio capazes de induzir danos diretos na
molécula de DNA. As quatro bases do DNA, assim
como a prépria molécula de desoxirribose podem
ser lesadas. Deste dano podem resultar quebras
simples ou duplas das cadeias (com consequentes
modificagdes cromossomicas), locais apurinicos ou
apirimidinicos e alteragdes oxidativas nas bases. De
forma indireta, sio também capazes de condicionar
dano no DNA através da peroxidacio lipidica, da
oxidagdo de proteinas e de alteragdes na expressio
genética."*

A acumulagio de espécies reativas, ao condicionar
danos sucessivos no DNA, é uma importante fonte
de instabilidade gendmica, podendo condicionar
alteragdes em genes especificos responsaveis por
fungdes importantes na homeostasia celular. Destes
apresentam especial importancia os genes envol-
vidos na regulacdo do crescimento e diferenciagao
celulares, mas também genes responsaveis pelos
mecanismos antioxidantes e de reparacio do dano
no DNA. Desta forma, o stress oxidativo desempe-
nha um papel central no processo de iniciagdo, mas
também na progressdo neoplasica."”

O dano oxidativo, resultante da a¢do das ERO,
pode levar a criagio de moléculas alteradas de
DNA. Entre estas, existe uma que se destaca pela
facilidade da sua medigéo, sendo por isso conside-
rada um biomarcador de dano oxidativo. Trata-se
da 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG). Esta mo-
lécula é potencialmente mutagénica, uma vez que
tem a capacidade de emparelhar com residuos de
adenina, aumentando a frequéncia de transloca-
¢oes espontineas G:C>T:A. A 8-OHAG pode ser
excisada pelos mecanismos de reparagdo do DNA
e, desta forma, aparecer no plasma. Vérios estudos
demonstram a elevagio dos seus niveis plasmaticos
em doentes com DII. Este aumento representa, por
um lado, o elevado dano oxidativo a que estio su-
jeitos estes doentes e, por outro, a preservagio dos
mecanismos de reparacdo do DNA. Dadas as pro-
priedades pro-mutagénicas de 8-OHdAG, em caso
de comprometimento dos mecanismos de repara-
¢do do DNA, o processo de carcinogénese estara
facilitado.””*

Uma enzima de reparagao do DNA éa Oggl. Esta
glicosilase é responsavel pelo reconhecimento e
pela excisdo da 8-OHAG do par GC** Alguns es-
tudos demonstram um claro aumento dos niveis
de 8-OHdG nas células epiteliais e inflamatorias de
ratinhos cuja atividade enzimatica da Oggl esta re-
duzida ou ausente. Neste modelo experimental foi

observado o desenvolvimento de adenocarcinomas
mucinosos do cdlon. Este fendmeno é claramente
superior nos modelos de auséncia de atividade en-
zimdtica, quando comparados com aqueles de ati-
vidade reduzida. Quando avaliado o tamanho da
massa tumoral nesses ratinhos, verificou-se uma
relacdo inversa entre o tamanho das neoplasias e os
niveis de atividade enzimatica de Oggl.* Estes re-
sultados coadunam-se com os obtidos em doentes
com DII, os quais mostram que o polimorfismo
§326C do gene OGGI esta associado a um aumento
de risco de CCR.¥ O polimorfismo esta relaciona-
do com a substituicdo de serina por cisteina na po-
si¢do 326 da proteina Oggl. Individuos homozigo-
ticos para a variante de cisteina apresentam maior
instabilidade cromossomica, menores indices de
reparacio de 8-OHdG e grande sensibilidade a ina-
tivacao da enzima por parte de agentes oxidativos.*
Assim, individuos com este polimorfismo no gene
OGGI, quando sujeitos a condicdes inflamatérias e
de grande stress oxidativo (como o caso da DII), po-
derdo mais facilmente sofrer mutagoes, levando ao
aumento do risco de desenvolvimento neoplasico.
O produto do gene MUTYH ¢é também uma glico-
silase do DNA. E responsavel pela excisdo da ade-
nina erradamente emparelhada com a 8-OHdG.
Ratinhos com deficiéncia desta enzima tém uma
suscetibilidade aumentada para o desenvolvimento
neoplasico, assim como um risco aumentado de tu-
mores intestinais em contexto inflamatorio.® Quer
a Oggl, quer a Mutyh suprimem a transversao
G:CST:A* Como enzimas de reparagio do DNA
que corrigem lesoes induzidas pelo stress oxidativo,
a perda da sua normal fun¢io parece contribuir
para a carcinogénese em condigoes de inflamagéo
crénica.*! Estes dados evidenciam o papel do stress
oxidativo como mecanismo de dano de DNA e de
iniciador do processo neoplasico em contexto de in-
flamacéo crénica, como é o caso da DIL

Damesma forma que as ERO induzem aformagao
de 8-OHAG no DNA, o NO pode levar a formagio
de 8-nitroguanina, que também é um biomarcador
de dano oxidativo. Em modelos experimentais, nos
quais foi induzida resposta inflamatdria semelhan-
te a da DII, verificou-se uma produgio elevada de
8-nitroguanina por células epiteliais do célon. Esta
molécula induz alteragdes potencialmente mutagé-
nicas no DNA, o que podera também contribuir
para o processo de carcinogénese associado a infla-
magao crénica.”’

O TNF-a ¢ um potente mediador inflamatdrio
e um alvo terapéutico atual da DII. Alguns dados
sugerem que 0 TNF-a possa ter um papel pré-mu-
tagénico.”? Porém, até a data, ndo sdo conhecidos
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efeitos diretos do TNF-ano DNA. Em modelos ani-
mais sujeitos a concentragdes elevadas de TNF-a fo-
ram detetados niveis elevados de 8-OHAG. Assim,
0 dano no DNA condicionado pelo TNF-a parece
estar relacionado com o stress oxidativo, através da
produgio aumentada de ERO*

Outro mecanismo que ilustra 0 maior dano do
DNA a que estdo sujeitas as células é o aumento da
fosforilagio da histona H2AX, que ocorre como
resposta ao dano no DNA, nomeadamente que-
bras duplas da cadeia de DNA e encurtamento dos
telomeros.** Desta forma, a sua detecio através de
métodos de imunofluorescéncia, podera ser usada
como marcador de dano de DNA.*** Nas células
epiteliais do cdlon de doentes com CU verifica-se
um claro aumento da fosforilacio desta histona.*#**
Atendendo a relagdo causal, seria de esperar que
quanto maior fosse o encurtamento dos telémeros,
maior seria a detegdo da histona H2AX fosforilada.
Contudo, ao contrario do que se verifica em indi-
viduos saudaveis, em doentes com CU essa relagdo
ndo foi verificada.** Desta forma, poder-se-a equa-
cionar que, além do encurtamento dos telémeros,
existem outros mecanismos preponderantes a
condicionar o dano de DNA nas células epiteliais
do cdlon destes doentes. O aumento do niimero de
quebras duplas de cadeia, consequéncia do dano
imposto pelas elevadas quantidades de espécies rea-
tivas, devera contribuir, portanto, de forma prepon-
derante para este aumento da detecio da histona
H2AX fosforilada. Estes resultados constituem evi-
déncia adicional para o papel da inflamagéo crénica
como causa do dano genémico nestes doentes.**

Um dos principais mecanismos de dano oxidativo
indireto no DNA parece ser a peroxidagio lipidica.
Esta resulta da reacio entre radicais livres (ERO e
ERN) e os acidos gordos polinsaturados dos fosfo-
lipideos membranares. Daqui resultam moléculas
capazes de reagir quer diretamente, quer através de
moléculas intermediarias, com o DNA. Dois dos
principais produtos da peroxidagdo lipidica sdo o
malondialdeido (MDA) e a 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE). Ambos tém a capacidade de reagir com a
molécula de DNA e, desta forma, causar-lhe dano.
Da reagio da molécula de DNA com a de MDA re-
sulta sobretudo o malondialdeido-deoxiguanosina
(M1dG); da reagdo com o HNE resultam principal-
mente a 1,N°-etenodeoxiadenosina (edA) e 3,N*-
etenodeoxicitidina (edC). Estas lesdes no DNA sio
potencialmente mutagénicas. Niveis aumentados
de edA ou de edC foram encontrados em patologias
cuja predisposicio para o desenvolvimento neo-
plasico ¢ conhecida, nomeadamente em processos
inflamatdrios cronicos, assim como em lesoes pré-
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neoplasicas. Sao exemplos a Doenca de Wilson, a
Hemocromatose, a Hepatite virica, a Pancreatite
crénica, a Polipose Adenomatosa do Cdlon e, tam-
bém, a CU e a DC** Um estudo realizado em
doentes com Doenca de Wilson e Hemocroma-
tose demonstrou que a HNE se associa ao elevado
numero de mutagdes da p53, com a transversio
G:CST:A no coddo 249, demonstrada no tecido
hepatico destes doentes. Estas verificagdes sugerem
que a HNE possa desempenhar um papel no pro-
cesso de carcinogénese do Hepatocarcinoma. No
que respeita a DII, apenas foram encontrados niveis
elevados de edC. A diversidade das lesdes do DNA
poderd dever-se a diferente inibigdo das enzimas
de reparagio do DNA por parte dos mediadores
inflamatérios.** Alids, estes defeitos nas vias de re-
paragio parecem exercer um papel importante na
acumulagdo de dano nas células sujeitas a um am-
biente inflamatério cronico.*” Ha evidéncia de que
um dos produtos da peroxidacio lipidica, o HNE,
além de danificar o DNA, também interfere com os
seus mecanismos de reparagdo, comprometendo-
o0s. Um dos mecanismos envolvidos parece ser o
sistema de reparagdo por excisdo de nucleotideos.™
Existem atualmente métodos para quantificar os
produtos da peroxidagéo lipidica nos tecidos e na
urina. Desta forma, essas técnicas podem ser usadas
para a identificacdo de marcadores de stress oxida-
tivo e do dano de DNA resultante da peroxidagdo
lipidica. Atendendo a sua relagdo com o inicio do
processo neoplasico, no futuro estas substincias
poderdo ser utilizadas como marcadores de risco
neoplasico aumentado e, eventualmente, como al-
vos ou marcadores de resposta a terapéutica.*>!

Na D11, as elevadas concentragdes de ERO e ERN
parecem nao ter apenas repercussoes ao nivel intes-
tinal. Niveis elevados de dano oxidativo no DNA
(nomeadamente quebras das cadeias) foram encon-
trados em leucdcitos circulantes de doentes com
CU Estudos em ratinhos demonstram este efeito
sistémico, nomeadamente o dano oxidativo no DNA
de leucdcitos periféricos, medido quer pelas elevadas
concentragdes de 8-OHAG, quer pela existéncia de
quebras simples e duplas das cadeias de DNA. Tam-
bém os eritroblastos medulares destes animais reve-
laram dano oxidativo, traduzido nas diversas altera-
¢oes cromossdmicas detetadas nestas células*

Além das alteracdes do DNA nuclear, alteragoes
no DNA mitocondrial (mtDNA) foram igualmen-
te encontradas em doentes com CU. Nas células
mucosas intestinais destes doentes verificou-se
uma incidéncia aumentada de muta¢oes no mtD-
NA.? Também em doentes com hepatite cronica,
condicio associada a elevados niveis de stress oxi-



2013;27(6):248-255

\RQUIVOS DEMEDICIN

dativo, foi demonstrado um aumento do niimero
de mutagdes do mtDNA tanto no tecido hepatico
neoplasico como no restante parénquima.® Apesar
do mtDNA possuir alguns mecanismos de repara-
¢ao de dano semelhantes aos do DNA genémico,
a falta de histonas e a proximidade da molécula a
cadeia de transporte de eletroes poderdo aumentar
a suscetibilidade do mtDNA ao dano oxidativo.***
Atendendo a que uma das principais fungdes da mi-
tocdndria é o transporte de eletrdes, pequenas altera-
¢Oes ou mesmo mutacdes da molécula de mtDNA
podem comprometer o balango de radicais livres.
Assim, em doengas inflamatdrias cronicas como é o
caso da DII, as alteragdes do mtDNA parecem per-
petuar o stress oxidativo, criando um ciclo vicioso em
que o stress oxidativo danifica a molécula de mtDNA
e esta, por sua vez, gera maiores quantidades de espé-
cies reativas, aumentando assim o risco de alteragdes
do DNA nuclear. Estas alteragoes poderdo contribuir
para a iniciagdo e progressdo do processo neoplasico
em doentes com DIL**

Os elevados niveis de dano de DNA verificados na
DII parecem constituir uma importante fonte de
instabilidade gendmica. Sdo varias as alterages ge-
néticas encontradas no CCR no contexto da DIL Ao
contrario do CCR esporadico, alteragdes do gene su-
pressor tumoral TP53 parecem constituir um evento
precoce na carcinogénese no contexto da CU”% A
inflamagio cronica, o stress oxidativo e o dano de
DNA conduzem a ativagio sustentada do sistema
de vigilancia celular, regulado pelo gene TP53, que é
considerado o “guardiao” do genoma. Para tal verifi-
ca-se um prolongamento da fase G1 do ciclo celular,
durante o qual se poderéo reparar os danos do DNA.
Se 0 dano néo for reparado a proteina p53 induz a
entrada das células em apoptose. A ocorréncia de
mutagdes do gene TP53 compromete a sua fungio
fisiologica relativamente a reparagio dos danos do
DNA ou indugio da apoptose. Quando tal ocorre
verifica-se desequilibrio de proliferagio, sobrevivén-
cia e apoptose que pode induzir a transformagio
neoplasica'®* Na CU foi demonstrada a ocorréncia
de mutagbes do gene TP53 nas dreas inflamadas da
mucosa.” Alguns estudos demonstraram que estas
mutagdes estdo relacionadas com o aumento da ati-
vidade da iNOS e, consequentemente, com o nivel de
NO"% O dltimo parece contribuir para o aumento
do niimero de mutagdes do gene TP53, quer de for-
ma direta, quer através da peroxidagdo de lipideos.”
O aparecimento precoce de alteracdes no gene TP53
no processo de carcinogénese e a frequéncia com que
ocorrem nos varios estudos realizados mostram que
este gene desempenha um papel central na transfor-
magcio neoplasica no contexto da DIL

Outro gene supressor tumoral habitualmente en-
volvido no CCR esporadico é o gene APC (Adeno-
matous polyposis coli), modelo em que as alteracdes
deste gene constituem um evento inicial. No caso
da CU, a perda desse supressor tumoral é uma al-
teragdo rara e tardia no processo de carcinogénese.”
Fendmenos epigenéticos como a metilacio de genes
e a consequente perda da sua fungéo parecem estar
implicados na carcinogénese na DII. Apesar de ser
conhecido o potencial dos oxidantes na hipermeti-
lagao de genes, a forma como tal ocorre na DII nao
¢ ainda conhecida.”” Estes mecanismos tém menor
relevancia na carcinogénese associada a DII do que
no CCR esporadico.® Sdo varios os genes em que
podem ocorrer alteragdes epigenéticas, tais como:
genes responsaveis pelo controlo do ciclo celular,
pela reparacio do DNA e pela adesdo celular.® As
diferencas na frequéncia e na cronologia das alte-
ragdes epigenéticas no CCR esporadico e no asso-
ciado a DII estdo provavelmente dependentes das
diferentes etiologias.

A visao da DII como uma patologia que condicio-
na senescéncia acelerada e precoce ganha relevancia
quando analisada a luz do fenémeno do encurta-
mento dos telémeros. Desde ha muito que se discute
0 papel dos radicais livres e do stress oxidativo no en-
velhecimento. Sendo a DIT uma patologia inflamaté-
ria crénica, na qual quantidades elevadas de ERO e
ERN se formam na mucosa intestinal, sdo de esperar
fenémenos degenerativos associados ao envelhe-
cimento precoce no intestino desses individuos. O
stress oxidativo pode levar ao encurtamento dos teld-
meros que parece desempenhar dois papéis distintos
e antagénicos no processo de carcinogénese.” Por
um lado, o encurtamento dos teldmeros funciona
como mecanismo supressor tumoral. Por outro lado,
se 0s mecanismos de reparagdo do DNA estiverem
comprometidos, pode ocorrer instabilidade cromos-
somica.*** Alguns estudos mostram que o processo
de encurtamento dos teldmeros se encontra acele-
rado nas células epiteliais do colon de doentes com
CU, quando comparados com individuos normais.**
Tanto o encurtamento dos telémeros, como o risco
de CCR estdo relacionados com o tempo de doenga.
Assim sendo, o stress oxidativo, através do encurta-
mento dos telémeros, poderd contribuir para o risco
aumentado de CCR nestes doentes.

CONCLUSAO

A DII éuma patologia cronica associada a produgao
de elevadas quantidades de radicais livres, para os
quais os mecanismos anti-inflamatorios nem sem-
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pre sdo capazes de montar uma resposta adequada.
Fruto deste desequilibrio, as células epiteliais do co-
lon ficam sujeitas ao stress oxidativo.

Virchov, em 1863, através da observagdo de leu-
cocitos em tecidos neopldsicos, formulou a hipd-
tese de que o microambiente inflamatério estaria
implicado no processo de carcinogénese.” Desde
entdo, sobretudo nos tlltimos anos, o conhecimento
na érea da oncologia cresceu exponencialmente. A
luz do conhecimento atual, ganha terreno a ideia de
que os processos infeciosos e inflamatérios crénicos
contribuem de forma determinante para o desen-
volvimento neoplasico.

Séo vérios os estudos que demonstram o papel da
inflamagéo crénica como fonte de stress oxidativo
na promogao do dano direto e indireto (nomeada-
mente a peroxidagio lipidica) no DNA, assim como
no comprometimento dos mecanismos de repara-
¢do desse dano. O efeito combinado destas altera-
¢oes pode levar ao aparecimento de lesbes em genes
especificos, ganhando especial relevancia quando
ocorrem em genes centrais no controlo do cresci-
mento celular como oncogenes e genes supressores
tumorais. Para além do seu papel nas fases iniciais
do desenvolvimento neoplasico, os radicais livres
podem ter efeitos noutros processos tais como pro-
liferagio, neoangiogénese, vasodilatagdo e aumento
da capacidade de metastizagio das células neopld-
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sicas."” Isto ilustra a necessidade de uma maior
compreensio dos fendmenos que ocorrem durante
o processo inflamatério, quer na DII, quer noutras
patologias inflamatérias associadas a aumento de
risco de desenvolvimento neoplésico.

Apesar da clara contribuicio do stress oxidati-
vo no processo de dano de DNA, a maioria dos
estudos até hoje realizados foram levados a cabo
em modelos animais de colite. Desta forma, os
resultados obtidos poderdo incorrer no risco de
sobrestimar o dano. Por outro lado, nenhuma das
diferentes lesdes oxidativas até hoje encontradas se
mostrou efetiva como marcador de risco neopléasi-
co aumentado. Neste momento perfilam-se como
biomarcadores mais promissores a histona H2AX
fosforilada, a 8-OHdG e 0o HNE.

Em resumo, as alteragdes do processo inflamato-
rio (tecidulares, celulares e bioquimicas) induzem
o stress oxidativo que pode causar dano no DNA,
contribuindo assim para o processo de desenvolvi-
mento neoplasico no célon e reto afetado por DIL
Apesar da complexidade do processo, entre os desa-
fios que se enfrentam relativamente a DII, coloca-se
o de identificar biomarcadores tecidulares e bioqui-
micos de stress oxidativo que se revelem tteis para
o rastreio, diagnostico e seguimento destes doentes
ou que possam ser utilizados como alvos terapéuti-
cos ou indicadores de resposta.

A autora agradece a Professora Fatima Carneiro, ao Professor Fernando Magro e a Dra. Cristiana Costa Pereira pelo apoio cientifico e
pela disponibilidade na realizacio deste trabalho.
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