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O 4acido okadaico (AO) é uma toxina marinha diarréica promo-
tora de tumor e inibidora especifica da atividade das proteinas
fosfatases 1 e 2A. A lipoperoxidacio, resultante do ataque dos
fosfolipidios membranares pelos radicais livres oxigenados, é res-
ponsavel por diversos efeitos toxicos a nivel celular, entre os mais
importantes a citotoxicidade, a carcinogenicidade etc.

Para melhor conhecer o mecanismo de acao do AO, determina-
mos neste estudo se esta toxina poderia induzir em células Vero,
células de origem renal, a peroxidacao dos lipidios membranares.

A lipoperoxidacao foi estudada pela dosagem por fluorimetria,
do malondialdeido (MDA), no meio de cultura e nas células Vero. O
método de dosagem consiste em uma purificacido, por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (CLAP), do complexo MDA-dcido
tiobarbitarico (TBA), apés a extracdo pelo n-butanol. Apés 24 horas
de incubacdo, foi constatado, para uma concentracio de AO de
0.75ng/ml, um aumento nas células Vero da taxa do MDA na ordem
de 74%.

A SOD + catalase, a vitamina C e a vitamina E (captores de
radicais livres oxigenados), adicionados no meio de cultura, previ-
nem respectivamente a lipoperoxidacio induzida pelo AO em células
Vero.

Estes resultados parecem indicar que a via oxidativa podera ser
um dos principais mecanismos implicados na citotoxicidade e na
carcinogenicidade induzida pelo AO.
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Fig. I: Estrutura quimica do dcido okddaico
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Generalidades sobre o acido okadaico

As eflorescéncias marinhas (marine algal
blooms) sio estudadas nos ultimos 200
anos (Autenrieth, 1833) e tornaram-se
um grande problema de satde publica
em diversas regides do globo, como, por
exemplo, na Europa (Lassus e col., 1991).
Atividades humanas induzem stress em
sistemas ecologicos através de importan-
tes poluentes, modificando o habitat,
introduzindo espécies exdticas e remo-
vendo as espécies nativas. Isto sugere
uma forte relacao entre as atividades
humanas e a crescente freqiéncia das
eflorescéncias marinhas em todo o mun-
do.

AO foi primeiramente isolado de espon-
jas negras Holichondria okadaii
(Tachibana e col., 1981) e Prorocentrum
lima (Murakami e col., 1982). Posterior-
mente, foi mostrado ser um poliéster de
acido graxo (figura 1) produzido por
microalgas que se acumulam em espon-
jas negras e em mariscos, Mytilus
galloprovincialis (Tubaro e col., 1992).
AO é a principal toxina produzida por
dinoflagelados, que acumulada nos
hepatopancreas de mariscos e ostras
causa a sindrome diarréica (diarrhetic
shellfish poisoning) em consumidores
(Murata e col., 1982; Yasumoto e col.,
1985; Kumagai e col;, 1986). Ele é um
potente promotor de tumor (Fujiki e col.,
1987) e um especifico inibidor da ativi-
dade das proteinas fosfatase 1 e 2A
(Bialojan e Takai, 1988; Kume e col.,
1989; Suganuma e col., 1992; Honkanen
e col., 1994). Até o momento, as propri-
edades toxicas do AO foram atribuidas a
sua capacidade de inibir a atividade
dessas enzimas, que causam efeitos em
processos intracelulares e em diversos
metabolismos contricteis, genes de trans-
cricdo, estrutura de manutencao do



citoesqueleto, receptor interme-
diario de traducao do sinal, divi-
sdo celular e "ion-channel gating"
(Cohen, 1989; Shenolikar e Nairn,

bém contribuiu para o estudo do
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efeito téxico do AO; de qualquer |
maneira, faz pouco tempo do
conhecimento da funcao fisiol6- |

AO é uma substancia neurotoxica
(Candeo e col., 1992), recente-
mente foi mostrado que ele é um
inibidor da sintese de proteinas |
em um sistema acelular (cell-free |
system) com uma CI50 de |
6.3x1012 M-1 (Matias e col., 1996).
Esta toxina marinha passa pela | |
barreira transplacentiria (Matias | |
e Creppy, 1996a) e entra no ciclo | :
entero-hepdtico em camundon- | ‘
|

. P . |
gica e patologica dessas enzimas. ‘

gos (Matias e Creppy, 1996b).

Generalidades sobre radicais
livres e lipoperoxidacao
Na maioria das moléculas orga-
nicas os elétrons sio aparelha- |
dos, isto €, as ligacoes quimicas
entre dois dtomos A e B sido
feitas comumente por dois elé-
trons. Essas ligacoes podem ser
rompidas de duas maneiras dife-
rentes: seja por cisao heterolitica
A : B -> A+ + :B - Formacao de
ions seja por cisao homolitica A
B -> A- + ‘B Formacao de
radical livres.
Um radical livre é, portanto, uma
molécula ou um atomo que pos-
sui um elétron livre em sua ca-
mada externa. |
Os radicais livres tém geralmente |
uma curta duracao de vida e sua
recombinacio € quase imediata.
Eles tém uma forte tendéncia
para estabilizar sua 6rbita exter- | !
na, a captar um elétron de um
outro dtomo ou molécula que se
torna uma forma radicalar. Portanto, eles
sdo muito reativos e dificeis de serem
estudados. A principal fonte de energia
das células aerdbias é a respiracio celu-
lar ou a oxidagao enzimatica de nutrien-
tes pelo O2. O resultado desta reacio é a
formacio de H20 conforme a reacdo
seguinte. O2 + 4H+ + 4e  -> 2H20
Contrariamente a reacdo normal, um cer-
to nimero de reacdes enzimdticas ou
nao podem causar transferéncias elétri-
cas -monovalentes, formando radicais
toxicos. Podendo ser: O2- fon superéxido
H202 peroxido de hidrogénio OH: radi-
cal hidroxil
O oxigénio molecular é capaz de produ-
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A lipoperoxidacio é descrita
como uma reacdo em cadeia
entre o oxigénio molecular ou
radicalar e os dcidos graxos
polinsaturados dos
fosfolipidios membranares: é
uma reacao de auto-oxidacao
. que deteriora os lipidios
| polinsaturados (Figura 3).

O ataque por radicais livres
pode ser controlado por siste-
mas protetores, enzimaticos ou
nao-enzimaticos (Clavel e col.,
1985). O organismo tem diver-
sas estratégias para prevenir a
propagacao de reacoes
radicalares; por exemplo, a
| enzima superoxido-dismutase
(SOD) catalisa a reacao O2- em
H202: 202- + 2H+ (SOD) ->
H202 + O2 A enzima catalase
transforma H202 em 4agua e
oxigénio 2H202 (catalase) -
2 H2@ O 2

O desequilibrio entre o ataque
e a defesa implica diversas con-
dicdes patolégicas, incluindo
arteriosclerose, envelhecimen-
to, doencas reumdticas, varias
desordens do figado e induz
toxicidade através de certos
metais, solventes, pesticidas e
drogas (Comparoti, 1985;
Suematsu e Abe, 1982). O MDA
é um biomarcador de exposi-
¢cao ambiental de xenobidticos
que induz danos oxidativos e é
um dos ultimos produtos libe-
rados no processo de
lipoperoxidacio, detectado in
vivo e in vitro (Recknagel e
col., 1982).

O mecanismo de citotoxicidade
i do AO ainda nao foi bem ca-
" racterizado. Até 0o momento nio
existe estudo que evidencie o
AO como um indutor da
lipoperoxidacdo. Neste traba-

zir reacoes na célula, formando radicais
livres altamente reativos, e induzindo a
lipoperoxidacio das membranas, alte-
rando sua integridade e aumentando sua
permeabilidade (figura 2). Os radicais
livres tém uma importante funcao fisio-
légica e causam grandes danos nos
acidos nucléicos, proteinas, carboidratos
e lipidios (em particular os dcidos graxos
polinsaturados) (Bast e Goris, 1989).
Fosfolipidios membranares atacados por
radicais livres oxigenados, i.e.
lipoperoxidacao, alteram as atividades
celulares (Slater, 1984; Clavel e col.,
1985; Sevanian e Hocstein, 1985; Girotti,

——  lho foi estudada a producio
do MDA induzida pelo AO em
cultura de células Vero. O MDA
foi medido usando a CLAP com deteccdo
fluorescente (Jover e col., 1992; Bird e
col, 1983; Yu e col., 1986). Efeitos pre-
ventivos da cadeia radicalar foram ob-
servados utilizando-se a SOD + catalase,
vitamina E e vitamina C.

MATERIAIS E METODOS
Produtos Quimicos

AO foi comprado junto a RBI-Research
Biochemicals International (Natick - USA).
1,1,3,3-Tetra-methoxypropano,
superoxido-dismutase e catalase e pro-
veniente de SIGMA (St. Louis - USA).



Metanol e etanol para a CLAP foram
obtidos na Prolabo (Paris, Franca). A
agua para o sistema CLAP foi purificada
usando um sistema de purificacio de
agua MILLI Q PLUS - Millipore (Berdford
- USA).

Cultura Celular

Células Vero foram cultivadas em meio
RPMI 1640 (pH 7-8) complementado com
10% de soro de feto bovino (pH6,7-8),
4% L-glutamina 200mM; penicilina
(1001U/ml) e estreptomicina (100ug/ml)
a 370C em atmosfera com 5% CO2
(Terasima e Ysukawa, 1988).
Tratamento das células e extracao do
MDA

Células Vero sao cultivadas em placas
com multiplos compartimentos (24 com-
partimentos) e tratadas com diferentes
concentracdes de AO (0,075; 0,75; 3,25;
7,5 e 15ng/ml) e as substancias proteto-
ras, SOD + catalase (24pg/ml cada uma)
Vitamina C (8 e 16pg/ml) Vitamina E (2 e
6pg/ml)

Ap6s 24h de incubacio com a toxina e/
ou os protetores potenciais, aliquotas de
10pl e 250pl do meio de cultura sdo
retiradas para a dosagem de proteinas e
do MDA, respectivamente. As amostras
do meio de cultura destinadas a dosa-
gem do MDA siao centrifugadas para
eliminar as células mortas a 800 x g
durante 5 minutos a 40C. O resto do meio
é eliminado, a camada celular lavada, as
células sio separadas de seus suportes
pela acio enzimatica e recuperadas no
meio RPMI com 10% de soro de feto
bovino; elas sio em seguida
centrifugadas a 600 x g durante 5 minu-
tos. O precipitado celular é ressuspenso
em 250pl de tampao SET (NaCl 0,1 M;
EDTA 20mM; Tris-HCl 50mM, pH 8) e
agitado vigorosamente em um vortex.
Partes do homogeneizado celular (10pl)
sdo retiradas para a dosagem de protei-
nas. Paralelamente, uma gama de amos-
tras padrio de MDA de concentracio de
100 a 1.000pmol/ml é feita.

As diluicoes sio efetuadas com tampio
SIS

As amostras celulares do meio de cultura
e dos padroes sio entao tratadas com:

- 25pl de SDS 7%

- 300pl de Hcl 0.1 N

- 40pl de acido fosfotungstico 1%

- 300pl de acido tiobarbitarico 0.67%.
ApOs -agitacdo vigorosa no vortex, os
tubos sao mantidos no escuro, a 370C,
durante 1 hora, depois resfriados com

gelo durante 10 minutos.
O complexo TBA-MDA formado é extra-

ido por 300pl de n-butanol.

Ap6s centrifugacio, 10 minutos, a 3.000
x g, a fase butandlica que contém o
complexo MDA-TBA é retirada, purificada
por CLHP, e a quantificacio do MDA é
realizada por fluorometria, como segue.
Dosagem fluorométrica do complexo
MDA-TBA

As dosagens sio realizadas utilizando-se
as condicdes cromatogrificas seguintes:

- Uma coluna ODS C18 (250x8mm) de
6pm de porosidade

- A fase movel composta de metanol:
agua, 4 : 6 (v/v), pH 8.4

- A vazao foi de 0,5ml/minuto.
- O volume injetado foi de 50pl.

Dosagem de proteinas O método adota-

Figura 3. Destruicao da mem-
brana celular sob o efeito de
radicais livres ( e )

do é o de Bradford, 1976. Nas amostras
reservadas para este fim, foi adicionado
1ml do reativo Biorad diluido com agua
destilada 1:5 (v/v). A reacao ¢ agitada e
a absobincia é lida a 595nm em um
espectrofotdmetro  UNICAN-8625 -UV/
VIS. A concentracio de proteinas nas
amostras foi deduzida a partir de uma
gama padrdo de albumina sérica huma-
na como proteina padrio.

Analise estatistica

Todos os valores encontrados neste tra-
balho foram exprimidos em médias ob-
tidas a partir de 4 ensaios * o desvio-
padrao. Em razio do pequeno nimero
dos efetivos, os resultados sao analisa-
dos por grupos, utilizando-se o teste
nao-paramétrico Wilcoxon Rank - Sum
Test.

RESULTADOS

A determinacio do MDA apods a reacdo
com TBA e extracao com n-butanol foi
adaptada para as condicdes de nosso
laboratério (Jover e col, 1992; Bird e
col.,1983; Wong e col., 1987; Yu e col.,
1986) e apresentou uma grande
especificidade, sensibilidade e

reprodutividade.

Como mostrado na tabela 1, células Vero
em cultura produzem espontaneamente
760+25rmoles de MDA/mg de proteina
ap6s "setting", i. e. 24h apés adicio do
etanol no controle e solu¢des etandlicas
de AO nas células tratadas. O valor de
760+25rmoles de MDA/mg de proteina
foi considerado como valor de base.

A concentracao do MDA foi aumentada
de 21 a 74% pelos respectivos 0.075ng/
ml e 0.75ng/ml de AO apés 24h de
incubacdo. O acréscimo foi de 70% para
3.24ng/ml de AO (tabela 1). Todavia os
resultados mostram que a SOD + catalase
previne a lipoperoxidacdo induzida pelo
AO, visto que o MDA produzido foi
quantitativa e significativamente mais
baixo quando adicionado no meio de
cultura 25pg/ml de SOD e 25pg/ml de
catalase, em especial para as concentra-
¢oes de 0.075 a 3.25ng/ml de AO.

As tabelas 2 e 3 apresentam os resultados
dos efeitos protetores por sistemas nao-
enzimaticos i.e. a vitamina C e vitamina
E na lipoperoxidaciao induzida pelo AO
(3.25ng/ml) apo6s 24h de incubacao. Em
presenca das duas vitaminas a producdo
de MDA foi reduzida de 1550+258 para
441+83rmoles de proteinas.

DISCUSSAO

A lipoperoxidacio é um dos processos
celulares envolvendo danos oxidativos.
O oxigénio reativo iniciando o processo
da lipoperoxidacio pode também reagir
com o DNA e causar danos ao mesmo -
recentemente foi mostrada a importante
funcdo quimica em carcinogeneses
(Ames, 1989; Park e Floyd, 1992; El
Ghissassi e col., 1995). Além disso, é
possivel que a lipoperoxidacdo contri-
bua igualmente para a genotoxicidade
do AO. Se o AO pode induzir danos de
origem oxidativa no DNA, este é um bom
caminho para ser investigado.

O AO ¢é conhecido como citotéxico
(Cohen, 1989; Shenolikar e Narin, 1991).
O mecanismo que explica esta
citotoxicidade ainda ndo foi completa-
mente demonstrado. A concentracao 9.3
x 1011 M-1 i.e. 0.075ng/ml, que ja au-
menta a producio do MDA em 21% em
cultura de células Vero, se comparada
com a CI50 (2.8 x 1010 M-1) de um
estudo da inibicio "da atividade da pro-
teina fosfatase causada pelo AO em um
sistema acelular (Honkanen e col., 1994),
¢é aproximadamente trés vezes menor.
Uma possibilidade especulativa da inibi-
cao da atividade das proteinas fosfatase
pode ser devida a alteracio dessas
enzimas pelo oxigénio radicalar reativo
produzido durante o processo de
lipoperoxidacio.

O conjunto dos resultados provam que o
AO induz em células Vero, apés 24h de



incubacao, a formacao de radicais
livres oxigenados responsaveis pela
peroxidacao dos lipidios
membranares. Esta
lipoperoxidacao parece ser um
marcador biolégico precoce do
efeito téxico do AO devido a pro-
ducao maxima de MDA ter sido
observada com uma concentracao
de AO de 0.75ng/ml que ndo causa
efeito inibidor na sintese de prote-
ina num sistema celular (ver Matias
e col., 1996).

Como a sintese protéica é inibida
com concentracoes de AO inferio-
res daquelas que inibem a ativida-
de das proteinas fosfatases 1 e 2A
(Matias e col., 1996), é possivel
afirmar que o AO age a fracas
concentracdes e precocemente por
peroxidacio lipidica.

A SOD + catalase, a vitamina C e a
vitamina E agem por oxirreducio
prevenindo diretamento a
lipoperoxidacido, detoxificando os
radicais livres induzidos pela toxi-
na nas células.

Os resultados confirmam nossa
hipétese e indicam que outros
mecanismos estdo implicados na
citotoxicidade causada pelo AO.
Como as proteinas sio lesadas por
acdo de radicais oxigenados
(Davies, 1987), todos esses proces-
sos de citotoxicidade (fosforilacao,
inibicao das sinteses de
macromoléculas etc.) induzidos
pelo AO podem ser devidos a for-
macio de radicais livres oxigena-
dos.

Por um outro lado, se a inibicao da
sintese de proteinas induzida pelo
AO é mediada pela
lipoperoxidacio, ela deverd ser
protegida por substincias capazes
de prevenir a lipoperoxidacio. Este
¢ um caminho que poderd ser
estudado testando-se o poder pro-
tetor da SOD e da catalase sobre a
inibicio da sintese protéica induzida
pelo AO.
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Producio MDA em meio de culiur

Na auséncia de  Na presenca de

oD +catalase  SOD+catalase SOD+catalase  SOD4catalase
[ 760825 | 689520 30460 - 258422
Dﬂ?i 022417 * 7374306 440115 [14£13
0.75 1333:117* 836879« 45653 C243:10
3.25 1295443 * 876461 » 450130 243460
7.50 9682100 * 775442 » i78+47 255423
15.00 90624 * 030483 50025 * 267+3]

(*) Diferenca para o respectivo controle (p = 0,00

Tabela.E.-. F.reuﬂ de {lllll"l'l‘ ntes concentragoes de vitamina € em lipoperoxidacio induzida
pelo AO (3.25ng/ml) em cultura de células Vero, medida pela quantificagao do MDA-
TBA ap6s 24h de incubagio em 1rés independentes experiéncias com quatro réplicas
Por concentracao (n=4). Os resultados sao éxpressados em médias + desvio-padrio em

pmioles de MDA/mg de proteina.

Concentracoes de vitamina C (g/ml) Produgio de MDA (pmoles/mg proteina)

16 '

(AQ 3.25ng/ml)
Celula Vero em Meio de cultura
cultura
1550+258 633499
980+114 * 28110 *
44153 182+12 ¢

* Diferenca para o respectivo confrole (p = 0.001)

Tabela 3: Efeito de diferentes concentragoes de vitamina E em lipoperoxidagio induzida
pelo AO (3.25ng/ml) em cultura de células Vero, medida pela quantificacio do MDA-
IBA apos 24h de incubagio em rés independentes experiéncias com quatro réplicas

par concentracao (n=4).0s resultados sao expressados em médias + desvio-padrao em

pmoles de MDA/mg de proteina.

Concentracoes de vitamina E (ug/ml) Produgio de MDA (pmoles/mg proteina)

{=p O RS

(AO 3.25ng/ml)
Célula Vero em Meio de culmura
cultura
1550£258 65399
780498 * 305414 *
441483 * 410+12 ¢

* Diferenca para o respectivo controle ( b =0001)



