Centro Universitario de Brasilia

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DAEDUCACAO E SAUDE
GRADUACAO EM BIOMEDICINA

CLAUDIA ANGELO FOSCHETE

A INFLUENCIA DO TABAGISMO NO ENCURTAMENTO DE TELOMEROS

Trabalho de conclusdo de  curso,
apresentado no formato de artigo cientifico
ao UniCEUB como requisito parcial para a
conclusdo do curso de Bacharelado em
Biomedicina.

Orientador: Prof. Paulo Roberto Queiroz.

BRASILIA
2015
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Resumo

Telémeros sdo complexos DNA-proteina que promovem a estabilidade do genoma, estando
situados nas extremidades de cromossomos eucariéticos e em humanos sdo representados por
sequéncias repetitivas de 6 nucleotideos (TTAGGG)n. A cada replicacdo celular ocorre um
encurtamento telomérico. Essa reducdo leva a senescéncia celular e a apoptose. O estresse
oxidativo é um dos fatores que aceleram o encurtamento dos telémeros e o fumo de tabaco
contribui para esse estresse. O objetivo deste trabalho € apresentar a associacdo entre o
tabagismo e o comprimento de telémeros em seres humanos. Estudos evidenciam uma clara
correlacdo entre o consumo de tabaco, o estresse oxidativo e a aceleracdo da diminuicdo do
comprimento telomérico. A aceleracdo desse encurtamento contribui para o desenvolvimento
de doencas, sendo o tabagismo um fator importante para o desenvolvimento de cancer,
doencas pulmonares e cardiovasculares. Faz-se necessaria uma intensificacdo de politicas
publicas voltadas para o combate ao tabagismo, tendo o biomédico um papel fundamental
nessa luta.

Palavras chave: telémero, tabagismo, estresse oxidativo, encurtamento telomérico.

Smoking influence in telomere shortening

Abstract

Telomeres are DNA-protein complexes that promote genome stability. They are situated at the
end of eukaryotic chromosomes and are represented in humans by repetitive sequences of 6
nucleotides (TTAGGG)n. At each cellular replication occurs a telomeric shortening. This
reduction leads to cellular senescence and apoptosis. Oxidative stress is one factor that
accelerates telomere shortening and tobacco smoke contributes for this stress. The objective
of this study is to present an association between smoking and telomeres length in human
beings. Studies show a clear correlation between tobacco consumption, oxidative stress and
accelerated decrease in telomere length. This shortening acceleration contributes to the
development of diseases and smoking is a major factor to the development of cancer,
cardiovascular and pulmonary diseases. It is necessary to intensify public policies is necessary
to fight tobacco smoking and biomedical scientists have a key role in this subject.

Keywords: telomere, tobacco smoking, oxidative stress, telomere shortening.
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1 Introducéo

Telomeros sdo complexos DNA-proteina, presentes nas extremidades de cromossomos
eucarioticos, que protegem o material genético celular contra eventos que promovem a
instabilidade do genoma. Tais eventos incluem a degradagéo e a fusdo das regifes terminais
dos cromossomos (BLACKBURN, 2005).

De acordo com Lu e colaboradores (2013) esse papel protetivo essencial dos telomeros
é comprometido pela reducdo progressiva das extremidades do cromossomo, provocada pela
replicacdo do DNA. Essa reducdo telomérica resulta na ativacdo de respostas celulares, tais
como, a senescéncia e a morte celular programada (apoptose), minimizando, assim, a
probabilidade de que uma célula com muitas anormalidades cromossémicas continue a se
dividir e se desenvolva em um tumor.

Klug e colaboradores (2010) descrevem que em certas populacdes de células humanas
que sofrem vasta proliferacdo, como as células embrionéarias, germinativas e tumorais, 0
comprimento telomérico é mantido pela telomerase, que adiciona sequéncias de DNA
telomérico no final dos cromossomos.

Segundo Von Zglinicki (2002), a taxa de encurtamento dos telomeros por diviséo
celular ndo é constante e pode variar em funcdo do estresse oxidativo e das defesas
antioxidantes. O dano oxidativo no DNA telomérico é maior do que em outras partes do
cromossomo, sendo que o estresse oxidativo acelera a perda de pares de bases nos telémeros,
enquanto antioxidantes desaceleram essa perda. Ito e Barnes (2009) acrescentam que a
exposicdo dos telomeros a elevados niveis de estresse oxidativo causa lesio no DNA
telomérico, acelerando o processo de envelhecimento e aumentando o risco do
desenvolvimento de céancer.

Van der Vaart e colaboradores (2004) afirmam que a fumaca do cigarro contém uma
mistura de compostos que geram espécies reativas de oxigénio. Os mesmos autores
evidenciam, também, a ideia de que o fumo de tabaco é uma causa bem conhecida de estresse
oxidativo sistémico. Recentemente, Valdes e colaboradores (2005) e Morla e colaboradores
(2006) demonstraram que o tabagismo estd relacionado ao encurtamento de telémeros em
leucdcitos circulantes.

O presente trabalho tem como objetivo fazer o levantamento entre o tabagismo e o

comprimento de telémeros em seres humanos.



2 Metodologia

Trata-se de um trabalho de revisdo narrativa, segundo Rother (2007) uma reviséo que
apresenta uma tematica ampla no intuito de descrever e discutir o desenvolvimento de um
determinado assunto, neste caso, a associacdo entre o tabagismo e o comprimento de
teldmeros.

Os artigos cientificos foram localizados por meio de busca sistematica, realizada nos
bancos de dados EBSCOhost, PubMed (US National Library of Medicine), SciELO
(Scientific Eletronic Library Online) e Google Academics, utilizando-se os descritores
“telomero”, “telomerase”, “estresse oxidativo”, “tabagismo”, ‘“envelhecimento celular”,
“Fragmentos de Restrigdo Terminal”, “Hibridacdo in situ Fluorescente Quantitativa”, “Reagao
em Cadeia de Polimerase”, bem como os mesmos no idioma inglés. Foram ainda utilizados
livros do acervo da biblioteca Reitor Jodo Herculino — UniCEUB.

A pesquisa se concentrou em artigos publicados nos ultimos dez anos, contudo
também foram utilizados artigos e textos basicos anteriores para fundamentar o presente
trabalho. Apds a busca na literatura, foi realizada selecdo dos artigos e livros que abordavam
aspectos relacionados a associacdo entre o tabagismo, o estresse oxidativo e 0 comprimento

telomérico, e identificados conceitos e aspectos relevantes a construcdo deste estudo.

3 Desenvolvimento

3.1 Estrutura e Funcao dos Telémeros

No inicio do século XX, Muller (1938) ao trabalhar com moscas da espécie
Drosophila melanogaster e McClintock (1939), com milho, propuseram a existéncia de uma
estrutura especial nas extremidades dos cromossomos que impediam que estas se
fusionassem, assegurando a segregacdo adequada do material genético durante a divisao
celular. As estruturas que Muller denominou de telémeros (do grego: telos - final e meros -
parte) conferem identidade a parte final dos cromossomos, o que torna possivel distingui-los
dos fragmentos celulares gerados por quebras de DNA que devem ser fundidas para manter a
integridade do material genético.

Nas décadas de 60 e 70, Hayflick e Moorhead (1961), Watson (1972) e Olovnikov

(1973) propuseram que as extremidades dos cromossomos ndo podiam ser copiadas pela



maquinaria de replicacdo, sendo esta a causa do encurtamento dos telémeros, e que o nimero
de vezes que as células humanas em cultura podiam se dividir era limitado. Esta descoberta
estava relacionada a outra caracteristica dos telémeros: a cada divisdo celular uma porc¢do do
telébmero é perdida, até este atingir um comprimento minimo critico que causa a senescéncia e
a morte celular.

No intuito de compreender melhor essas estruturas, Yao e Blackburn (1981)
sequenciaram os telomeros de ciliados. Seus estudos foram determinantes para o atual
entendimento de que os teldbmeros sdo complexos DNA-proteina que promovem a
estabilidade do genoma, estando situados nas extremidades de cromossomos eucaridticos e
representados em seres humanos por sequéncias repetitivas de 6 nucleotideos (TTAGGG),,

denominadas DNA telomérico (Figura 1).

Figura 1: Representacdo da localizagdo do teldmero.
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Fonte: Whiteman (2015).

Entende-se, assim, que os telomeros solucionam pelo menos dois problemas celulares.
Primeiro, diferenciam as extremidades normais dos cromossomos das quebras de DNA, sem
essa diferenciacdo o maquinario de reparo celular induziria paradas no ciclo celular e uniria as
extremidades normais a outras. Segundo, os teldomeros permitem ao DNA cromossémico ser
replicado completamente até o fim (POLLARD; EARNSHAW, 2006).



3.2 Replicacdo Telomérica

A replicacdo celular dos organismos eucarioticos, segundo Zaha (2014), consiste em
um processo no qual uma sequéncia de atividades enzimaticas duplica todo o material
genético antes de uma divisdo celular. O autor esclarece que esta replicacdo ocorre de maneira
semiconservativa, pois as moléculas de DNA geradas apés a replicacdo contém somente uma
das fitas recém-sintetizadas e a outra corresponde & fita do DNA parental (molde).

Para melhor entender o segundo problema celular solucionado pelos telomeros, Klug e
colaboradores (2010) levantam a necessidade de considerar a complexa questdo que a
replicacdo semiconservativa gera na extremidade de uma molécula de DNA de fita dupla.

De acordo com Pollard e Earnshaw (2006) toda replicacdo de DNA procede com uma
polaridade de 3' para 5' no DNA-molde (5' para 3' no DNA recém-sintetizado). As duas fitas
de DNA sédo antiparalelas, mas as polimerases alongam o DNA apenas na dire¢do 5' — 3.
Portanto, somente uma fita, a lider, € estendida continuamente na direcdo do movimento da
forquilha de replicacdo; a outra fita, a descontinua, ¢ sintetizada ‘“descontinuamente” na
direcdo oposta com uma série de fragmentos de Okazaki (COX et al., 2012).

Durante a replicacdo, um iniciador de RNA ¢ usado para indicar o local no qual a
DNA polimerase 111 deve iniciar a sintese da nova fita. Na fita continua a DNA polimerase 11
prossegue até o fim. Ocorre que na fita descontinua o0 RNA iniciador € inserido em intervalos
regulares e a nova fita é alongada pela DNA polimerase |11 gerando fragmentos de Okazaki. A
sintese dos fragmentos termina sempre que encontra o RNA iniciador anterior.
Posteriormente, esses iniciadores sdo removidos e substituidos por sequéncias de DNA
produzidas por DNA polimerases (POLLARD; EARNSHAW, 2006).

O problema reside na extremidade da fita descontinua, pois quando o iniciador final de
RNA € retirado ndo ha mais espaco na fita onde possa ser inserido novo iniciador de RNA,
dessa maneira a DNA polimerase ndo consegue realizar o preenchimento desse Gltimo trecho
da fita molde, resultando em uma fita-filha de DNA mais curta que a fita-mae (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2012) (Figura 2).

Segundo Klug e colaboradores (2010) cada vez que a célula é replicada esse problema
se repete, sendo o telébmero encurtado a cada ciclo de replicacdo. Shay e Wright (1996)
indicam que as repeticoes teloméricas de tecido soméatico normal encurtam aproximadamente
de 30 a 200pb apds cada divisdo mitdtica. Cano (2006) acrescenta que a maioria das células

humanas somaticas se dividem aproximadamente 50 a 60 vezes antes que suas extremidades



teloméricas sejam suficientemente encurtadas a ponto de ndo mais ser possivel protegerem 0s

Cromossomos.

Figura 2: Replicagdo da fita descontinua.
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Legenda: Na replicagéo celular a fita descontinua o iniciador de RNA é inserido em intervalos regulares e a fita
é sintetizada pela DNA polimerase Ill. Esses iniciadores sdo degradados apds o alongamento da fita recém-
sintetizada de DNA. Os espagos vazios sdo preenchidos pela polimerase. A DNA polimerase ndo consegue
preencher o espaco deixado pelo iniciador de RNA, o que resulta no encurtamento da porcéo final a cada
replicacao.

Esta perda de comprimento dos telémeros tem sido proposta como um mecanismo que
funciona tal qual um relégio mitético, tendo a finalidade de contar a quantidade de divisdes
sofrida pela célula e entdo sinalizar a senescéncia celular. Quando o numero de divisbes
celulares for elevado, os telomeros tornam-se tdo curtos que as células sdo direcionadas para
sair do ciclo de divisdo celular, caracteristica da senescéncia replicativa (LIU, 1999). Logo,
tem-se que o comprimento telomérico é um marcador do envelhecimento celular e da
senescéncia (EPEL et al., 2004).



3.3 Técnicas de Determinagdo do Comprimento Telomérico

Existem atualmente diferentes métodos de mensuragdo do comprimento telomérico,
sendo os principais: a analise do comprimento dos Fragmentos de Restricdo Terminal (TRF)
por Southern Blot, a Hibridagdo in situ Fluorescente Quantitativa (QFISH) e a Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR).

O método de andlise de TRF foi desenvolvido para determinar o comprimento dos
teldbmeros, e, portanto, € muitas vezes descrito como o0 método “"padrdo ouro". Nesse
procedimento, o DNA gendmico € fragmentado por enzimas de restricdo. Os telémeros
(fragmentos) s@o separados por eletroforese em gel de agarose por tamanho e entdo
transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou nylon. Posteriormente, pela técnica
Southern Blot, uma sonda especifica, marcada radioativamente ou com corantes fluorescentes,
é utilizada para hibridar (parear) os fragmentos complementares a ela. Os diferentes
comprimentos de telémeros apresentar-se-d40 como bandas com tamanhos e intensidades que
serdo avaliados por comparagdo com um conjunto composto por tamanhos de fragmentos
conhecidos (ALLSHIRE et al, 1989; HARLEY et al, 1990; KIMURA et al, 2010) (Figura 3).

Figura 3: Southern Blot de comprimento telomeérico de leucocito de 11 pacientes com
esquizofrenia. As colunas 1 e 13 contém marcadores de peso molecular.

Fonte: Yu et al. (2008).

Na Hibridacdo in situ Fluorescente Quantitativa (QFISH) utiliza-se uma sonda

fluorescente (3° CCCTAA 5°)3 que se hibrida as repeticGes teloméricas dos cromossomos. A



visualizacdo dos telémeros € realizada em microscopio com filtros epifluorescentes. O
substrato utilizado na técnica QFISH sdo células, ao invés de o DNA utilizado nos ensaios
baseados em TRF e em PCR (MONPETIT et al., 2014) (Figura 4).

Figura 4: Linfocitos humanos em metafase. Técnica Hibridacdo in situ Fluorescente
Quantitativa (QFISH). DNA cromossémico em azul e telomeros em amarelo.

Fonte: Perkel (2002).

No intuito de solucionar a problematica da necessidade de grandes quantidades de
DNA para avaliacdo telomérica, foi desenvolvida a técnica de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR). Nesse método a regido telomérica é amplificada quando uma mistura que
contém o DNA a ser analisado, dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), iniciadores e a
enzima Tag-polimerase séo adicionados a uma solucéo tampéo. Essa solucédo é levada para um
termociclador que realiza ciclos em diferentes temperaturas pré-estabelecidas. Por meio da
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida o resultado é analisado em comparagdo com
um marcador de peso molecular adicionado a uma das fileiras do gel. No gPCR o
comprimento telomérico € mensurado por comparagdo entre a quantidade telomérica
amplificada (T) e uma Unica copia de sequéncia telomérica (S). Ja na técnica de PCR tempo-
real, a contagem de amplificacGes teloméricas € realizada a medida que os amplicons véo
sendo gerados, ou seja, a cada ciclo, o que traz maior agilidade a técnica (MONPETIT et al.,
2014).

3.4 Estrutura e Funcdo da Telomerase

O complexo telomerase consiste em uma transcriptase reversa (TERT) de 1132
aminodcidos, codificada pelo gene hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase),

localizado no cromossomo 5p15.33 e uma RNA telomerase (TERC) contendo 451
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nucleotideos (incluindo molde telomérico - CAAUCCCAAUC), codificado pelo gene hTERC
(human Telomerase RNA Component), localizado no cromossomo 3g21-g28 (AVIV, 2004).

Para compreender melhor a agdo da telomerase, Pollard e Earnshaw (2006) descrevem
que a telomerase utiliza seu proprio RNA como molde para sintetizar sequéncias de DNA na
extremidade do cromossomo alongando, assim, o telémero.

A maioria das células humanas diferenciadas ndo apresenta quase nenhuma atividade
de telomerase. Porém, certos tipos de células, tais como, células tronco-embrionarias, células
germinativas e algumas somaticas como, por exemplo, células endoteliais, endometriais e
linfécitos B e T apresentam alta capacidade proliferativa (CANO, 2006). Além disso, a
atividade da telomerase foi evidenciada em 90% das células extraidas de tumores humanos
estudados por Chiu e Harley (1997).

Cong e Shay (2008) acrescentam que em humanos a maioria das células sométicas
apresenta niveis de atividade da telomerase indetectaveis, isto ocorre porque a transcricdo da
subunidade catalitica hTERT é reprimida durante o inicio do desenvolvimento embrionario.

Blackburn (2001) propds que os telomeros podem alternar entre um estado aberto
(permitindo seu alongamento pela telomerase) e um estado fechado (inacessivel a
telomerase). Aubert e Landsorp (2008) sugerem que, quando o comprimento do telémero é
longo o suficiente, a extremidade telomerica se dobra formando um t-loop e impedindo que a
telomerase se encaixe; contrario a isso ocorre atividade da telomerase quando a extremidade

do telomero esta aberta (Figura 5).

Figura 5: Extremidade telomérica fechada e aberta.
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3.5 Estresse Oxidativo e Encurtamento de Teldmeros

Sob condigdes fisioldgicas, existe um equilibrio entre a quantidade de espécies
reativas de oxigénio produzidas no metabolismo celular normal e a defesa antioxidante
endogena. Um desequilibrio entre a capacidade antioxidante e a producdo de espécies reativas
de oxigénio conduz ao estresse oxidativo (TAVILANI et al., 2012).

Yu (1994) nos esclarece que radicais livres de oxigénio sdo espécies quimicas que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados. Ao reagirem com outras moléculas, modificam
suas estruturas moleculares retirando elétrons de suas 6rbitas. Segundo Salvador e Henriques
(2004) a expressdao “espécies reativas de oxigénio” (ERO) abrange tanto radicais livres de
oxigénio, como radical hidroxila (*OH), 6xido nitrico (NOe) e radical superoxido (O3"),
quanto ndo radicais derivados de oxigénio que podem gerar radicais livres, como perdxido de
hidrogénio (H20,), acido hipocloroso (HOCI), 0zonio (O3) e oxigénio singlete (O,). Berra e
Menck (2006) elucidam que uma das principais formas de geracdo de ERO se da como
consequéncia do proprio metabolismo celular no homem. O oxigénio segue uma via
metabolica na qual é reduzido a &gua, por meio da incorporacao de quatro elétrons ao final da
cadeia respiratoria. Quando essa reducdo ocorre com um numero menor de elétrons, ocorre a
producdo de ERO (Figura 6).

Figura 6: Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocdndria até a formacéo de
agua (H,0). Varias ERO sdo formadas no processo.

O ; (0:0)
|
M o)
) L4 = -
(H:0:0:) HO 2 _ *o2 (:0:0 )
+
e Ay
-
H, O, (H:0:0: H)
%
H

Mle”
H,O _
L

OH (O:H)

H,O (H:O: H)

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997).



12

O peroxido de hidrogénio (H,0;) é uma ERO que exerce importante papel no estresse
oxidativo por ter a capacidade de atravessar as membranas celulares e nucleares e gerar o
radical livre hidroxila (OHe) ao reagir com metais como o Cu® e 0 Fe™". A geracio de OHs se
da por meio das ReacGes de Fenton e Haber-Weiss representadas abaixo (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; BARREIROS; DAVID, 2006) (Figura 7).

Figura 7: Geracdo das espécies reativas de oxigénio.

Reagdo de Fenton:

Fer +0; <> Fe™* + 0y
20" +2H ———> 0, + Hh0s
Fe™ + H, 0 ——— > Fe™ + OH- + OHe

Reacgio de Haber-Weiss:

Fem + 0" < ->Fet™+ 0,
Fe" + H,0; ——— > Fe*™" + OH- + OH»
0" +H0 —— > 0> + OH- + OH-

Fonte: Da autora (2015).

Salvador e Henriques (2004) descrevem que o radical hidroxila tem meia-vida de
baixissima duracdo, reagindo rapidamente com os componentes celulares que estiverem mais
proximos, podendo causar lesbes no DNA, lipidios, carboidratos e proteinas. Esse efeito
devastador € potencializado pela inexisténcia de um sistema enzimatico de defesa contra esse
radical.

Inimeras pesquisas tém sido realizadas quanto a influéncia do estresse oxidativo no
encurtamento dos telomeros (ZGLINICKI et al., 1995, 2000a, 2000b; VAZIRI et al., 1997,
FURUMOTO et al., 1998; HO et al., 2000; XU et al., 2000; ADELFALK et al., 2001;
DUMONT et al., 2001; LORENZ et al., 2001). Destaca-se o consenso dentre pesquisadores
quando defendem a ideia de que além da replicacdo celular levar ao encurtamento dos
teldmeros, o estresse oxidativo acelera esse processo, como por exemplo, Ito e Barnes (2009)
ao sugerirem que os telémeros quando submetidos a elevados niveis de estresse oxidativo,
encurtam-se progressivamente a medida que as células se dividem. Ainda, Aviv (2004)
descreve que os telémeros de células somaticas cultivadas sofrem erosdo a cada ciclo de

replicacdo, sendo que o estresse oxidativo acelera essa reducao telomérica.
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Ademais, Kawanishi e Oikawa (2004) ao realizarem experimento submetendo cultura
de fibroblastos WI-38 a irradiacdo UV-A, observaram que o peroxido de hidrogénio associado
ao cobre causa danos no DNA, especificamente na sequéncia GGG dos telomeros (5'
TTAGGG 3'); concluindo que o dano causado na regido GGG da sequéncia telomérica
induzida pelo estresse oxidativo acelera o encurtamento dos telomeros.

Complementarmente, Zglinicki (2002) realizou uma analise comparativa de diversos
estudos que utilizaram cultura de células humanas em condi¢cdes de exposicao a diferentes
tipos de estresse oxidativo, (Figura 8) evidenciando, dessa forma, o potencial impacto do

estresse oxidativo no encurtamento de telémeros.

Figura 8: Encurtamento de telomero influenciado pelo estresse oxidativo.
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Fonte: Zglinicki (2002).

Legenda: Dados relativos as taxas de encurtamento dos teldmeros em condi¢bes de diminuigdo do estresse
oxidativo (vermelho), cultura de células padrdo (verde) e aumento do estresse oxidativo (azul). As células e as
condi¢Bes utilizadas foram: 1. fibroblastos embrionérios humanos (HEF) WI-38, normdxia/40%hiperdxia
(ZGLINICKI et al., 1995); 2. MRC-5 HEF, PBN/normoxia/hiperdxia (ZGLINICKI et al., 2000a); 3. HEF WI-38,
normoxia/hiperéxia (VAZIRI et al., 1997); 4. fibroblastos de prepucio humano (HFF) BJ, norméxia/hiperdxia
(VAZIRI et al., 1997); 5. HEF BJ, normdxia/hiperoxia (LORENZ et al., 2001); 6. a 14. fibroblastos de pele
humana (HSF) de diferentes doadores, normoxia/hiperoxia (ZGLINICKI et al., 2000b); 15. HFF
normais/glicose-6-fosfato-desidrogenase-deficiente (HO et al., 2000); 16. HSF normal/Anemia Fanconi
(ADELFALK et al., 2001); 17. HEF WI-38 controle/bolus terc-butil-hidroperdxido estresse (DUMONT et al.,
2001); 18. HEF WI-38 controle/estresse repetido de terc-butil-hidroperdxido (DUMONT et al., 2001); 19. HEF
WI-38 controle/H202 (DUMONT et al., 2001); 20. HEF MRC-5 controle/H202 (ZGLINICKI et al., 2000a); 21.
células endoteliais humanas (HUVEC) ascorbato-2-O-fosfato/controle/H202 (FURUMOTO et al., 1998); 22.
HUVEC controle/homocisteina (XU et al., 2000).
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O estudo demonstrou que células humanas cultivadas submetidas a estresse moderado,
apresentaram encurtamento acelerado dos telémeros aliado a diminuicdo da expectativa de
replicacdes celulares. O estresse moderado mencionado foi definido como aquele que
permitisse pelo menos a ocorréncia de algumas replicagdes celulares. Dentre os tipos de
estresse aplicados tem-se hiperdxia cronica (ZGLINICKI et al., 1995; VAZIRI et al., 1997;
LORENZ et al., 2001), o tratamento com homocisteina (XU et al., 2000), baixas doses de
terc-butil-hidroperéxido (DUMONT et al., 2000), peroxido de hidrogénio (H.0;)
(ZGLINICKI et al., 2000a e DUMONT et al., 2001). Uma aceleracdo similar da perda de
telomeros e reducdo da proliferacdo celular também foi evidenciada em fibroblastos de
individuos com Anemia de Fanconi (ADELFALK et al., 2001), uma condigdo que resulta no
aumento do estresse oxidativo.

Dentre vinte e dois experimentos independentes relatados de sete laboratorios
diferentes, confirmou-se em dezenove deles um aumento da taxa de encurtamento dos
telomeros em condicbes de estresse. Nos trés experimentos restantes, as taxas de
encurtamento dos telémeros ja eram muito baixas em condic¢des de controle, aliado a isso a
capacidade antioxidante intrinseca foi alta o suficiente para minimizar o efeito da hiperdxia
(LORENZ et al., 2001; ZGLINICKI et al., 2000b); de acordo com o proprio pesquisador, um

bom exemplo de “exce¢des que confirmam a regra”.

3.6 Tabagismo e Encurtamento de Telomeros

Estudos indicam uma relacao entre o tabagismo e o estresse oxidativo. Rufino e Silva
(2006) citam que o fumo contém mais de 1.017 particulas e muitas sdo produtos oxidantes.
“Muitas células inflamatorias sdo recrutadas para o pulmao em resposta a fumaga do cigarro,
as quais também geram mais radicais oxidantes” (RUFINO; SILVA, 2006). Chung-Man e
colaboradores (2001) destacam que a exposicdo ao fumo do cigarro conduz a niveis elevados
de espécies reativas de oxigénio nas vias respiratorias humanas. Além disso, Ferreira e
Matsubara (1997) enfatizam que a fumaca do cigarro é rica em ferro que, como visto
anteriormente, € um metal que participa de reacdes geradoras do radical livre hidroxila (OHe).

Dois estudos (Valdes et al., 2005; Morla et al., 2006) correlacionaram a diminui¢ao
telomérica em leucdécitos e linfocitos circulantes, respectivamente, ao tabagismo. Valdes e
colaboradores (2005) investigaram 1.122 mulheres brancas com idades entre 18 e 76 anos. As

participantes eram gémeas (45 pares monozigéticas e 516 dizigdticas). Dessas, 531 (47%)
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nunca fumaram, 369 (33%) eram ex-fumantes, 203 (18%) ainda eram fumantes e néo se sabia
a condicdo de fumante ou ndo-fumante de 19 (2%) delas.

O comprimento dos telémeros foi medido pelo método Southern Blot e a carga
tabagica foi mensurada pela varidvel mago-ano. Tal carga expressa a exposicdo do individuo
ao tabagismo, representada pelo produto do nimero de cigarros consumidos por dia pelo
namero de anos que o individuo fumou. Exemplificando, se um individuo fumou 30 cigarros
por dia durante 15 anos, tem-se 30/20 x 15 = 22,5 magos-ano.

Os achados demonstraram que os individuos que nunca fumaram tinham teldmeros
mais longos que ex-fumantes e ambos apresentaram teldmeros mais compridos que 0S
individuos que ainda eram fumantes (Figura 9). Ademais, os dados mostraram uma correlagdo
entre a quantidade de cigarros fumados e o encurtamento telomerico. Para cada mago-ano
constatou-se uma perda de 5 pb, ou 18% da média de perda telomérica anual, em comparacéo
com a taxa da coorte geral.

Figura 9: Relagéo entre comprimento de telomeros e status de fumante.
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Fonte: Valdes et al. (2005).

No trabalho desenvolvido por Morld e colaboradores (2006), o comprimento dos
telomeros foi determinado por Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH) em linfécitos
circulantes de 26 (vinte e seis) individuos que nunca fumaram, 24 (vinte e quatro) fumantes
com funcdo pulmonar normal e 26 (vinte e seis) fumantes com obstru¢do moderada a grave

das vias aéreas.
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Esse estudo confirmou as informacdes publicadas por Valdes e colaboradores (2005)
ao apresentar dados que comprovaram que em contraste a ndo-fumantes, o comprimento dos
telomeros apresentou significativa diminuicdo com a idade em fumantes. Demonstrou
também que houve uma relacdo dose-efeito entre a exposicao de longa dura¢do cumulativa ao
fumo de tabaco e o comprimento dos telémeros em linfocitos circulantes. A presenca e/ou

gravidade da obstrucéo cronica das vias aéreas ndo modificou essa relacdo (Figura 10).

Figura 10: Relacdo entre o comprimento telomérico e idade, ambos em a) ndo-fumantes e b)
fumantes. c¢) exposi¢do cumulativa ao fumo. O: individuos que nunca fumaram; o: fumantes

com funcdo pulmonar normal; «: fumantes com Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC).
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Fonte: Morla e colaboradores (2006)

Nova pesquisa foi realizada por Tomita e colaboradores (2010) relacionando o
encurtamento telomérico ao tabagismo. Dessa vez foram analisados macrdéfagos alveolares de
fumantes e ndo fumantes com o objetivo de avaliar o efeito do fumo de tabaco no
comprimento dessas células. O comprimento telomérico dos macréfagos alveolares foi
determinado por Hibridacéo in situ Fluorescente Quantitativa (QFISH).

No estudo em questdo foram recrutados dois grupos. No primeiro, havia dezenove
individuos saudaveis com idade de 24,6 £ 2,2 anos, dentre eles, nove nunca fumaram e tinham
funcbes pulmonares normais, e dez eram fumantes com um histérico de carga tabagica de
pelo menos 10 magos-ano. O segundo grupo era formado por individuos com idade de 68,3 +
5,4 anos, desses, oito fumantes com Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC), nove

fumantes sem obstrucdo das vias aéreas e oito ndo fumantes com funcbes pulmonares
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normais. Nesse segundo grupo os fumantes tinham historico de carga tabagica de pelo menos
20 magos-ano.

Esse estudo demonstrou que no grupo mais jovem, o comprimento telomérico
apresentava-se 1,6 vezes menor em macrdfagos alveolares dos fumantes quando comparados
aos dos ndo-fumantes. Demonstrou, também, um comprimento significativamente menor nos
telbmeros em macréfagos teciduais em fumantes com e sem DPOC em comparagdo com 0s

ndo-fumantes da mesma idade (Figura 11).

Figura 11: A) Comprimento telomérico reduzido em jovens fumantes. B) Comprimento
telomérico em controles saudaveis, fumantes saudaveis e pacientes com COPD.
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Fonte: Tomita et al. (2010).

Outra investigacdo foi realizada por Tsuji e colaboradores (2006) visando determinar
se a senescéncia de células alveolares epiteliais e endoteliais era acelerada em individuos com
enfisema pulmonar. A pesquisa analisou trés grupos de individuos, sendo 13 pacientes
fumantes com enfisema pulmonar (idade de 64,3 + 2,3 anos), 10 fumantes assintomaticos
(idade de 62,5 + 4,5 anos) e 11 individuos ndo-fumantes assintomaticos (idade de 63,3 £ 3,5
anos). Utilizou-se a técnica de FISH para medi¢do dos telomeros. Os resultados do estudo
indicaram que a intensidade de sinal dos telémeros nas células de tipo Il e nas células
endoteliais dos pacientes com enfisema e dos fumantes assintomaticos foi significativamente

menor do que dos ndo fumantes (Figura 12).
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Figura 12: Analise quantitativa dos teldomeros nas células alveolares tipo Il (A) e células
endoteliais (B). As barras horizontais indicam os valores medianos.
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McGrath e colaboradores (2007) investigaram a associagdo entre 0 comprimento de
teldmeros, tabagismo e risco de cancer de bexiga em um estudo de caso-controle realizado
com 184 individuos com diagnostico de cancer de bexiga (caso) e 192 individuos saudaveis
quanto ao cancer de bexiga (controle). A média de idade dos individuos estudados era de 64,1
anos. Dentre os casos, 18% eram fumantes, 50,3% ex-fumantes e 31,7% ndo fumantes; dentre
os controles, 15,3% eram fumantes, 53,2% ex-fumantes e 31,6% ndo fumantes. O
comprimento dos telémeros foi avaliado pela técnica PCR tempo-real.

Resultados desse estudo indicaram uma diferenca significativa no comprimento dos
teldmeros em todas as categorias de macgo-ano de tabagismo; o comprimento médio relativo
dos teldomeros de controles que fumavam > 30 magos-ano foi de 0,25 em comparacdo com
0,29 para ndo fumantes. Foram demonstrados, também, telémeros significativamente menores
em individuos saudaveis fumantes do que nos ndo fumantes.

Recentemente, Cassidy e colaboradores (2010) publicaram artigo a respeito de
investigacdo por eles realizada cujo objetivo era determinar a relacdo entre dieta alimentar,

estilo de vida e encurtamento telomérico de leucocitos do sangue periférico de 2.284 mulheres
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com idade entre 43 e 68 anos. O método de PCR quantitativo em tempo-real foi utilizado para
medicdo telomérica. Diferentes variaveis foram analisadas nessa pesquisa, tais como: dieta
alimentar, reposicdo hormonal pds-menopausa, atividade fisica, massa corporal, idade e
tabagismo. Os resultados relatados foram relacionados ao objetivo do estudo, qual seja,
determinar a associacgdo entre a circunferéncia abdominal, consumo de gordura polinsaturada
e dieta com fibras e o comprimento telomérico, sendo o tabagismo e a idade utilizados
somente como varidveis de adaptagao.

Além disso, os autores relataram ndo terem encontrado associacdo entre o
comprimento dos teldmeros e tabagismo, atividade fisica, ou reposicdo hormonal pés-
menopausa. Evidenciaram, ainda, que apesar de varios estudos anteriores terem observado
uma associacgao entre o tabagismo e a reducédo telomerica, no estudo em questdo e em outros
(Broberg et al., 2005; Bischoff et al., 2006; Brouilette et al.; Fitzpatrick et al., 2007) o
tabagismo ndo foi associado com o comprimento telomérico.

Analisando os estudos referidos por Cassidy e colaboradores (2010) citados acima,
foram encontrados os seguintes dados: Broberg e colaboradores (2005) investigaram a
associacdo entre o comprimento telomérico de células bucais (medido por PCR quantitativo
em tempo-real) e o risco de desenvolvimento de cancer de bexiga. Foram analisados, tambem,
se fatores genéticos e ambientais associados a danos ao DNA (i.e. tabagismo) poderiam
modificar a associacdo entre o comprimento dos telomeros e o risco de cancer. Os dados
encontrados indicaram que os fumantes tinham telémeros seis vezes mais curtos do que ex-
fumantes ou ndo-fumantes.

Bischoff e colaboradores (2006) realizaram estudo no qual o comprimento telomérico
de leucdcitos foi medido pela técnica Southern Blot com o propdsito de investigar se esse
parametro poderia ser usado como um preditor da expectativa de vida remanescente de 812
individuos cuja idade variava entre 73 e 101 anos. Foi incluida nesse estudo a analise da
correlacdo entre o tabagismo e o comprimento telomérico dos individuos citados. Porém, os
autores relataram ndo terem conseguido comprovar tal associacéo.

Brouilette e colaboradores (2007) pesquisaram 484 individuos que desenvolveram
doenca coronéria (caso) e 1058 que ndo desenvolveram a doenca (controle), com o objetivo
de determinar se o comprimento telomérico de leucocitos (medido pelos métodos PCR tempo-
real e Southern Blot) era preditor do desenvolvimento da doenca em questdo. Apesar dos
autores incluirem o tabagismo como critério de analise, ndo demonstraram nenhum resultado

que fizesse a correlagdo do fumo de tabaco com o encurtamento telomérico.
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Fitzpatrick e colaboradores (2007) desenvolveram também estudo com o objetivo de
determinar se o comprimento telomérico de leucécitos (medido pela técnica Southern Blot)
era preditor do desenvolvimento de doenca coronaria. A populacdo de 419 individuos
analisada tinha média de idade de 74,2 anos, sendo que mais da metade desses nunca fumou e
apenas 11% eram tabagistas. Segundo o0s autores o0s resultados encontrados néo
correlacionaram o tabagismo ao comprimento telomérico.

Cassidy e colaboradores (2010) ndo encontraram associagdo entre 0 comprimento de
telébmeros e o fumo de tabaco, porém, seus estudos abordavam muitas variaveis, o que pode
ter comprometido o resultado esperado. Os dados por eles obtidos foram surpreendentes, uma
vez que o encurtamento do teldbmero é acelerado pelo estresse oxidativo. Apesar desses
autores terem citado que outros pesquisadores (Broberg et al., 2005; Bischoff et al., 2006;
Brouilette et al.; Fitzpatrick et al., 2007) ndo chegaram a conclusdes que fizessem a referida
correlacdo, observam-se possiveis equivocos de interpretacdo ou mesmo vieses nos estudos
que podem ter interferido nos resultados apresentados.

Broberg e colaboradores (2005) demonstraram sim uma associa¢do entre o fumo de
tabaco e o encurtamento de teldmeros. J& os individuos estudados por Bischoff e
colaboradores (2006) tinham idades muito avancadas, entre 73 e 101 anos, 0 que por si SO ja
seria causa suficiente para que tivessem seus telomeros encurtados. Brouilette e colaboradores
(2007) sequer apresentaram resultados especificamente relacionados ao fumo de tabaco e
telomeros. Finalmente, Fitzpatrick e colaboradores (2007) ressaltaram que a idade avangada
dos individuos e a pequena amostra de fumantes devem ter afetado seus resultados relativos a
associagdo entre o tabagismo e o comprimento telomérico.

Por fim, os dados da pesquisa de Valdes e colaboradores (2005) sugeriram que 0
tabagismo acelera o envelhecimento humano. Salientaram que ser fumante ou ex-fumante
corresponde em meédia a 4,6 anos de envelhecimento e que fumar um maco por dia durante 40
anos corresponde a 7,4 anos de envelhecimento. Morla e colaboradores (2006) também
concluiram que a exposicdo ao fumo acelera o encurtamento telomérico. Tomita e
colaboradores (2010) forneceram evidéncias de que o tabagismo provoca diminuicdo do
comprimento telomérico em macrofagos alveolares. E, ainda, McGrath e colaboradores
(2007) observaram uma associacdo estatisticamente significativa entre encurtamento do

comprimento dos telémeros e o fumo de tabaco.
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4 Consideracoes Finais

Com o desenvolvimento deste trabalho analisamos estudos que demonstraram a
associagdo entre o tabagismo e 0 encurtamento de teldmeros, evidenciando-se uma clara
correlacdo entre o consumo de tabaco, o estresse oxidativo e a aceleracdo da diminuicdo do
comprimento telomérico.

Algumas pesquisas analisadas neste estudo utilizaram variaveis que também
influenciam o comprimento telomérico, como: diferenga de idade entre os individuos
estudados, doencas pré-existentes, estilo de vida (estresse, dieta, realizacdo de atividade fisica,
dentre outros) e idades avancadas dos participantes, ndo conseguindo, portanto, demonstrar
com precisdo a influéncia do tabagismo no encurtamento de telémeros. Contudo, pesquisas
gue conseguiram minimizar essas variaveis e utilizaram métodos de mensuracdo de
comprimento telomérico, reconhecidos por sua eficiéncia e producdo de dados fidedignos,
apresentaram resultados que demonstraram com acuracia a citada correlacdo
tabagismo/estresse oxidativo/encurtamento telomerico.

Depreendemos das leituras dos artigos e livros que o encurtamento telomérico leva ao
envelhecimento celular e consequentemente a um comprometimento do metabolismo celular,
da capacidade de resposta a estimulos e da defesa do organismo. A aceleracdo desse
encurtamento contribui para o desenvolvimento de doencas, sendo o tabagismo um fator
importante para o desenvolvimento de cancer, doencas pulmonares e cardiovasculares.

O fumo de tabaco continua sendo uma das principais causas de mortes evitaveis, dessa
forma, faz-se necessaria uma intensificacdo de politicas pablicas voltadas para o combate ao
tabagismo, tais como campanhas de conscientizacdo da populacdo quanto aos maleficios do
fumo de tabaco, proibicdo de fumo em ambientes coletivos, aumento de carga tributéria de
produtos que contém tabaco, proibicdo de propaganda de cigarro, bem como oferta de
tratamento para individuos que queiram parar de fumar.

As conclusbes do presente trabalho evidenciam o papel fundamental do biomédico na
luta contra o tabagismo, seja na realizacdo de pesquisas que demonstrem seus maleficios, no
desenvolvimento de tratamentos que minimizem os efeitos ou curem as doencas decorrentes
do consumo de tabaco ou ainda na participacdo em acbes governamentais no combate ao

tabagismo.
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