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RESUMO

ESQUISSATO, Giovana Natiele Machado, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
marco de 2012. Genotoxicidade do alcaldide camptotecina e do seu anélogo
irinotecan através do ciclo parassexual em Aspergillus nidulans (teleomorfo
Emericella nidulans). Orientadora: Marialba Avezum Alves de Castro-Prado.
Coorientadora: Juliane Rocha de Sant”Anna.

A recombinacao mitética € um processo com participacdo na carcinogénese e com
capacidade de induzir a perda da heterozigosidade (LOH, loss of heterozygosity),
quando as cromatides recombinantes segregam na mitose, para diferentes células-
filhas. Os potenciais recombinagénicos de dois compostos antineoplasicos,
previamente caracterizados como inibidores da enzima DNA-Topoisomerase |,
camptotecina (CPT) e irinotecan (CPT-11), foram avaliados no presente estudo. O
ensaio de homozigotizacdo, que permite identificar a inducdo da recombinacdo
mitética e de homozigose em células heterozigotas, bem como uma linhagem
dipldide de Aspergillus nidulans, denominada UT448//A757, heterozigota para
diferentes marcadores nutricionais e de coloracéo de conidios, foram utilizados para
atingir os objetivos propostos. Trés concentracfes nao-citotdxicas de CPT (3.5 ng
mi?, 10.5 ng mI* and 17.4 ng ml') foram estudadas, as quais induziram tanto
recombinacdo mitética no dipldide UT448//A757, quanto homozigose de marcadores
nutricionais e de coloracdo de conidios. indices de Homozigotizacdo (HI)
significativamente (p<0.05) diferentes do controle negativo foram obtidos em todas
as concentragbes de CPT utilizadas. Dentre as trés concentragbes de CPT-11
utilizadas (18 pg mi™, 9 pg mi™* e 4,5 ug ml™), apenas a maior delas, correspondente
a dose Unica maxima utilizada em protocolos de quimioterapia, produziu valores de
HI significativamente diferentes do controle negativo. Os efeitos recombinagénicos
de ambos bloqueadores de Topoisomerase | foram associados ao reparo
recombinacional de quebras no DNA, induzidas pelos compostos CPT e CPT-11.

Palavras-chave: Antineoplasicos, crossing-over mitético, malignidades secundarias,
Aspergillus nidulans.



ABSTRACT

ESQUISSATO, Giovana Natiele Machado, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
March de 2012. Genotoxicity of the alkaloid camptothecin analog irinotecan and
its through the parasexual cycle in Aspergillus nidulans. Adviser: Marialba
Avezum Alves de Castro-Prado. Commitee Member: Juliane Rocha de Sant’Anna.

Mitotic recombination is an important mechanism involved in carcinogenesis which
can lead to genetic loss by LOH, when the recombinant sister chromatids segregate
in mitosis to different daughter cells. The recombinogenic potential of two
antineoplastic agents, previously characterized as DNA-topoisomerase | inhibitors,
camptothecin (CPT) and irinotecan (CPT-11), was evaluated in the present study.
The homozygotization assay, which assess the induction of mitotic recombination
and gene homozygosis, as well as the heterozygous A757//UT448 diploid strain of
Aspergillus nidulans were employed. Three non-cytotoxic concentrations of CPT (3.5
ng ml*, 105 ng mI* and 17.4 ng ml?) were found to induce both mitotic
recombination and gene homozygosis in treated A. nidulans diploid cells. CPT
treatment produced three diploids homozygous, for nutritional and conidia color
genes, and Homozygotization Indices (HI) significantly (p<0.05) different from
negative control. On the other hand, with concentratios of CPT-11 (18 pg ml™, 9 pg
ml™ e 4,5 pg ml™) only the highest CPT-11 concentration tested, corresponding to
the maximal single chemotherapeutic dose, produced HI values higher than 2.0 and
significantly different from negative control HI values. The recombinogenic effects of
both topoisomerase | blockers were associated with the recombinational repair of
DNA strand breaks induced by CPT and CPT-11.

Key words: Antineoplastic, mitotic crossing-over, secondary malignances, Aspergillus
nidulans.



1. INTRODUCAO

O ser humano, assim como os demais animais e as plantas, sao frutos da
interacdo entre o0 genoma com 0 seu ambiente. A capacidade de um organismo
interagir com o meio ambiente esta contida no DNA. Desta interacdo, entretanto,
podem surgir mudancas no material genético (Erdtmann et al., 2003). Os farmacos
sdo algumas das substancias que podem interagir com as moléculas do DNA
humano e produzir efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos (Ribeiro e Marques,
2003).

Os compostos quimicos que interagem e causam danos ao DNA séo
caracterizados como agentes mutagénicos (Ribeiro e Marques, 2003), pois podem
induzir alteracbes na sequéncia de bases do DNA, elevando a frequéncia de
mutacdes, algumas delas associadas ao desenvolvimento de neoplasias (Antunes e
Araujo, 2000).

O estudo do potencial mutagénico e carcinogénico de farmacos ou de
compostos quimicos é uma das exigéncias dos 06rgdos governamentais que
controlam, monitoram e regularizam o desenvolvimento de novos medicamentos e
novos produtos quimicos, antes que esses sejam introduzidos no mercado (Kolling
et al.,, 2006; Brambilla e Martelli, 2009). No Brasil, o 6rgdo governamental que
promove o controle da liberacdo para comercializagdo de compostos industrializados
€ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Esta agéncia possui um
manual que orienta as industrias farmacéuticas, que desenvolvem novos
medicamentos, quanto a realizacdo de estudos de genotoxicidade. Esses estudos
sd0 necessarios e obrigatdrios para aprovacao e liberacdo desses medicamentos

para a comercializacdo (Anvisa, 2010).

A camptotecina (CPT) é um alcaléide obtido da Campthoteca acuminata,
uma arvore nativa encontrada na regido sul da China (Ferreira e Lemos-Senna,
2007) (Figura 1). Este farmaco apresenta elevada atividade antitumoral, cujo
mecanismo envolve a inibicdo da topoisomerase |, uma enzima altamente expressa
em células tumorais. A utilizagdo deste farmaco em protocolos de quimioterapia foli,
entretanto, limitada durante muitos anos, em virtude de sua toxicidade e elevada

instabilidade em meio fisiologico (Granada et al., 2007).



Considerada uma droga citotdxica, a CPT € um potente inibidor da sintese
de &cidos nucleicos e indutor de quebras em fitas simples no DNA de mamiferos
(Hsiang et al., 1985).

Figura 1 - Folhas e flores da é&rvore Camptotheca acuminata.
(Trompenburg, 2012).

O anélogo semi-sintético da CPT, irinotecan ([4 - (1-piperidino)-1-piperidino]
7-etil-10 carbonyloxycamptothecin; CPT-11), caracterizado como um dos mais
importantes agentes anticancerigenos desenvolvidos nas Udltimas décadas,
apresenta melhor solubilidade em solucBes aquosas e menor toxicidade quando
comparado com a CPT (Kaneda et al., 1990).

A citotoxicidade do CPT-11 resulta do mesmo mecanismo de a¢édo da CPT,
ou seja, ambos 0s compostos mantém estavel o complexo ternario farmaco —
enzima - DNA. Este complexo impede a restauracdo da fita simples de DNA, clivada
pela topoisomerase |. Este processo induz a parada do ciclo celular em S/Gy,
causando a morte das células. Para que o CPT-11 e a CPT exercam seus efeitos

genotoxicos, é necessario que a sintese de DNA esteja em andamento, indicando



que a citotoxicidade destes farmacos € dependente da fase S do ciclo celular
(Takimoto et al., 1998).

Considerando-se que a inducdo de quebras na molécula de DNA pode
desencadear o processo de recombinacdo génica entre cromatides homologas e
que a recombinacdo somatica pode atuar como um mecanismo precursor da
carcinogénese, o presente estudo teve como objetivo:

1) avaliar o potencial recombinagénico da CPT, bem como de seu analogo
semissintético CPT-11 em células diploides heterozigotas de Aspergillus nidulans,

2) comparar os resultados obtidos com ambos os farmacos.

3) Estudar o potencial recombinagénico das concentracbes de CPT-11

utilizadas em protocolos de quimioterapia para tratamento de canceres humanos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspergilluns nidulans e recombinagdo mitotica

O genoma do ascomiceto Emericella nidulans (anamorfo Aspergillus
nidulans) foi totalmente sequenciado pelo Broad Institute (USA) em 2005. Este fungo
€ hapléide, possui 30 milhdes de pares de bases e contém cerca de 9.500 genes
codificadores de proteinas, localizados em oito cromossomos (Galagan et al., 2005).

A. nidulans é um fungo homotalico e filamentoso que se propaga por
esporos sexuais (ascosporos) e assexuais (conidios), 0s quais sdo uninucleados e
haploides. Apresenta uma grande versatilidade fisiol6gica, sendo capaz de crescer
em varias condi¢cbes de cultura, suportando alteracdes de temperatura, fontes de
carbono, osmolaridade, forca i6nica e pH (Rossi e Arst, 1990). Este fungo possui
ainda um ciclo de vida curto e exigéncias nutricionais simples, fatores que facilitam o
estudo e a compreensdo dos mecanismos genéticos que envolvem respostas as
condi¢cdes ambientais, bem como suas implicacdes fisioldgicas e estruturais (Segato
e Rossi, 2008).

Além do ciclo sexual, ou ascosporogénese, e assexual, ou conidiogénese, A.
nidulans possui também o ciclo parassexual descrito por Pontecorvo e Kafer, (1958).
O ciclo sexual e o ciclo parassexual apresentam varias caracteristicas em comum:
ambos envolvem fusdo nuclear, recombinagéo entre genes ligados e nao ligados e
reducao para haploidia (Azevedo, 1998).

O ponto inicial do processo parassexual € a heterocariose, que pode ocorrer
em virtude da anastomose entre células vegetativas de linhagens geneticamente
diferentes. ApGs a heterocariose, ocorre a fusdo de nucleos, originando dipldides
heterozigotos, com dezesseis cromossomos. O proximo passo é a producado de
recombinantes, que envolve permuta génica. Este diploide pode voltar ao estado
haploide por meio de divisdes mitdticas sucessivas, onde uma série de néo-
disjuncdes mitdticas pode ocorrer, levando o nudcleo diploide a haploidizacdo. Os
conidios, agora hapléides, podem germinar e dar origem a colbnias geneticamente
diferentes dos parentais, se eventos de permuta mitética ocorrerem antes da
haploidizacéo (Azevedo, 1998; Segato e Rossi, 2008).

A. nidulans é considerado um organismo modelo para estudos genéticos.

Linhagens mutantes deste fungo podem ser obtidas facilmente, diferindo das

4



linhagens selvagens quanto a morfologia da colénia, cor do conidio, morfologia dos
conidiéforos, requerimentos nutricionais e capacidade de crescer em vérias fontes
de carbono, havendo, ainda, mutantes resistentes a compostos fungicidas, como o
benomil e acriflavina (Galagan et al., 2005).

Por estar biologicamente caracterizado, o fungo A. nidulans pode ser
utilizado como instrumento para clonar genes de outros fungos que nao estao
caracterizados geneticamente (Segato e Rossi, 2008), além de ser um modelo
biolégico conveniente para estudos de fisiologia celular, controle do ciclo celular,
estrutura da cromatina, reparo do DNA, genotoxicidade de compostos quimicos e de
resisténcia a drogas (Galagan et al., 2005). E também considerado um excelente
organismo para conduzir estudos de recombinagénese, pois passa a maior parte de
seu ciclo celular em G2. Nesta fase, os cromossomos apresentam-se duplicados, o
que favorece significativamente o evento de recombinacdo mitGtica (Bergen e
Morris, 1983).

O crossing-over mitotico foi descrito, inicialmente, em Drosophila
melanogaster (Sterm, 1936), sendo, atualmente, considerado um processo de ampla
atuacdo em células dipldides, com importante funcdo na promoc¢édo de neoplasias,
em células heterozigotas (Beumer et al., 1998).

A segregacdo de uma cromatide paternal e uma recombinante para o
mesmo polo mitdtico, apés um evento de recombinacdo mitética em uma célula
diploide heterozigota, pode resultar na homozigose de todos os genes localizados
em posicdo distal ao ponto de permuta. Tal homozigose pode ter efeito
carcinogénico pela reducdo da heterozigosidade constitucional de genes
supressores de tumor (Figura 2). Desta forma, substancias que induzem quebras no
DNA, ou que inibem sua replicacdo, podem estimular a recombinacdo mitética
(Zimmermann et al., 1966).

Considerando-se que o processo mitdtico em A. nidulans assemelha-se a
mitose de eucariotos (Osmann et al., 1993) e que a recombinacdo mitética pode
estar envolvida em diferentes fenbmenos biol6gicos (Miller e Scott, 1992), este
fungo pode também atuar como ferramenta importante na caracterizagdo do
potencial recombinagénico de substancias quimicas.

A recombinacdo mitética foi associada a carcinogénese, através da perda do
alelo funcional de um gene supressor de tumor, em uma célula heterozigota

(Cavenee et al., 1991; Marshall, 1991). A exposicdo de células eucariotas a
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compostos recombinagénicos pode, portanto, resultar na transformacéo destas em
clones de células neoplésicas. Estas observacfes destacam a importancia de se
avaliar o potencial recombinagénico tanto de farmacos ja comercializados quanto

daqueles recém sintetizados (Marshall, 1991).
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Figura 2 - Homozigose do gene Rb induzido pelo crossing-over mitético em uma
célula heterozigota (Rb*/Rb).

2.2. Topoisomerases

O DNA é o alvo mais importante de muitos farmacos antineoplasicos, tais
como actinomicina D e adriamicina, dentre outros, com capacidade de se intercalar
entre as bases do DNA, bloqueando a transcricdo e a replicagdo. As enzimas DNA
topoisomerases constituem alvos alternativos para farmacos com potencial
anticancerigeno, pois tais enzimas participam de processos celulares vitais, como a
replicacdo do DNA. As topoisomerases cortam transitoriamente uma ou ambas as

cadeias do DNA e permitem resolver varios problemas topologicos do DNA, como o
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super enovelamento gerado durante a replicacdo do DNA, no momento em que a
enzima Helicase promove abertura da dupla hélice de DNA (Wang, 1996; Alberts et
al., 2002).

As enzimas topoisomerases foram descobertas no inicio dos anos 70, mas
foram estudadas, nos anos 80, quando se verificou que a enzima topoisomerase |
era o Unico alvo molecular da CPT (Hsiang et al., 1985).

Estudos sobre o mecanismo de catalise das DNA topoisomerases
conduziram a classificacdo destas enzimas em topoisomerase |, exemplificado pela
topoisomerase de Escherichia coli e pelas topoisomerases eucaridticas |, e as DNA
topoisomerases |l, exemplificado pela DNA girase de E. Coli e pela DNA
topoisomerase |l eucaridtica (Pommier et al. 2010).

O mecanismo de acdo da topoisomerase | (topo I) envolve um ataque
nucleofilico na ligacéo fosfodiéster por um residuo de tirosina catalitica da enzima,
que culmina na formacado de uma ligacdo covalente entre a enzima e um grupo
fosfato da fita clivada do DNA. Desta forma, a topo | conserva a energia do
rompimento da ligacédo fosfodiéster, para em seguida, utilizar essa mesma energia
para restaurar a ligacao fosfodiéster e selar a quebra (Stewart et al., 1998) (Figura
3).

A topo | foi ainda subdividida em dois grupos, as topo | do tipo IA e as topo |
do tipo IB. As primeiras, topo | do tipo IA, clivam a fita do DNA através de uma
ligacdo covalente com a extremidade 5’ da fita de DNA clivada. Em humanos, a topo
| do tipo IA é exemplificada pela topo llla e topo IlIB. A topo | do tipo IB liga-se
covalentemente a extremidade 3’ da fita de DNA clivada e & exemplificada pela
enzima topo | do tipo IB humana nuclear e humana mitocondrial (Wang, 1996; Zhang
et al., 2001; 2004).

A topo | resolve problemas topolégicos associados a replicacdo e a
transcricdo do DNA, relaxando o superespiralamento gerado nestes processos
(Champoux, 2001; Wang, 2009). Esta enzima é composta de aproximadamente 765
residuos de aminoacidos, dividida em quatro dominios: o dominio amino (NH2) —
terminal (geralmente corresponde aos os residuos aminoacidos 1 a 197), o dominio
nuclear (residuos de 198 a 651), dividido nos subdominios I, Il e Ill; o dominio
vinculador (residuos de 652 a 696); e o dominio carboxi (COOH) — terminal (residuos

de 713 a 765), altamente conservado, onde se encontra o sitio ativo da enzima,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Energia
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfodi%C3%A9ster&action=edit&redlink=1

responsavel por mediar a clivagem do DNA, a tirosina catalitica na posi¢cdo 723
(Stewart et al., 1997) (Figuras 4 e 5).

As estruturas de interacbes covalentes e ndo covalentes do complexo
binario DNA - topo |- foram estudadas por Stewart et al. (1997) e por Redinbo et al.
(2000). Nestes estudos, observou-se que in vitro os dominios NH2 - terminal e
vinculador, quando excluidos, ndo interferiam com a atividade enzimatica da
topoisomerase. Como o sitio ativo da enzima encontra-se no dominio COOH —
terminal, estes estudos sugerem que a combinacdo do dominio nuclear com o

dominio COOH - terminal seja suficiente para a atividade da enzima topo |.
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Figura 3 - Mecanismo de acdo da enzima topo |. A) Sitio ativo da enzima topo | (y),
que realiza a clivagem de uma ligacao fosfodiéster na fita de DNA. B) A fita de DNA
clivada gira, removendo a superespira. C) A ligacao fosfodiéster € restabelecida pela
enzima topo | (Pommier et al., 2010).

Em funcéo de seu papel crucial na manutencdo da replicacdo do DNA, a

enzima topo | tornou-se um alvo promissor para o tratamento de neoplasias (Khadka
e Cho, 2011; Thapa et al., 2011).

Glu lie Gla Tyr
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topo | C = 7&7"" NS N T RN, “""""'.’“’io 33
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N - terminal nuclear vincwladar ¢ terminal

Figura 4 - Estrutura esquematica da enzima topo | de 91 KDa, em humanos. Em
branco o dominio NH2 - terminal, em pontilhado o dominio nuclear, em azul o
dominio vinculador e em xadrez o dominio COOH - terminal (modificado de Stewart
et al., 1997).



Outras enzimas envolvidas no processo de duplicagdo do DNA séo as
topoisomerases |l (topo Il). Estas enzimas também foram subdividas em topo Il do
tipo lla e topo Il do tipo lIB. Ambas produzem quebras nas duas fitas do DNA,
prendem-se as extremidades 5 da fita clivada de DNA e através de ligacOes
covalentes, passam a dupla fita através do corte e selam a quebra. A enzima topo Il
pode introduzir ou relaxar o superespiralamento da molécula do DNA, através de um
mecanismo dependente de ATP, participando de outros processos celulares
importantes, tais como recombinacédo, reparo do DNA e transcricdo (Sugino et al.,
1980; Wang, 2002) (Figura 6).
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Figura 5 - Visdo geral da estrutura da topoisomerase | humana, em um complexo
com o DNA. Em verde o dominio COOH-terminal, em amarelo, azul e vermelho, os
subdominios I-Ill do nucleo, em azul o dominio NH2-terminal (Redinbo et al., 2000).

As topo Il também s&o alvos de medicamentos antineoplasicos, os quais sédo
conhecidos como venenos de topoisomerase Il, e atuam pelo aumento da
concentracdo de complexos covalentes DNA - enzima. Como resultado, esses
agentes antineoplasicos geram altos niveis de quebra no DNA e finalmente,
desencadeiam apoptose celular (Fortune e Osheroff, 2000).



7/,V ‘ o ATPase e Sitio de Ligacéo e Clivagem

Figura 6 - A e B) Estrutura da topo Il. C) o sitio ATPase (laranjado) se abre para
receber um DNA duplex, o segmento G, que € transportado ao nucleo da enzima
(azul), onde é dobrado. D) A admicdo do segundo duplex de DNA, o segmento T,
consome adenosina trifosfato (ATP). E) A admicdo do segmento T, faz com que o
segmento G seja clivado pelo sitio de clivagem e ligacéo (verde). O segmento T &
transportado para o sitio de ligacdo e clivagem através da clivagem feita no
segmento G. F) o segmento T é liberado e faz com que o segmento G se
restabeleca (A Collins et al., 2009, B, C, D, E, F, modificado de Corbett e Berger,
2004).

Embora a inibicdo das enzimas topo | e topo Il ndo eleve a frequéncia de
mutacdo em ensaios com procariotos, todas sdo potentes agentes clastogénicos e
aneugénicos (Kikuchi e Pinto, 2005), capazes de induzir aneugenicidade tanto na
segregacao cromossdOmica mitética quanto meidtica, além de neoplasias
secundarias (Attia et al., 2009). Os estudos de Ferguson e Denny (1995) e Hengstler
et al. (2002) demonstraram que os venenos de topo Il induzem a aberracoes
cromossOmicas, quebras no DNA e leucemias com laténcia mais curta (dois a trés
anos) que a leucemia induzida por compostos alquilantes, tais como a cisplatina e as
mostardas nitrogenadas, como a ciclofosfamida. Estudos alarmantes foram
publicados, sugerindo que a exposi¢cdo materna a baixas doses de venenos de topo
Il pode contribuir para o desenvolvimento de leucemia infantil (Ferguson e Denny,
1995; Hengstler et al., 2002).

A topoisomerase eucariotica humana descoberta mais recentemente foi a
topo | mitocondrial (Top Imt). Sendo assim, as células humanas expressam seis
genes para as topoisomerases: quatro genes para as topo | [Top llla, Top I
(ambas do tipo IA), Top | e Top Imt (ambas do tipo IB)] e dois genes para as topo Il
(Top lla e Top 1IB) (Zhang et al., 2001; 2004).
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2.3. Inibidores da topoisomerase

Os compostos que atuam inibindo as enzimas topoisomerases séo divididos
em duas classes: (1) inibidores que estabilizam o complexo enzima — DNA e
impedem a etapa de restauracdo da ligacdo fosfodiéster, apds o relaxamento da
dupla hélice, tendo como exemplo a CPT e seus derivados; e (2) inibidores
cataliticos, que inibem a atividade catalitica da enzima, como 0s compostos
bisdioxopiperazine, probimane (Pro) e razoxane (Raz) (Boege et al. 1966).

Rhee et al. (2007) e Brunton et al. (2010) demonstraram que um dos
principais requisitos estruturais de um inibidor de topoisomerase | € a presenca de
dois a quatro anéis aromaticos condensados (Figura 7). Substancias com anéis
aromaticos se intercalam entre os pares de base do DNA e o sitio de clivagem,
impedindo a restauracdo da ligacdo fosfodiéster da fita de DNA. Na tentativa de
descobrir novos inibidores da topoisomerase, diversas classes de produtos naturais
tém sido estudadas nos ultimos anos. Dentre estas, destacam-se os flavonoides e

alcaldides (Constantinou et al., 1995).
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irinotecan camptotecina

Figura 7 - Estrutura quimica do farmaco camptotecina e seu anélogo sintético
irinotecan (Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com/catalog).

Descrevendo a acéo destas substancias através de uma metéafora, pode-se
dizer que elas atuam como um “pé na porta” impedindo esta de fechar-se (Pommier,
2004) (Figura 8).

Descrevendo a acéo destas substancias através de uma metéafora, pode-se
dizer que elas atuam como um “pé na porta” impedindo esta de fechar-se (Pommier,
2004) (Figura 8).
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@ CPT
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Complexos néo covalentes Complexos de clivagem Complexos de clivagem
“porta fechada” “porta aberta” preso por camptotecina

(CPT)
(‘pé na porta”)

Figura 8 - Processo de clivagem e religacdo do DNA pela topo I. A) a tirosina
catalitica (Y, posicdo 723 na topo | em humanos) ataca uma ligacao fosfodiéster do
DNA. B) esta acdo gera uma ruptura ou uma “porta aberta”. C) a camptotecina (o
alcaléide natural ou seus derivados) impede o restabelecimento da ligacdo
fosfodiester pela topo |, atuando assim como um “pé na porta”. A ligacdo da
camptotecina (CPT) é ndo covalente e é rapidamente reversivel apds a remogéo do
farmaco. D) complexo ternario, topo | (em amarelo), DNA (fitas azuis) e CPT (verde,
vermelho no meio). E) a mesma estrutura da topo | representada em fitas. (A, B, C,
Pommier, 2004; D e E Modificado de Pommier, 2009).

2.3.1. Camptotecina e irinotecan

O agente antineoplasico CPT é obtido da arvore Campthoteca acuminata
(Ferreira e Lemos-Senna, 2007). Este composto inibe tanto a sintese de DNA
guanto de RNA (Abelson e Penman, 1972), e é seletivamente letal para as células
que se encontram na fase S do ciclo celular, conforme demonstrado por D Arpa et
al. (1990) em fibroblastos de hamster chinés (V79), cultivados em presenca de 10
mM de CPT. Este efeito seletivamente letal ocorre devido a fragmentacdo do DNA
cromossOmico, conforme demosntrado por Hsiang et al. (1985) por eletroforese em
gel de agarose.

A citotoxicidade de drogas antitumorais, tais como CPT e CPT-11, esta
diretamente relacionada com a capacidade de fragmentar o DNA (Hsiang et al.,

1985; Mosesso et al.,, 1999; Cunha et al.,, 2002). Tais lesdes podem induzir
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respostas celulares como apoptose, modulacdo do ciclo celular e reparo do DNA
(Madhusudan e Hickson, 2005).

A atividade antitumoral da CPT foi demonstrada in vivo em ensaios com
células leucémicas (L1210). Neste estudo, células L1210 foram inoculadas em ratos
e entdo o tempo de sobrevivéncia destes animais e a inibicdo do desenvolvimento
da leucemia, em resposta ao farmaco, foram avaliados. Este experimento
demonstrou que a CPT possui capacidade de interromper o desenvolvimento de
leucemia em ratos, prolongando a vida destes, quando tratados por via
intramuscular, com as concentracbes de 0,25 a 1 mg/kg de CPT (Goodman e
McCahren, 1966).

A avaliacao farmacoldgica e clinica preliminar da CPT foi realizada em 1970,
pelo instituto Cancer Research Center de Baltimore (EUA), com dezesseis pacientes
portadores de varios tipos de tumores sélidos avancados. No intervalo de 2 a 4
semanas, 0s pacientes receberam 35 injecdes de 0,5 a 10 mg/kg de CPT. Em
alguns pacientes, houve diminuicdo da massa tumoral em 50%, sendo a maioria das
respostas positivas, em pacientes com tumor gastrointestinal (Gottlieb e Guarino,
1970).

A CPT atua eficientemente como um inibidor da topo | em sua forma natural,
o isdmero 20S (Pommier, 2004). Outra caracteristica quimica, necessaria para o
alcaléide desempenhar sua funcéo, é a manutencao do anel lactamico fechado (anel
C, Figura 7), o que ocorre somente em pH acido. Em pH alcalino, este anel é
suceptivel a hidrélise e o alcaléide deixa de exercer sua fungdo (Pommier, 2006).

Curiosamente, os complexos de clivagem do DNA revertem em poucos
minutos apos a retirada da CPT do meio celular, restaurando a integridade do DNA
cromossémico (Pommier, 2004). Este fendbmeno incomum levou a identificacdo do
receptor da CPT. Estudos in vitro de Hsiang et al. (1985) comprovaram que a DNA
topoisomerase | é o0 unico receptor bioldégico da CPT. Neste mesmo estudo, o autor
demonstra, através do ensaio de clivagem do DNA e por eletroforese em gel, que a
CPT néo interage com a topo Il de mamiferos. A CPT liga-se reversivelmente aos
intermediarios DNA — Topo | e mantém estavel o complexo ternario, CPT — Topo | —
DNA. E importante ressaltar que este se farmaco liga apenas ao complexo DNA —
topoisomerase e nunca a cada um separadamente, salientando ainda mais sua

especificidade (Pommier, 2004).
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O complexo ternario impede a restauracao da fita de DNA clivada pela topo |
(Takimoto et al., 1998) e, em seguida, colide com a progressédo da forquilha de
replicacdo, produzindo rupturas letais nos filamentos duplos de DNA e,
eventualmente, a morte celular (Hsiang et al. 1989).

Devido a elevada toxicidade da CPT, uma série de derivados semissintéticos
foram desenvolvidos, a partir deste alcaléide natural, e aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA). Estes famacos sdo atualmente utilizados no tratamento
clinico de diversos tipos de neoplasias. Dentre eles se destacam o topotecan (TPT)
amplamente utilizado para tratar carcinoma de pulméo e de ovario (Pommier, 2009),
e o CPT-11, utilizado no tratamento de carcinomas colo-retal e como segunda linha
em carcinomas de ovario (Takimoto et al., 1998).

O CPT-11 é um analogo semissintético da CPT, que possui 0 mesmo
mecanismo de acao desta (Hsiang et al., 1985; Garcia-Carbonero e Supko, 2002).
Este analago sofre uma conversdo enzimética por uma enzima classificada como
hidrolase, a carboxilesterase, (Garcia-Carbonero e Supko, 2002), que catalisa a
hidrolise deste farmaco e a formacao de ésteres (Lisboa et al., 2002). Esta enzima,
que se encontra predominantemente no figado e no intestino do paciente, embora
alguns estudos também tenham demonstrado a presenca de enzimas do tipo
esterase no soro humano, tem como func¢éo hidrolisar a pré - droga CPT-11 para o
metabdlito biologicamente ativo 7-etil-10-hidroxicamptotecin (SN-38) (Kawato et al.
1991; Luo et al., 2002).

Embora apenas 2 a 5% da concentracdo injetada de CPT-11 sejam
convertidas no composto ativo (SN-38) (O’Reilly e Rowinsky, 1996), este, por sua
vez, € mil vezes mais potente em inibir a topo | que a pré-droga CPT-11 (Kawato et
al., 1991). Apds a hidrélise do CPT-11, o composto SN-38 é novamente submetido
a glucuronidacao hepética pela enzima UDP-glucuronosiltransferase, transformando-
se no composto inativo SN-38 glicuronideo (SN-38G), que sofre principalmente
eliminacao biliar (Mathijssen et al., 2001) (Figura 10).

O metabdlito SN-38 é, portanto, mais potente em interagir e inibir a
topoisomerase | do que o CPT-11 (Kawato et al.,1991), sendo também mais
citotoxico contra células tumorais in vitro (Kaneda et al., 1990). No entanto, de
acordo com Kunimoto et al. (1987), este metabdlito € menos eficaz que o CPT-11,

guando administrado diretamente in vivo.
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O CPT-11 é indicado, como agente unico ou em combinacdo com outros
farmacos, no tratamento de carcinoma metastatico do colon ou reto, neoplasia
pulmonar, de colo de Gtero, de ovario e neoplasia gastrica. E indicado como agente
antineoplasico Unico para pacientes com neoplasia de mama e linfoma maligno. As
doses aprovadas pelo FDA sdo de 150 mg m? de CPT-11, infundida por via
intravenosa durante 90 minutos por semana, durante quatro em cada seis semanas
(Rothenberg et al., 1993). Na europa, sdo trés infusdes por semana de 350 mg m™
(Dancey e Eisenhauer, 1996) sendo que a dose Unica maxima recomendada € de
700 mg m™ (Kasuba et al., 2010).

A CPT-11

OH

Figura 9 - A) estrutura quimica do irinotecan (CPT-11). B) estrutura quimica do
composto biologicamente ativo, SN -38. C) Composto inativo (Nozawa et al., 2005).

Os efeitos adversos do CPT-11, observados em estudos clinicos, séo
mielossupressdo, septicemia neutropénica sem febre, obstrucdo de intestino
delgado, acumulo de fluido, estomatite, ndusea, vomitos, diarréia e desidratacdo. Ha
também a ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis, tais como diarréia e
neutropenia, até 8 horas apés a administracéo do farmaco (Pfizer, 2004).

Estudos anteriores demonstram que o CPT-11 é mais estavel em meio
fisiologico (Wang et al., 1998), tem melhor solubilidade (Kaneda et al., 1990) e causa

menos efeitos colaterais que a CPT, sendo também menos citotoxico. Este farmaco
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forma complexos ternarios DNA — topo | — CPT-11 mais estaveis que a CPT (Wang
et al.,, 1998). Consequentemente, este diferencial de acdo pode n&o somente
influenciar na formacéo de quebras em fitas simples de DNA durante a replicacao,
como também induzir uma alta genotoxicidade e morte celular (Cunha et al. 2002;
Attia et al. 2009).

A utilizacdo de farmacos citotoxicos, que podem ou inibir o crescimento
celular ou induzir apoptose, no tratamento de diferentes tipos de neoplasias, teve
inicio na década de 1950, elevando a sobrevida de pacientes com cancer. Apesar da
eficAcia deste tipo de tratamento, ndo hd como negar o trauma dos sintomas
decorrentes da citotoxicidade dos agentes antineoplasicos, nos pacientes tratados
com quimioterapia. E bem conhecido o aumento na frequéncia de neoplasias
secundarias apés a quimioterapia, porém, menos documentadas sédo as “sequelas
mutagénicas” induzidas pelos quimioterapicos, as quais abrangem desde pequenas
alteracdes na fertilidade, até neoplasias ou malformacgdes congénitas em criancas de
pais com histérico de cancer (Kikuchi e Pinto, 2005).

Informacdes sobre a mutagenicidade de agentes antineoplasicos, farmacos
e compostos quimicos em geral encontram-se dispersas na literatura cientifica e,
muitas vezes, sao de dificil acesso (Kikuchi e Pinto, 2005). Poucos estudos relatam
os efeitos dos compostos citados, em células germinativas. Tais estudos seriam
importantes na avaliagdo da transmissdo de danos genéticos para a geracao
seguinte, o que poderia levar a um aumento no risco de doencgas genéticas ou
cancer em criancas de pais sobreviventes destas mesmas doencgas (Robbins, 1996).

Os avancos cientificos direcionados ao desenvolvimento de novos agentes
guimioterapicos tém melhorado sobremaneira o progndéstico de pacientes com
cancer. Entretanto, o surgimento de neoplasias secundarias nestes pacientes,
relacionadas com o tratamento quimioterapico, destaca tanto o potencial genotéxico
das drogas anticancerigenas, quanto a necessidade de monitoramento continuo de
pacientes tratados com tais agentes, no sentido de se detectar precocemente
canceres secundarios (Yamada et al. 1999, Swerdlow et al, 2011; Roy e Eastmond,
2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens

Para obtencao do diploide UT448//A757, seguiu-se metodologia descrita por
Roper (1952) (Figura 10 e 12), cuja técnica consiste em coletar a massa micelial,
obtida a partir da heterocariose, com o auxilio de alca de platina, e dividi-la em
quatro partes, para serem colocadas em posi¢Oes distintas em placas de Petri

contendo meio minimo (MM). As placas foram incubadas por cinco dias, a 37 °C.

Anastomose Heterocario
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Figura 10 - Esquema Ciclo parassexual em fungos (Modificado de Franco e Castro-
Prado, 2007).

Para obter o heterocario, conidios de duas linhagens nutricionalmente
complementares (Figura 11, Quadro 1 e Figura 13) foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 2,5 mL de meio minimo (MM), suplementado com meio completo
(MC) (2%). (O MC, ao contrario do meio minimo, € um meio rico, que permite um
discreto desenvolvimento dos conidios, facilitando a anastomose de hifas). Os tubos
foram incubados a 37 °C e ap6s um periodo de 72 horas, observou-se o0
estabelecimento de uma associacdo heterocaridtica (massa micelial compacta)

contendo os dois diferentes tipos de conidios (Figura 12).
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Figura 11 - Linhagens nutricionalmente e geneticamente complementares, utilizadas
para obter o dipl6ide. A) Linhagem A 757. B) Linhagem 448.

Ao término desse periodo de crescimento da massa micelial, observou-se
as regibes heterocaridticas com crescimento mais vigoroso (linhagem dipldide)
(Figura 12). Estas foram transferidas para novas placas contendo MM e novamente
incubadas por cinco dias a 37 °C. Apds este periodo, os conidios diploides foram

estocados em MM a 5 °C.

M‘\""" e Vo

Figura 12 - Dipléide UT448//A757 (seta), originado a partir do heterocéario formado
entre as linhagens UT448 (conidios brancos) e A757 (conidios amarelos).

18



Quadro 1 — Gendtipo e origem das linhagens de A. nidulans

Linhagem Gendtipo Origem

A757 yA2 (1), methA17 (ll), pyroA4 (1V). FGSC*

UT448 riboA1 (1), pabaA124(l), biA1(l), AcrA1 (ll), UTRECHT*
wWA2(Il),

Requerimentos para: riboflavina = riboA1, acido p-aminobenzdéico = pabaA124, biotina = bioA7, metionina =
methA17, piridoxina = pyroA4. Coloragéo do conidio: branco = wA2; amarelo = yA2. AcrA1, resisténcia a
acriflavina, "FGSC = Fungal Genetic Stock Center, University of Kansas Medical Center, Kansas, USA,
"*UTRECHT = Holanda. Os parénteses representam os cromossomos |, I, lll e IV de A. nidulans.
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Figura 13 - Genoétipo complementar das linhagens UT448 e A757. Posicbes dos
marcadores nutricionais nos cromossomos I, Il e V.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meio minimo (MM)

Para o preparo de 1000 mL de meio minimo, utiliza-se 900 mL de agua destilada,
100 mL da solugdo meio minimo concentrado (1000 mL de &4gua destilada; 60,0 g de
NaNO3; 15,2 g de KH2PO4; 5,2 g de MgS0O4. 7 H20; 5,2 g de .Cl; 0,02 g de
FeSO4. 7 H20; 0,01 g de CuS0O4. 5 H20; 0,01 g de ZnS0O4. 7 H20); 10 g de glicose
e 12 g de Agar.3.2.2.
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3.2.2. Meio completo (MC)

Para preparar o Meio completo, adiciona-se ao MM (3.2.1): peptona (2.000
mg/L-1), extrato de levedura (500 mg/L-1), caseina hidrolisada (1.000 mg/L-1),
glicose (10.000 mg/L-1), biotina (2 mg/L-1), pirodoxina (50 mg/L-1), acido
paraaminobenzoico (50 mg/L-1), &cido folico (50 mg/L-1), acido nicotinico (100 mg/L-
1), &cido pantendico (200 mg/L-1), cloreto de colina (200 mg/L-1), riboflavina (100
mg/L-1), inositol (400 mg/L-1) e tiamina (50 mg/L-1).

3.2.3. Meio seletivo (SM)

O meio seletivo é preparado adicionando-se ao MM (3.2.1) os cinco
nutrientes requeridos pelas linhagens UT448 e A757: riboflavina (0,1 ug/ml-1), acido
para-aminobenzéico (0,6857 ug/mi-1), biotina (0,02 pg/mi-1), metionina (149,21
pMg/ml-1) e pirodoxina (0,05 ug/ml-1). Para analisar o fenotipo de cada segregante
hapléide, preparam-se diferentes tipos de meio de cultura, omitindo-se um dos
nutrientes em cada tipo de meio. Para o controle positivo do crescimento das
colénias, um quinto tipo de meio seletivo contera todos os requerimentos nutricionais
necessarios para o crescimento das linhagens UT448 e A757. Apés o preparo, o pH
dos meios de cultura foi ajustado para o valor 6,0 e, entdo, foram autoclavados a
120 °C a 1,0 atm de pressao, durante 20 minutos. A temperatura de incubacéo para

o crescimento das linhagens foi de 37 °C.

3.3. Concentracdes dos antineoplasicos

Trés concentracdes de CPT foram utilizadas: 3,5 ng mL™, 10,5 ng mL™, 17,4
ng mL™. O composto foi adicionado ao MM fundido, ap6s solubilizacdo em hidréxido
de sédio 10% (NaOH) (Kirpnick et al., 2005).

O CPT-11, por ser mais soluvel, teve suas trés concentra¢cdes solubilizadas
em hidréxido de sédio 1IN (4%): as concentracdes de 18 ug mL™ e 9 ug mL-, que
sdo equivalentes, respectivamente, as concentragdes de 700 mg m? e 350 mg m?,
recomendadas na monoterapia, e 45 pg mL™, equivalente a concentracdo
terapéutica recomendada para o uso combinado com outro antineoplasico, 180 mg
m? (Kasuba et al., 2010).

Estas concentracdes de CPT e CPT-11 foram selecionadas por induzirem

aumentos significativos na formacdo de micronicleo em células de ovario de
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hamster Chinés (CHO) (Kipnick et al. 2005), e aberragbes cromossomicas e
micronucleo em células de fibroblastos de pulmao de hamster chinés (V79) (KaSuba

et al., 2010), respectivamente.

3.4. Avaliagédo da citotoxicidade da CPT e do CPT - 11

Os conidios do dipléide UT448//A757 foram inoculados no centro de cinco
placas de Petri, contendo MC + NaOH (10%) (controle), MC + CPT (3,5 ng mL™,
10,5 ng mL*?, 17,4 ngmL™?), MC + CPT-11 (18 pgmL™*, 9 pgmL-te45pgmL?) e
MC + NaOH (4%) (controle). Os dipléides foram incubados a 37 °C. Para avaliar a
citotoxicidade, os didmetros das colbénias foram medidos com o auxilio de uma
régua, apos 48, 96 e 144 horas de incubacéo. Os valores obtidos na presenca e na

auséncia da droga foram comparados estatisticamente.

3.5. Obtencdo dos dipléides tratados com CPT e CPT - 11 e selecdo dos
segregantes hapléides

Colbnias da linhagem diploide A757//UT448 de A. nidulans foram obtidas em
placas de petri contendo MM (controle negativo, dipldides D1 a D3), MM + cisplatina
(0,9 pg mL™?) (controle positivo, D4 e D5), MM + CPT (dipléides D6 a D14), MM +
CPT-11 (dipléides D15 a D23). Os dipldides D4 a D23 apresentaram morfologia
distinta do dipldide original (Figura 14A e B e Figura 15A).

Os diploides obtidos foram purificados em MM, para confirmar seu genotipo
prototréfico heterozigoto ou homozigoto. Posteriormente, cada dipléide foi inoculado
em MC + benomyl 0,7ug/mL, um agente haploidizante cujo mecanismo de acédo é
interferir na segregacdo dos cromossomos durante a mitose. ApOs sete dias de
crescimento em presenca de benomyl, retiraram-se destas placas setores coloridos,
gue resultaram do efeito haploidizante do benomyl (Figura 15B). Estes setores foram
purificados em placas de MC (Figura 17C).

O processo de haploidizacdo consiste na perda da condicdo dipldide das
células por meio da ndo-disjuncdo cromossdmica, durante a mitose. Células
aneupldides (2n — 1; 2n - 2, etc.) podem também ser produzidas nessa etapa. Esses
aneuploides sdo extremamente instaveis e continuam perdendo cromossomos ao

acaso, até que o estagio haploide seja finalmente atingido. Se o0 crossing-over
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mitotico ocorrer antes da haploidizacdo, hapléides recombinantes serdo obtidos
(Kafer, 1958; Pontecorvo e Kafer, 1958).

Figura 14 - A) Dipléide UT448/A757 cultivado em MM + CPT na concentracado de 3,5
ng mL™. B) Dipléide UT448/A757 cultivado em MM + CPT-11 na concentracdo de 18
ng mL™. As setas indicam os dipléides prototréficos selecionados.

Para os testes de recombinagénese, apenas 0s segregantes hapldéides,
derivados dos dipléides tratados foram utilizados. A selecdo dos segregantes
hapléides foi realizada por meio do teste de instabilidade mit6tica (Figura 15 D e E),
gue consiste em inocular os segregantes em placas de MC + benomyl 0,5 pg/mL. Os
segregantes que se apresentaram instaveis, na presenca do benomyl, foram
descartados da amostra. Conidios de cada setor hapldide foram finalmente
transferidos individualmente para placas contendo MC, em 25 posi¢cdes definidas
(modelo 5x5) (Figura 15F). ApGs 48 horas de incubacdo a 37 °C, as colonias foram
replicadas para os meios seletivos (3.2.3) para determinacdo do fenotipo dos

segregantes hapléides (Figura 16).

3.6. Determinacgéo dos indices de homozigotizagéo

O crossing-over mitdtico induz a homozigotizacdo de genes presentes
originalmente em heterozigose. Dessa forma, se o0s tratamentos do diploide
UT448//A757 com CPT e CPT-11 induzirem recombinacdo mitGtica, somente

dipléides prototréficos heterozigotos (+/- ou -/+) ou homozigotos (+/+) serdo obtidos,
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uma vez que os dipléides auxotréficos (-/-) ndo se desenvolvem em MM. Apés a
haploidizacdo destes diploides, a caracterizacdo fenotipica dos segregantes
haploides (Figura 16) permite o calculo do indice de Homozigotizac&o (HI) para cada
marcador utilizado. Os valores de HI séo calculados através da formula:

N° de segregantes prototroficos
HI =

N° de segregantes auxotrofico

Figura 15 - Analise fenotipica dos segregantes haploides. Cada placa mestra é
replicada para diferentes meios seletivos. Em cada placa é omitido um, dos cinco
requerimentos nutricionais. A) Placa controle contendo todos os requerimentos
nutricionais (SM). B) Placa onde o requerimento biotina foi omitido. C) Auséncia do
requerimento metionina. D) Placa com auséncia de piridoxina. E) Auséncia do
requerimento acido p - aminobenzdico. F) Auséncia do requerimento riboflavina.
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Os Hls obtidos em presenca e em auséncia dos agentes antineoplésicos, e
em presenga de NaOH, foram comparados utilizando-se o teste do Chi-Quadrado
com a correcao de Yates, pela Tabela de Contingéncia

Se o0s tratamentos com o0s agentes anticancerigenos induziram
recombinacdo mitética, o HI para um determinado marcador nutricional ser& igual ou
superior ao valor 2,0 (Figura 17). Valores de His inferiores a 2,0 indicam auséncia de
crossing-over para um dado gene (Figura 17).

SM-bi

Figura 16 - A) Dipléide UT448//A757 cultivado em presenca de CPT na
concentracdo de 3,5 ng mL™. A seta indica um dipléide prototréfico. B) Dipléide
prototréfico selecionado da placa da imagem A, crescendo em presenca de benomyl
(0,7 ug mL™). As setas indicam a origem de segregantes mitdticos. C) Purificacdo
dos segregantes obtidos da placa da imagem B, em placas de meio completo (MC).
D) Segregantes instaveis em presenca de 0,5 pg mL™ benomyl. E) Segregantes
aneupldéides (a esquerda) e hapléides (a direita) cultivados em presenca de 0,5 ug
mL™* de benomyl. H). F) Placa mestra de MC, contendo todos os segregantes
obtidos (modeo 5X5).
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paba paba

AIC =-/+ A AIC =-/[-*

AD =-/+ B AID = -+

B/IC =-/+ C B/C = +/-

paba
B/D =-/+ D

Figura 17 - Origem dos diploides heterozigotos (-/+ e +/-) e homozigoto (+/+)
resultantes do crossing-over mitético entre o gene paba e o centrdmero. *Diploides
homozigotos (-/-) ndo sédo selecionados em MM.

B/D =+/+

MH
[t
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os antineoplasicos CPT e CPT-11, nas concentracfes estudadas, nao
demonstraram citotoxicidade, uma vez que o crescimento micelial do dipléide
UT448//A757, em presenca destes compostos, ndo foi significativamente diferente
do controle (Figuras 18 e 19). O potencial citotoxico da CPT foi, entretanto,
observado em células de fibroblastos de hamster chinés e em células linfoblasticas
leucémicas (L1210). Nestas células, este alcaldide inibiu tanto a sintese de DNA
quanto de RNA (Li, 1972).

— controle

L cpT17,4 ng mL?
iC=CE] controle

M cPT 10, 5 ng mL?
E= controle

= cpT 3,5 ng mLt

()]
1

Diametro das Colonias
(mm)
n *

L Jl-
0.0 48.0 96.0 144.0
Tempo (hs)

Figura 18 - Crescimento do diploide UT448//A757 em meio completo (MC) e em MC +
CPT (17,4 ng mL?, 10,5 ng mL? e 3,5 ng mL™).

Os valores de HI dos dipléides obtidos em MM (controle negativo) foram
menores que 2,0 e ndo mostraram diferenca significativa dos valores de HI dos
diploides obtidos em MM + NaOH (10%). Estes resultados demonstram que o NaOH
nao apresenta genotoxicidade (Quadro 2)

A metodologia para a obtencéo do HI ndo permite o isolamento de dipléides
auxotréficos (-/-), pois esses ndo se desenvolvem em MM. E possivel, porém, obter-
se diploides homozigotos recessivos para os marcadores de coloracdo de conidios
(YAl e WA2).

O potencial recombinagénico da CPT e do CPT-11 fol avaliado através dos

indices de homozigotizacdo dos marcadores nutricionais: riboAl, pabaAl124, biAl e
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piroA4, previamente em heterozigose na linhagem dipldide de A. nidulans. (Pires e
Zucchi, 1994).

Quadro 2 - indices de Homozigotizacdo (HI) para os marcadores do diploide
UT448//A757, cultivado em MM e MM + NaOH (10%)

Marcadores® Controle 1° Controle 2°
NS? HI NS¢ HI

ribo+ 64 1,56 64 1,56
ribo 41 41

paba+ 64 1,56 60 1.3
paba 41 45

bi+ 64 1,56 67 1,76
bi 41 38

piro+ 66 1,69 51 0,94
piro 39 54

®ribo = riboflavina; paba= &cido p-aminobenzdico; bi = biotina; met = metionina e piro = piridoxina.
bpipléide cultivado em MM. °Dipldide cultivado em MM + NaOH (10%). “Numero de segregantes
mitoticos

Os diploides D1 a D23 foram purificados em MM para comprovar seus
fendtipos prototroficos. Posteriormente, os dipléides foram inoculados em placas de
petri contendo MC + benomyl (0,7 pg/mL). O benomyl permitiu a obtencdo de
segregantes mitoticos (Figura 15B). Os segregantes estaveis (Figura 15F) foram
entdo inoculados em 25 posicoes definidas, em placas contendo MC (modelo 5X5)
para posterior analise fenotipica (Figura 16).

No teste de recombinagénese, todas as concentragbes de CPT (3,5 ng mL™,
10,5 ng mL?, e 17,4 ng mL™?) mostraram-se capazes de induzir o crossing-over
mitético (Quadro 3).

Os segregantes mitéticos derivados dos dipléides D12 a D14, obtidos com
17,4 ng mL™* de CPT (Quadro 3), exibiram HIs maiores que 2,0 e significativamente
diferentes (p<0,05) do controle, para trés marcadores nutricionais, riboAl, pabaA124
e biAl. Valores de HI estatisticamente significativos para todos os marcadores
nutricionais analisados foram também obtidos para os dipléides D9 a D11, tratados

com 10,5 ng mL™ de CPT. A anélise fenotipica dos dipléides tratados com a menor
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concentracdo de CPT (3,5 ng mL™Y permitiu a obtencéo de valores de Hls maiores
que 2,0 apenas para 0s genes paba Al124 e biAl (Quadro 3).

Um total de vinte e trés diploides foram avaliados no presente estudo, trés
deles (D1 a D3) obtidos em MM (controle negativo), dois dipldides (D4 e D5) obtidos
em presenca de 0,9 pg mL™ de cisplatina (controle positivo), nove dipléides em
presenca de CPT (D6 a D14) (Figura 14) e nove dipldides em presenca de CPT-11
(D15 a D23).

— controle

»
|

l—Jirinotecan 18 ng mL?t
i_xw] controle

E%H irinotecan 9 ng mL™?
E= controle

F=irinotecan 4.5 ug mL?

Diametro das Colonias
(mm)
n "

|

0.0 48.0 96.0 144.
Tempo (hs)

O MMM MMM I I T T

Figura 19 - Crescimento do diploide UT448//A757 em meio completo (MC) e em MC +
CPT-11 (18 pg mL™, 9 pg mL™ e 4,5 pg mL™).

Analisando-se a segregacdo dos marcadores riboAl e piroA4, entre os
segregantes mitéticos dos dipldides D6 a D14, podemos concluir que tais genes
encontram-se em heterozigose. Por outro lado, a auséncia de segregantes
auxotroficos para os genes pabaAl24 e biAl, entre os hapldides derivados dos
dipléides D8 (3,5 ng mL™?), D11 (10,5 ng mL™) e D14 (17,4 ng mL™), sugere que
esses marcadores encontram-se em homozigose nestes dipléides. Desta forma, o
gendtipo dos dipléides D8, D11 e D14 para estes marcadores € provavelmente ribo,
paba’, bi*, // ribo*, paba”, bi".

O potencial recombinagénico da CPT observado no presente estudo pode
ser atribuido a sua capacidade de induzir quebras cromossdémicas. Mossesso (1999)
demonstrou que a concentracdo de 100 uM de CPT produz quebras de cromatides

irmas no DNA de linfécitos humanos.
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Os efeitos clastogénicos e aneugénicos da CPT foram observados por meio
do teste de micronlcleo em células de medula 6ssea de camundongo e da técnica
de hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH), de Attia et al. (2009). Sortibran et al.
(2006) também observaram o potencial clastogénico da CPT por meio do estudo de
células somaticas de Drosophila melanogaster tratadas com as concentracfes de
0.01 mM, 0.025 mM, e 0.05 mM.

As quebras nas fitas de DNA induzidas por agentes genotoxicos como o 5-
fluorouracil e CPT podem promover danos a célula, tais como morte celular nos
organismos unicelulares e neoplasias nos multicelulares, ou ainda favorecer os
processos de delecdo, translocacdo e principalmente a recombinacdo mitética
(Matuo e Henrigues, 2008).

Backer et al. (1990) observaram os efeitos clastogénicos da CPT nas
concentracdes de 0,5 mg/kg, 1,5 mg/kg e 3,0 mg/kg, em células de medula 6ssea de
camundongo e de sangue periférico in vivo e em células de linfoma de camundongo
in vitro. Mosesso et al. (2000) demonstraram em cultura de células de ovério de
hamster chinés (CHO) que a CPT, nas concentracfes de 12,5 mM e 20 mM, induziu
quebras e troca entre crométides irmas.

O potencial recombinagénico da CPT, observado em linfécitos humanos in
vitro, foi associado ao efeito clastogénico deste antineoplasico (Ribas, 1996). Neste
estudo, o autor demonstrou 0s potenciais recombinagénicos de quatro inibidores de
topoisomerase: m-ansacrina, CPT, etoposida e acido nalidixico, através da inducéo
de trocas entre cromatides irmds, em cultura de linfécitos humanos. A CPT foi o
agente recombinagénico mais eficaz, além de apresentar atividade clastogénica nas
concentracdes variando de 0,005 uM a 0,025 pM.

Resultados significativos também foram observados por Torres et al. (1998),
ao estudarem os efeitos da CPT nas concentra¢des de 0,005 mM, 0,01 mM e 0,02
mM, em D. melanogaster. Os autores observaram que a CPT induziu aumento
significativo, dose-dependente, na frequéncia de mutacbes na asa de D.
Melanogaster. Porém, a recombinacdo mitdtica foi seu efeito predominante,
demonstrando que este farmaco tem potencial recombinagénico em larvas de D.
melanogaster (Torres et al.,1998).

Todos esses resultados corroboram as observacdes de Cunha et al. (2002)
gue definem como preponderante o efeito recombinagénico da CPT em células

eucariotas. Como o potencial recombinagénico de um farmaco pode estar associado
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ao potencial de induzir neoplasia secundaria, estes dados sugerem que a CPT pode
acelerar o processo de desenvolvimento de neoplasias secundarias em pacientes
tratados com este quimioterapico (Hashimoto et al., 1995).

O tratamento do diploide UT448//A757 com as trés concentracbes de CPT-
11 permitiu a obtencdo de nove dipléides prototréficos (D15 a D23) (Quadro 4).
Todos os dipléides foram também purificados em MM e entdo inoculados em MC +
benomyl (0.7 pg/mL) para a obtencdo de segregantes mitéticos hapldides. Os
segregantes estaveis foram inoculados em placas contendo MC, em 25 posi¢coes
definidas (modelo 5x5), para entdo serem analisados fenotipicamente.

Nosso estudo demonstrou que apenas a maior concentracdo de CPT-11
utilizada (18 ug mL™) apresentou acéo recombinagénica. Os diploides D21 a D23,
obtidos com 18 pg mL™* de CPT-11, apresentaram valores de HlI = 2,0 e
significativamente diferentes do controle para os marcadores riboAl e pabaAl24, do
cromossomo | (Quadro 4). De acordo com KaSuba et al. (2010), a concentragao de
18 pg mL* de CPT-11 corresponde a dose Unica maxima de 700 mg m?,
recomendada em protocolos de quimioterapia para o tratamento de canceres
humanos.

As demais concentracdes de CPT-11 (9 pg mL™? e 4,5 pg mL™Y) ndo
induziram homozigotizacdo dos marcadores estudados. Estas concentracdes sao
também utilizadas, respectivamente, em protocolos de monoterapia e terapia
combinada, no tratamento de diversos tipos de céanceres humanos, tais como
neoplasia pulmonar e gastrica (Kasuba et al, 2010). Estudos anteriores
demonstraram que o CPT-11, quando utilizado na concentracdo de 9 pg mL™
apresentou efeitos genotéxicos em células sanguineas humanas (Kopjar et al.
2007). Assim como quando utilizado em associagdo com outros agentes
antineoplasicos, o CPT-11 induziu aumento significativo na frequéncia de danos na
molécula do DNA (Kontek et al., 2010).

O CPT-11 é uma pré-droga pouco ativa contra a enzima topo |, mas seu
metabdlito ativo Sn-38 é um dos mais potentes inibidores de topo |. Estudos
anteriores, comparando a farmacologia molecular e celular de varios derivados da
CPT, sugerem que a atividade clinica do CPT-11 depende de sua hidrolise a SN-38,
por uma enzima carboxilesterase (Tanizawa et al., 1994). Desta forma, o efeito

recombinagénico do CPT-11, observado no presente estudo somente na maior
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concentracéo, pode ser resultado de uma baixa conversao do CPT-11 em Sn-38 em
células diploides de A. nidulans.

Attia et al. (2009) demonstraram os efeitos genotoxicos do CPT-11 por meio
do teste do micronucleo (MN), em camundongos tratados via intraperitoneal com 60
mg/Kg. O CPT-11 aumentou significativamente a frequéncia de micronucleo (0.83%
de aumento na frequéncia de MN) quando comparado com o controle (0.33% de
aumento). Contudo, este farmaco causou menor frequéncia de danos ao DNA,
guando comparado com a CPT que induziu um aumento de 1,07% na frequéncia de
MN.

Nossos resultados corroboram os estudos de Cunha et al. (2002) que
demonstram que o CPT-11 causa menor frequéncia de danos ao DNA que a CPT,
confirmando que este analogo semissintético alcancou o objetivo das pesquisas por
farmacos com acao antineoplasica e baixa toxicidade (Kaneda et al., 1990). Em D.
melanogaster, o efeito genotdxico do CPT-11 foi comparativamente menor que o da
CPT, principalmente quanto aos efeitos mutagénicos e recombinagénicos (Cunha et
al., 2002).

Bassi e Palitti (2000) observaram que os inibidores de topoisomerase s&o
em geral muito eficazes como antineoplasicos, mas também séo potentes indutores
de aberracbes cromossOmicas, caracteristica esta que pode aumentar a incidéncia
de malignidades secundarias.

Os efeitos genotoxicos dos antineoplasicos podem resultar em varios tipos
de alteracdes, tais como: delecdo, translocacdo e recombinacdo homéloga,
processo este essencial ao reparo do DNA (Pedersen-Bjergaard e Rowley, 1994).

Considerando-se, portanto, que a recombinacdo somatica pode resultar na
perda do alelo funcional de um gene supressor de tumor ou ainda induzir a
homozigotizacdo de genes deletérios e que inibidores de topo I, tal como a CPT e o
CPT-11, elevam a frequéncia da recombinacdo mitotica, acredita-se que tais
antineoplasicos possam atuar como indutores de malignidades secundarias
(Hashimoto et al., 1995; Marks et al.,, 2000; Seedhouse e Russell, 2007; Roy e
Eastmond, 2011), devido a perda da condicdo de heterozigose. Isso resultaria em
homozigose ou hemizigose, com a subsequente expressdo do alelo deletério
(Zimmermann et al., 1966; Lasko et al., 1991; Kaneshima e Castro-Prado, 2005;

Souza-Junior e Castro-Prado, 2005; Franco et al., 2010).
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Quadro 3 - indice de homozigotizacdo (HI) para os marcadores do dipléide UT448//A757, apds tratamento com 3,5 ng mL™* (D6-
D8), 10,5 ng mL™ (D9-D11) 17,4 ng mL™ (D12-D14) de camptotecina

Marcadores® D1°

D2°

D3’

D4° D5° D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14

NS® NS® NS® Total HI  NS® NS® Total HI NS® NS NS° Total HI NS® NS? NS® Total HI NS® NS® NS® Total HI
ribo+ 41 39 49 129 1.4 106 88 194 16 105 111 152 368 1.6 98 109 106 313 2.2* 159 111 190 460 2.2*
ribo 30 30 32 92 52 68 120 50 55 120 225 35 34 73 142 60 60 91 211
paba+ 41 37 48 126 1.3 106 103 209 2.0* 106 109 272 487 4.6* 101 107 179 387 57* 157 110 281 548 4.5*
paba 30 32 33 95 52 53 105 49 57 0 106 32 36 0 68 62 61 O 123
bi+ 44 38 47 129 1.4 102 88 190 15 105 107 272 484 4.4* 103 109 179 391  6.1* 157 114 281 552  4.6*
bi 27 31 34 92 56 68 124 50 59 0 109 30 34 0 64 62 57 0 119
piro+ 33 3 43 112 10 134 155 289 116* 81 80 162 323 1.2 105 99 115 319 2.3* 126 117 182 425 1.7
piro 38 33 38 109 25 0 25 74 86 110 270 28 44 64 136 93 54 99 246

?ribo = riboflavina; paba= acido p-aminobenzéico; bi = biotina; meti = metionina e piro = piridoxine. "Dipléides D1-D3, controle negativo (ndo tratado com
camptotecina ou com cisplatina). °Dipléides D4-D5, controle positivo (tratado com 0,9 pg mL? de cisplatina). “Numero de segregantes

mitoticos.*Significativamente diferente do controle (Teste do Chi Quadrado com a correcao de Yates, p<0,05).
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Quadro 4 - indice de homozigotizacdo (HI) para os marcadores do dipl6ide UT448//A757, ap6s tratamento com 4,5 pg mL * (D15 —
D17), 9 pug mL * (D18 — D20) e 18 pg mL* (D21 — D23) de irinotecan

Marcadores® D1°

D2°

D3’

D4° D5° D15 Dleé D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23

NS® NS® NS® Total HI NS® NS Total HI NS NS® NS® Total HI  NS® NS® NS® Total HI  NS® NS® NS Total HI
ribo+ 41 39 49 129 14 106 88 194 16 100 70 84 254 10 96 121 80 297 1.2 110 157 176 444 2.0*
ribo 30 30 32 92 52 68 120 90 79 79 248 75 85 87 247 79 60 89 227
paba+ 41 37 48 126 1.3 106 103 209 20* 102 71 83 256 1.0 94 121 82 297 1.2 112 156 177 445 2.0*
paba 30 32 33 95 52 53 105 88 78 80 246 77 85 85 247 77 61 88 226
bi+ 44 38 47 129 1.4 102 88 190 15 97 70 81 248 10 88 114 82 284 1.1 111 156 169 436 1.9
bi 27 31 34 92 56 68 124 93 79 82 254 83 92 85 260 78 61 96 235
piro+ 33 36 43 112 1.0 133 156 289 11.6*95 68 87 250 1.0 87 101 79 267 1.0 103 131 133 367 1.2
piro 38 33 38 109 25 0 25 95 81 76 252 84 105 88 277 8 86 132 304

%ribo = riboflavina; paba= &cido p-aminobenzdico; bi = biotina; met = metionina e piro = piridoxine. "Dipléides D1-D3, controle negativo (ndo tratado com
camptotecina ou com cisplatina). °Dipléides D4-D5, controle positivo (tratado com 0,9 pg mL? de cisplatina). ‘Numero de segregantes

mitoticos.*Significativamente diferente do controle. (Teste do Chi Quadrado com a correcéo de Yates, p<0,05).



Neopldsias secundéarias decorrentes da quimioterapia constituem
principalmente leucemias miel6ide crénica ou aguda (Seedhouse e Russell, 2007;
Godley e Larson, 2008). Sendo assim, uma avaliacdo detalhada do potencial
genotoxico de agentes antineoplasicos, comumente utilizada em protocolos de
quimioterapia, justifica-se pela existéncia de relatos da ocorréncia de canceres
secundarios em pacientes submetidos a este tipo de tratamento (Seedhouse e
Russell, 2007; Attia et al., 2009; Roy e Eastmond, 2011).

Considerando-se: a) que no presente estudo todas as concentracdes de
CPT e apenas a maior concentracdo de CPT-11 demonstraram potencial
recombinagénico, b) que a recombinagdo mitética esta intrinsecamente relacionada
com a perda da heterozigosidade (Young et al., 2006), e c) que esta por sua vez
estd associada ao processo de carcinogénese (Gupta et al., 1997), nossos
resultados sugerem que tanto a CPT quanto a maior concentragdo de CPT-11

podem induzir neoplasias secundarias.
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5. CONCLUSOES

a) Os antineoplasicos CPT e CPT-11 sdo potentes indutores de crossing-over
mitético em A. nidulans, porém os efeitos recombinagénicos da CPT foram
observados em concentracdes inferiores a concentracdo recombinagénica de CPT-
11. Desta forma o CPT-11 causa menos danos ao DNA que a CPT.

b) O CPT-11 mostrou-se recombinagénico apenas na maior concentragao utilizada,
correspondente a dose Unica maxima utilizada em quimioterapia (protocolos de
quimioterapia).

c) Considerando-se a participacdo da recombinacdo homoéloga no processo de
carcinogénese, os inibidores de topo | estudados, CPT e CPT-11, podem ser

caracterizados como agentes promotores de neoplasias secundarias.
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