EFEITOS CITOTOXICOS DO TENIPOSIDE, UM DERIVADO SEMI-SINTETICO
DAS EPIPODOFILOTOXINAS, SOBRE LINHAGENS CELULARES DE

CARCINOMA RENAL HUMANO

Denise Heidrich Faria

Porto Alegre, 2000



EFEITOS CITOTOXICOS DO TENIPOSIDE, UM DERIVADO SEMI-SINTETICO
DAS EPIPODOFILOTOXINAS, SOBRE LINHAGENS CELULARES DE

CARCINOMA RENAL HUMANO

Denise Heidrich Faria

Dissertaciio apresentada ao Curso de Pés-Graduaciio em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para obtencao do grau de mestre

Orientador: Prof. Gilberto Schwartsmann

Co-orientador: Dr. Dennis R. A. Mans

Porto Alegre, 2000



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Gilberto Schwartsmann pela orientagdo e oportunidade de realizar esta
dissertacdo de Mestrado em seu laboratorio;

Ao Dr. Dennis R. A. Mans pela co-orientacdo, dedicacdo e interesse dispensados
durante o desenvolvimento deste trabalho;

A Prof*. Adriana Brondani da Rocha pelas idéias e colaboragdo no desenvolvimento
deste estudo;

A equipe do Prof°. Dr. Radovan Borojevic, da UFRJ, especialmente a Prof*. Dra.
Marcia Cury EI-Cheikh pela colaboracdo na realizagdo dos experimentos de
citometria de fluxo;

Ao Servigo de Genética Médica do HCPA, em especial a Farmacéutica Maira Graeff

Burin pelo apoio técnico;

Ao Laboratorio de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em especial aos
Profs. Jarbas Oliveira e Augusto Barth, pelo apoio técnico;

Aos Prof. Drs. Fatima Guma, Elena Bernard e José Claudio Moreira pelo uso dos
respectivos laboratorios e equipamentos no Departamento de Bioquimica da
UFGRS;

Aos colegas ¢ amigos da Fundagdo SOAD de Pesquisas do Cancer— Ivana Grivicich,
Cleber de Lima, Michael Barros, Rafael Lopes, Andréia Fernandes, Leonardo

Almeida — pela ajuda na realizagdo dos experimentos.



Aos meus pais, pela paciéncia, apoio e amor sempre dispensados;

Ao Frederico, pela paciéncia, colaboragdo e incentivo;

Ao Frank pela ajuda nos computadores;

Ao Curso de Pos-Graduagao em Ciéncias Biologicas: Bioquimica pela oportunidade

de realizar este trabalho;

A CAPES e a Fundacao SOAD de Pesquisas do Cancer pelo suporte financeiro.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

T INTRODUGAO ..o 10
1.1 O carcinomMa TENAL .........ccviiiiiieeiiie et et e e e e e b e e e aaeeesaeeesaeessaeesasaeens 10
1.1.1 CaracteriStiCAS GETAIS.....ccuuerurieiieeieeitieeteentieeteenteeeteesteeenseesseesnseessseenseessseenseessseenseennns 10
1.1.2 Dados epidemiolOZICOS ......ccuueeuiieriieiiieiieeiieeite ettt et e e e essseesaeenseenseeens 11
1.1.3 ASPECLOS CLIOLOZICOS. .eeiuviriiiieeitiieeiieeeiieeerteeestteeetaeeeareeesaeeassaeessseeessseeessseeensseeensseens 13
1.1.4 CaracteriStiCas CHINMICAS .....cuueieeuiieeciiieeciieeeiee e et et e et e st e e e te e e s aeeesbaeesabaeessseeesareeanns 14
1.1.5 Caracteristicas MOIECULATES .........cc.eeriieriieeiieiieeie ettt 17
1.1.6 Consideragdes Sobre 0 tratamento............cccueeeeiuieeeiuieeeiieeeieeeereeeereeeeree e e e reeeeere s 19
L T 5 4 .0 USSR 19
1.1.6.2 RAAIOTETAPIA ..ottt ettt ettt ettt ettt e bt e st e et e sabeebeeenee 21
1.1.6.3 Tratamentos SISTEMICOS ......eerueeeieeruieeiieriieeieesiteeteeeteeeteesseesseessseenseessseenseeenseenseesnne 23
1.1.6.4 Tratamentos EXPETIMENTALS ......ccueerureerreerereereerreeiteereeeseesreesseessseesseessseesseessseesseennns 27
LA O I 7<) 11§01 13 U [ USSR 29
1.2.1 CONSIAETAGOECS ZETAIS ...vveuveeurieuriieeieeiienieente et st st et et e bt et satesbe et eatesbeebesasesbeenaeeanes 29
1.2.2 HiStOrico do teNIPOSIAE .....ccvieiiieiiiiieeiieiie ettt ettt e eaae b e e 30
1.2.3 Estrutura quimica e avaliagao pré-CliNiCa .........cccueevviiriieiiieeiieiieeie e 31
1.2.4 MecaniSImMO A€ QA0 .......cecieiuiiieeeiiiieeeeeiee e e eeie e e e e ettt e e e eetee e e e eeaaeeeeeeareeeeeeaaaeeeeennsaeeeaanns 33
1.2.5 FOrMUIAGCAO € USOS .. ..uviiiieiiiiieieeiiie e e ettt e ettt e ettt e e e e eae e e e e eeaaaeeeeeiaseeeeeeasaeeeeesaeeeeanns 35
1.2.6 Atividade antitumoral e toxicidade cliniCa ...........cccceeviiiiiiniiiiieieeee e 36
1.2.7 Teniposide em carcinoma reNal ...........ccceevveeriierieeiiieiiieiiecee e eee e ereeeeeeevee e e 37
1.2.8 Justificativa do €STUAO .......oiuiiiiiiiieie e 38

2 OBIETIVOS ...ttt ettt ettt et e st e e eate s bt ense e st e sseentesneenseenseeneenneenes 39

3 MATERIAL & METODOS ..ot 40
3.1 Drogas € produtos QUIMICOS .....cccueertieriieriieniieeteesiieeieesiteeteesieesbeesiteenbeeseeeeseesaeeenseennns 40
3.2 Linhagens celulares e manutengao das Culturas...........cceeeveeriieriienienieenie e 41
3.3 Determinag@o do tempo de duplicagdo celular ..........c.ooceeevieiiiiiiiiniieeiieeeeeee e 41
3.4 Tratamentos COM ATOZAS .....cccuvieeiuiieeiiieeiieeeite e ettt e e e tee e ae e e s e e e saeeesseeessseeessseeesnseens 42
3.5 Avaliagd@o da proliferacdo celular...........cccooiuiiiiiiiiiiiii e 43
3.6 Determinagdo da atividade enzimatica da topoisomerase I1...........cccceeevieniiiiiienieenenne. 44
3.7 Formagao do complexo covalente DNA-topoisomerase IL..........c.ccoceevvieriienienieenenne. 45

3.8 Avaliagao do dano a0 DINA ... e 47



3.9 Distribui¢ao das células no ciclo celular.............ooociiiiiiiiii i, 48
3.10 ANALISE ESTALISTICA. ..cuvvieeiuiieeiieeeiieeeite e et e e et e e et e e et e e e teeeeaeeesbeeesasaeeeaseeesaseeessseeennseeas 49
A RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e st ese e st e s aee s e essesseenseenaenseensenneenns 50
4.1 Caracteristicas relevantes das linhagens celulares utilizadas neste estudo..................... 50
4.2 Sensibilidade das células RXF-393, A-498 ¢ TK-10 ao teniposide...........cceervreerrennenns 53

4.3 Inibic¢ao do crescimento celular dependente de protocolo de administragdo do teniposideS5
4.4 Auséncia de dependéncia de administracao do teniposide na inibi¢do da topoisomerase

L OO OSSP O PSSO SOUPUPRPRROPRROPON 57
4.5 Auséncia de dependéncia de administracao do teniposide na formagao de complexos
DNA-tOPOISOMETASE 11 ......ooiiiiiiiiieciieece et e ee e s anee e 59
4.6 Produgdo de dano ao DNA dependente de administragcdo do teniposide.............cccu...... 62
4.7 Efeito dos inibidores da glicoproteina P tamoxifeno, verapamil e ciclosporina A na
citotoxicidade do teNIPOSIAEC ......c.eeevieriiieiieiieeieete ettt 63
4.8 Efeito dos inibidores da sintese do DNA afidicolina glicinada e hidroxiuréia na
citotoxicidade do teNIPOSIAE ........eeveieriiiiiieieeieee et 66
4.9 Efeito da afidicolina glicinada ou hidroxiuréia na indu¢do de dano ao DNA pelo
EEMIPOSIAC ..vievviieiiieiie ettt ettt ettt e st e ebeestbeesbeessbe e saesabeesseeesseenseeenseenseeesseenseesnsaens 68
4.10 Efeito da afidicolina glicinada e hidroxiuréia na distribui¢do das células no ciclo
CRIUIAT ...ttt ettt et et e et esaeeeabeeeaeeenee 69
5 DISCUSSAQ ..ottt 73
6 CONCLUSOES ...ttt ettt 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....couiimiimriirriieeeiesissesssesssssssesssesssesssesssssssssenas 87

ABSTRACT ...ttt sttt ettt et e e e nene 102



DNA
DP
DPC
DTT
EDTA
EGTA
FACS
FADU
FDA
HBSS
ICso
LAK
MDR
MHC
PBS
PMSF

RPMI
SFB
SIDA
SRB
TCA

LISTA DAS ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucléico

Desvio padrao da média

Complexos DNA-proteina

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetra-acético

Acido etilenoglicol bis (B - amino etil éter)-N,N,N’,N’, tetracético)
Fluorescence-activated cell sorting

Fluorescence enhancement assay for DNA unwinding

Food and Drug Administration (USA)

Solugdo salina tamponada de Hank (Hank's balanced salt solution)
Concentracdo da droga capaz de inibir 50% do crescimento celular
Linfocinas ativadas para matar

Multidrug resistance

Complexo de maior histocompatibilidade

Solugdo salina fosfato tamponada (phosphate-buffered saline)
Fenil metil sulfonil fluoreto

Revolugdes por minuto

Meio de cultura desenvolvido por Roswell Park Memorial Institute
Soro fetal bovino

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (4/DS)

Sulforodamina B

Acido tricloroacético



TIL
TNM

Tris
Viv
VEGF
VHL
VM-26

Linfocitos infiltrantes de tumor

Classificacao de estadiamento tumoral baseada nas caracteristicas do
tumor, linfonodos e metastases

Tris (hidroximetil) aminometano

Volume/volume

Fatores de crescimento vasculares endoteliais

Sindrome autossomica von Hippel-Lindau

Teniposide



RESUMO

O cancer renal corresponde a aproximadamente 3% dos tumores malignos do adulto,
sendo a terceira malignidade urolégica mais comum. Os tratamentos sistémicos disponiveis
para pacientes portadores de carcinoma renal avancado sdo, via de regra, pouco eficazes e
sem um impacto definido na sobrevida. Portanto, torna-se imperioso que novos agentes e/ou
estratégias terapéuticas para esta enfermidade sejam desenvolvidas. O derivado das
epipodolofilotoxinas, etoposide, tem sido utilizado com sucesso no tratamento de varios tipos
de tumores so6lidos e hematoldgicos. Este agente exerce a sua agao antitumoral através da
inibi¢do da enzima nuclear topoisomerase II. Estudos recentes demonstraram que o efeito
citotoxico in vitro deste agente ¢ bem mais pronunciado quando as linhagens tumorais sao
expostas a droga por um tempo mais prolongado. Isto vem sendo confirmado em estudos
clinicos, nos quais foi documentado um aumento significativo no percentual de respostas
tumorais objetivas em pacientes com cancer avangado tratados com etoposide em doses
repetidas didrias de forma continuada, comparativamente a pacientes que receberam pulsos de
doses altas da droga a intervalos mais longos. Infelizmente, estudos iniciais com etoposide
ndo revelaram uma atividade antitumoral significativa em pacientes com cancer renal
avancado. Por esta razdo, os estudos preliminares explorando o potencial terapéutico de seu
andlogo teniposide nesta doenga também ndo receberam a devida atengdo na literatura.
Entretanto, este andlogo possui potenciais vantagens terapéuticas em relacdo ao etoposide,
uma vez que apresenta um tempo de retengdo intracelular mais prolongado em linhagens de
tumores solidos in vitro. Estas observagdes nos estimularam a reconsiderar o estudo do
potencial citotdxico do teniposide em modelos experimentais de cancer renal avangado. Nesta
dissertagdo, foram estudados varios protocolos de administracdo de teniposide em linhagens
de cancer renal humano, uma vez que esta neoplasia carece de drogas ativas disponiveis no
armamentario terapéutico. Foram utilizadas as linhagens celulares RXF-393, A-498 e TK-10,
as quais foram incubadas com teniposide em concentragdes pré-determinadas e tempos de
incubacdo varidveis. Além disto, foram feitos experimentos em que protocolos de
administracdo de teniposide como agente unico foram comparados a protocolos em que o
mesmo foi combinado com agentes que bloqueiam a acdo da glicoproteina P, responsavel
pelo efluxo ativo da droga do interior da célula tumoral. Além disso, foram também estudados
protocolos incluindo a associag@o de teniposide com agentes que interferem com a sintese do
DNA. Para os estudos de avaliagdo de citotoxicidade dos agentes quimioterapicos, 0os mesmos
foram pré-incubados por 24 h na auséncia ou presenca do inibidor da DNA polimerase a
afidicolina glicinada (0,2 uM) ou do inibidor da ribonucleotideo redutase hidroxiuréia (200



uM) e apos incubados por diferentes tempos de exposicdo com diluicdes seriadas de
teniposide. Os efeitos citotoxicos foram avaliados através do método colorimétrico com
sulforodamina B (SRB). Os protocolos de exposi¢do prolongada das células ao teniposide
mostraram um aumento significativo na sua citotoxicidade nas linhagens RXF-393, A-498 ¢
TK-10, sugerindo que a citotoxicidade do teniposide ¢ dependente de tempo de
administracdo. Neste sentido, uma maior taxa de dano no DNA foi observada nas células
expostas ao teniposide por tempos de administragdo mais prolongados. Curiosamente, os
diferentes tempos de exposi¢dao ao teniposide nao influenciaram de forma clara na formagao
de complexos DNA-topoisomerase II, nem nas medidas da atividade desta enzima. O uso
concomitante de agentes moduladores da glicoproteina P como o verapamil, a ciclosporina A
e o tamoxifeno ndo produziu potencializagdo do efeito antiproliferativo do teniposide. Por sua
vez, os tratamentos com agentes que interferem na sintese de DNA, como a afidicolina
glicinada ou a hidroxiuréia, potencializaram a citotoxicidade do teniposide em todas as
linhagens estudadas, seguindo as caracteristicas intrinsecas de cada linhagem. Em conclusdo,
os resultados apresentados nesta dissertacdo sugerem que o teniposide apresenta um maior
efeito citotoxico em protocolos de administragdo prolongada em combina¢do com agentes
inibidores da sintese de DNA. Frente a estes resultados iniciais, o teniposide sera testado nos
protocolos de administragao acima mencionados em um painel contendo um maior nimero de
linhagens tumorais in vitro. Uma vez confirmadas as observagdes acima descritas, serdo
iniciados estudos em modelos tumorais in vivo. Estes estudos servirdo de base nas decisdes
quanto a reavaliacdo clinica do teniposide em ensaios de fase I em pacientes com neoplasias
avancadas refratarias.



1 INTRODUCAO

1.1 O carcinoma renal

1.1.1 Caracteristicas gerais

O carcinoma renal corresponde a aproximadamente 3% dos tumores malignos do
adulto, sendo a terceira malignidade urolégica mais comum (Linehan et al., 1997). Foi
descrito pela primeira vez em 1826 por Konig e alguns anos depois (1855) Robin sugeriu que
este tipo de cancer originava-se provavelmente a partir do epitélio tubular renal, observagao
que foi confirmada por Waldeyer em 1867 (Carson, 1928). Esta neoplasia pode ser dividida
em dois tipos distintos: o carcinoma de células claras do rim, que corresponde a 85% de todos
os carcinomas renais, € o cancer da pelve renal, que retine os 15% restantes (Linehan et al.,
1997). No entanto, todos os tipos de cancer renais estdo reunidos nas estatisticas de incidéncia

e mortalidade (Trichopoulos et al., 1997).
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1.1.2 Dados epidemioldgicos

No mundo todo, 150.000 novos casos de carcinoma renal humano sao diagnosticados
por ano e 78.000 mortes relacionadas a esta doenca sdo relatadas (Parkin et al., 1999). A
incidéncia de tumores malignos do rim cresceu drasticamente nos ultimos anos, algo em torno
de 54% entre 1975 e 1990 (Mulders et al., 1997; Walther et al., 1995; Kreger et al., 1991).
Esta neoplasia ocupa a sétima colocagao no ranking de incidéncia e mortalidade de cancer nos
EUA, onde estima-se o diagndstico do carcinoma renal em 30.000 pessoas ao ano, das quais
aproximadamente um terco desenvolve metastases e 12.000 vem a morrer pela doenca

(Landis et al, 1999; Mulders et al., 1997) .

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a cada ano o cancer atinge
aproximadamente 9 milhdes de pessoas e mata cerca de 5 milhdes, sendo atualmente a
segunda causa de morte por doenga na maioria dos paises, logo atrds das doencas
cardiovasculares (Ministério da Saude, 1999). No Brasil, em 1994, as neoplasias foram
responsaveis por 10,9% dos quase um milhdo de oObitos atestados, sendo que 53,8% foram
entre os homens e 46% entre as mulheres. Na regido Nordeste, ao contrario do resto do pais,
as neoplasias representaram a terceira causa de morte com aproximadamente 6,3% dos casos
de obito, depois das doencas infecciosas e parasitarias. Nas demais regides, se
desconsiderarmos as causas externas, permanecem como a segunda causa de mortalidade
(Figura 1), aumentando proporcionalmente a medida que se deslocam para a Regido Sul

(15,2%) (Ministério da Satude, 1999).
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Figura 1: Distribuicao proporcional das principais causas de morte

no Brasil — 1996.

R

Cire. I C.Ext Ihlmplasiasl Ap. Resp. IInfm:.F‘a:asill_ Outros

Fonte: Ministério da Saude: DataSus, SIM

O carcinoma renal ocorre principalmente entre os 50 e 70 anos de vida, também
podendo ser encontrado em criangas com menos de 3 anos de idade (Stenzl & deKernion,
1989; Linehan et al., 1997) e mostra uma predominancia dos homens para as mulheres de 1,5-
1 (Linehan et al.,, 1997). A incidéncia deste tipo de cancer ¢ geralmente maior entre a
populagio urbana do que entre a rural. E maior nos paises da Europa ¢ dos EUA do que na
Asia e na América Latina (Parkin & Muir, 1992), apesar de que a incidéncia tenha aumentado

recentemente em todas as partes do mundo (Pyrhdnen et al., 1999; McCredie, 1994).
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1.1.3 Aspectos etioldgicos

Existe uma base multifatorial para o desenvolvimento do cancer renal, incluindo
aspectos genéticos, ambientais e hormonais (Bagley, 1991; Trichopoulos et al., 1997; Mulders
et al., 1997). Dois fatores de risco ja foram sugeridos: o consumo de cigarros e a obesidade. O
cigarro aumenta em 40% o risco de cancer renal, na razdo direta do numero de cigarros
fumados e da duragao deste habito, tendendo a diminuir apos o abandono do tabagismo pelo

fumante (Trichopoulos et al., 1997; McLaughlin et al., 1995; Mulders et al., 1997).

A obesidade tem sido insistentemente associada ao alto risco de desenvolvimento do
carcinoma renal em mulheres devido ao aumento do nivel de estrogénio no organismo
(Paganini-Hill et al., 1983; McLaughlin & Schuman, 1983). Interessantemente, estudos
laboratoriais com varios modelos in vivo também sugeriram que niveis elevados de certos
esteroides poderiam aumentar a predisposi¢cdo ao cancer renal (Weisz et al., 1998; Kumar et
al., 1993; Goldfarb & Pugh, 1990). Além disso, o uso de pilulas para emagrecimento
contendo anfetaminas também estaria relacionado com o aparecimento deste tipo de cancer,
embora nao seja possivel determinar se este ¢ um fato isolado ou tem relagdo com a obesidade

(Chow et al., 2000; Lindblad et al., 1994; Mellemgaard et al., 1995; Yuan et al., 1998).

Ha um efeito sinérgico entre o fumo e a exposi¢cdo ao cadmio ou arsénio, podendo
aumentar ainda mais o risco de carcinoma renal (Bagley, 1991), além de certos fatores
ocupacionais como trabalho em usinas de fundicdo de coque e ago (Maclure, 1987). A

exposicao ao torio, cadmio, radiacdo ionizante, asbestos e produtos do petroleo, além do
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consumo de café, sdo também possiveis agentes causadores desta neoplasia (Walther et al.,
1995; Linehan et al., 1997). Também, o uso de diuréticos e anti-hipertensivos, assim como de
alguns analgésicos, também tem sido relacionado com o aparecimento de carcinoma renal

(Gago-Dominguez et al., 1999; McLaughlin et al., 1995).

1.1.4 Caracteristicas clinicas

Esta neoplasia costuma crescer como uma massa unica no cortex renal, provavelmente
a partir do epitélio do tibulo contorcido proximal e, em 85% dos casos, ¢ altamente
vascularizada (Bennington, 1973; Linehan et al., 1993; Vogelzang, 1992; Gospodarowicz et
al., 1994). O local de crescimento ¢ normalmente bem definido e o tumor é envolvido pelo
parénquima renal ou tecido perinéfrico fibroso. A invasao na veia renal ¢ comum. Além disso,
0 tumor possui uma propensdo a crescer dentro da veia renal com subseqiiente expansdo para
a veia cava (Gospodarowicz et al., 1994; Fleming, 1999). Os sintomas associados com o
cancer renal sdo variados e, em geral, inespecificos, como perda de peso, febre, suor noturno
e fadiga, o que dificulta o diagnostico precoce. A triade classica de sintomas: hematutria, dor
na regido lombar e presenca de uma massa tumoral palpavel, comum quando os pacientes ja
apresentam a doenca em estdgio avangado, o que ocorre com aproximadamente 19% dos
casos (Belldegrun & deKernion, 1998; Linehan et al., 1997). Aproximadamente 10% dos
pacientes com metastases sobrevive 1 ano, a maioria ttm em média uma sobrevida de apenas

4 meses (deKernion et al., 1978).
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O cancer renal pode crescer no retroperitonio sem ser notado até que aparega uma
metastase. Aproximadamente 45% dos pacientes com cancer renal apresentam a doenga
localizada (estagio 1); 25%, a doenga localmente avancada (estagios II ou III) e 30%, possui
metastases a distdncia (estagio IV) (Tabela 1; Mulders et al., 1997). Cerca de 75% dos
pacientes com a doenga avangada tém metastases nos pulmdes. Metéstases nos tecidos moles
ocorrem em um terco dos casos. Eventualmente, metastases de esqueleto, pele, figado e de
sistema nervoso central sdo também descritas. Na verdade, qualquer 6rgdo pode ser alvo de
metastases do cancer de rim, incluindo a tiredide, o pancreas e os musculos esqueléticos

(Linehan et al., 1997).



Tabela 1: Classificagdo TNM dos tumores malignos renais.

Tumor primario

TX

TO

T1

T2

T3

T3A

T3g

Tumor primario nio pode ser avaliado

Niao ha evidéncia de tumor primario

Tumor com < 2,5 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim

Tumor com > 2,5 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim

Tumor estende-se as maiores veias ou invade a glindula adrenal ou os tecidos periféricos, mas

nao através da fascia de Gerota

Tumor invade a glandula adrenal ou o tecido periférico, mas nao através da fascia de Gerota

Tumor invade agressivamente a veia renal ou cava abaixo do diafragma

Adaptado de Linehan et al., 1997.

91
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1.1.5 Caracteristicas moleculares

Assim como os carcinomas de cdélon, mama e retinoblastoma, o cancer renal pode
ocorrer tanto de forma esporadica quanto hereditdria, sendo estimada a ocorréncia de mais de
4% deste ultimo tipo. Foi observado um aumento na incidéncia do carcinoma renal em
pacientes com a doenca de rins policisticos com domindncia autossdmica, assim como
naqueles que apresentam uma historia familiar. Quando ocorre nas sindromes hereditarias, o

cancer renal tem uma grande tendéncia a ser bilateral (Linehan et al., 1997).

O desenvolvimento do cancer renal, tanto esporadico quanto hereditario, estd
freqiientemente associado a sindrome autossomica dominante de von Hippel — Lindau (VHL)
(Fleming, 1999). Esta sindrome estd relacionada a inativagdes funcionais do gene VHL
situado no brago curto do cromossomo 3 (Figura 2) (Latif et al., 1993; Kovacs et al., 1988;
Seizinger et al., 1988; Zbar et al., 1987). Apesar da sua fun¢do especifica ainda ndo ter sido
estabelecida, informagdes atuais sugerem que ele possa funcionar como um gene supressor
tumoral (Foster et al., 1994; Gnarra et al., 1994; Shuin et al., 1994). Deste modo, a perda da
sua fungdo pode contribuir para a tumorigénese. Estas alteragdes genéticas sao detectadas em
até 97% dos tumores renais (Gnarra et al., 1994; Foster et al., 1994). Os individuos afetados
desenvolvem tumores em varios o6rgaos, incluindo o rim, cerebelo, olhos, pancreas e
epididimo (Maher et al., 1990), além de apresentarem freqiientemente carcinoma renal
bilateral desde o comeco e multiplos cistos renais, no interior dos quais a neoplasia

normalmente cresce (Linehan et al., 1997; Poston et al., 1995).
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Figura 2: llustragdo do cromossomo 3
indicando a localizacdo aproximada do
gene von Hippel-Lindau (*) e a regido
onde normalmente ocorre delecdo no
carcinoma renal. (Reproduzido de Linehan

et al, 1993).

Outras mutagdes relacionadas com esta neoplasia podem afetar o proto-oncogene

MET, o qual codifica receptores de fatores de crescimento (Zbar et al., 1995; Schmidt et al.,

1997), o c-myc, que codifica um fator de transcricdo (Drabkin et al., 1985), o c-Ha-ras, que

codifica a atividade de uma tirosina quinase associada a membrana (Peehl, 1987), e o gene

WT1 (associado ao tumor de Wilms’), que codifica um fator de transcricdo (Pathak et al.,

1982; Kovacs et al., 1987).
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1.1.6 Consideracoes sobre o tratamento

1.1.6.1 Cirurgia

A primeira nefrectomia feita com sucesso em um paciente com cancer renal ocorreu
em 1883 e, ainda hoje, este ¢ o Gnico tratamento com inten¢do curativa para o carcinoma renal
localizado (Motzer et al., 1996). Como tratamento de primeira linha para a doenca localizada,
a nefrectomia produz taxas de sobrevida em 5 anos que variam de 60-82% para pacientes com
tumores no estagio I e de 47-80% no estagio II (Tabela 2) (Robson et al., 1968; Skinner et al.,
1972; McNichols et al., 1981; Guinan et al., 1995). Em pacientes com carcinoma renal
metastatico, os resultados da nefrectomia sdo modestos, produzindo sobrevida de 5 anos em
menos de 20% dos pacientes (Sandock et al., 1995; Rabinovitch et al., 1994; Couillard &

deVere White, 1993).
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Tabela 2: Numero de pacientes (%) com sobrevida de 5 anos quando tratados com

nefrectomia.
N° total de
N° de Pacientes (%) Referéncias
pacientes
I II I 1AY
88 32 (66) 14 (64) 24 (42) 9(11) Robson et al., 1969
309 91 (65) 17 (47) 100 (51) 77 (8)  Skinner et al., 1971
506 177 (67) 57(51) 209 (34) 56(14) McNichols et al., 1981
115 (93) (63) (80) (13)  Sellietal., 1983
326 52 (88) 39 (67) 73 (40) 88(2) Golimbu et al., 1986
314 (73) (68) (51) (20)  Dinney et al., 1992
2473 1048 (75) 473 (63) 511(38) 441(11) Guinan etal., 1995

Modificado de Belldegrun & deKernion, 1998.

A classifica¢dao tumoral esta de acordo com Robson, 1968.
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1.1.6.2 Radioterapia

A radioterapia pré- ou pos-operatoria nao ¢ indicada rotineiramente em pacientes com
carcinoma renal localizado submetidos a nefrectomia radical. Como indicado na Tabela 3, os
resultados sdo insignificantes e inconclusivos. Esta modalidade terapéutica ¢ usualmente
reservada para tratamento paliativo de metdstases Osseas ou cerebrais, podendo aliviar as
dores oOsseas provocadas pelas mesmas (Halperin & Harisiadis, 1983). Isto apresenta bons
resultados em aproximadamente 50-70% dos pacientes, embora o tempo de duragdo seja

muito curto (Fossa et al., 1982).



Tabela 3: Resultado dos tratamentos com ou sem radioterapia adjuvante no carcinoma renal.

Taxa de sobrevida Recorréncias
Estudo Pacientes Tratamento local Comentarios
por 5 anos (%) locais
. 96 Nefrectomia 52 -
Peeling et al., 1969 Nao-randomizado; dose RT
68 Nefrectomia + RT 25 -
96 Nefrectomia 37 25
Rafla, 1970 ) Nao-randomizado; dose RT
94 Nefrectomia + RT 56 7
Nefrectomia 44 - Randomizado; dose RT de
Finney, 1973
Y 49 Nefrectomia + RT 36 ; 5500 cGy
y ) 85 Nefrectomia 63 Randomizado; 37% dos
Van der Werf-Messing, RT (3000 cGy) + - pacientes tiveram tumores
1973 89 nefrectomia 47 pequenos (pT1-2)
44 Nefrectomia Randomizado; 70% dos
Juusela et al., 1977 RT (3600 cGy) + 63 - pacientes tiveram tumores
38 nefrectomia pequenos (pT1-2)
33 Nefrectomia 62 3 Ranzlgﬁlz?;lr(l)(;i eg;l)lzs ((1:1: RT
Kjaer et al., 1987 Nefrectomia + RT complica%;()es — 44% sérias
32 (5000 cGy); 20 fragdes 38 0 ’

19% letais

RT, radioterapia

Adaptado de Linehan et al., 1997.

(44
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1.1.6.3 Tratamentos sistémicos

O carcinoma renal humano ¢ considerado um dos mais tumores humanos mais
refratarios a quimioterapia (Motzer & Russo, 2000; Mulders et al., 1997; Gigante et al.,
1995). A vimblastina ¢ a droga mais utilizada no tratamento sistémico paliativo desta doenga,
em dosagens de 1,4 a 1,6 mg/m’dia em infusdo continua por 5 dias. Entretanto,
aproximadamente 10% dos pacientes apresentam respostas objetivas € sem um impacto claro

na sobrevida (Yagoda et al., 1995).

A interleucina-2 (IL-2), em conjunto com linfocinas ativadas (células LAK) ou
linfécitos infiltrantes de tumor (células 77L) ativados ex vivo, foi avaliada em triagens clinicas
com pacientes portadores do carcinoma renal avangado (Rosenberg et al., 1993; Fyfe et al.,
1995). No entanto, apesar das respostas iniciais apresentarem indices superiores a 30% e
algumas respostas terem durado mais de 23 meses (Rosenberg et al., 1994), testes
subseqiientes mostraram respostas de apenas 15-20% (Tabela 2), sem aparente aumento na
sobrevida mediana dos pacientes (Law et al., 1995; Motzer et al., 1996). Entretanto, a partir
destes resultados, o FDA aprovou o uso destes agentes no tratamento sist€émico contra o

cancer renal metastatico.

Na verdade, dos mais de 100 agentes testados nesta neoplasia nenhum deles
apresentou eficacia antitumoral relevante (Mickish & Word, 1994; Yagoda et al., 1995). Na
Tabela 4, estdo resumidos os experimentos de fase Il realizados de 1990 a 1998 com agentes

quimioterapicos contra o carcinoma renal.
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Tabela 4: resultados de estudos de fase II com agentes novos contra o carcinoma renal de

1990 a 1998.

N° de pacientes N° de respostas completas + parciais (%)

Quimioterapia:

Altretamine 30 0

Amonafide 26, 17 0,0

Caracemide 17 0

Carboplatin 18 0

13-cis-retinoic acid 25 0

Cystemustine 54 1+0(2)

Dexniguldipine 29 0+4(14)

4’Deoxydoxorubicin 15 0+1(7)

Deoxycoformycin 19, 25 0,0

Didemnin B 21 0+1(5

Doxetaxel 31 0+1(3)

Echinomycin 47,17 0+1(2),0

Edatrexate 37 0+2(11)4)

5-Fluorouracil 35, 61 0+4,1+2(5
Floxuridina: infusio circadiana 56,42, 14, 40, 26, 30,50 4+7(20), 3+3(14), 0, 0+4(10), 0+2(8), 0+4(14), 1+5(11)

Infusdo fixa 29,15 1+5(21),0+2(13)

Fotemustine 16 0

Tegafur + uracil 14 0

Gemcitabina 18,37 0+1(6), 1 +2(8)

Homoharringtonine 14 0

Irinotecan 17 0+2(11)

Liposomal encapsulated doxorubicin 14 0

Mafosfamide 16 1+0(6)

Menogaril 56, 15 0+3(5),0

Merbarone 36 0+1(@3)

Navelbine 14,24 0,1+0(4)

Paclitaxel 18 0

Piroxantrone 32,31 0,0+1(3)

Pyrazine 15 0

Sulofenar (LY186641) 18, 16 0,1+0(6)

Suramin 12,26 0,0+1(4)

6-Thioguanine 14 0

Topotecan 14 0



Trimetrexate 34 0+1(4)

Quimioterapia + moduladores de drogas:

Vimblastina sozinha 26 0+1(4)

Vimblastina + acrivastine 15 0

Vimblastina + dexverapamil 12,23, 18 0,0,0+1(8)

Vimblastina + dipyridamole 15 0

Vimblastina + ciclosporina 16, 33 0,0

Vimblastina + nifedipina 14 0

Vimblastina + PSC 833 29 2+1(10)

Vimblastina + quinidina 23 1+0(4)

Vimblastina + tamoxifeno 35 1+0(3)

Vimblastina + toremifeno 18 2+0(11)

Doxorubicina + dexniguldipine 20 0

Doxorubicina 11 0+1(9)
Terapia hormonal:

Tamoxifeno 25,34,59 2+1(12),1+3(12),0+1 (2)

Toremifeno 36 1+5(17)
Imunoterapia:

Cimetidine 42 2+0(5)

Granulocyte-macrophage  colony- 24 0

IL-1 16 0

IL-4 18, 50 0,0+1(Q)

IL-6 40, 12 0+2(5),0

IL-12 20, 51, 30 0+1(5), 1 +0(2),0+2(7)

Lanreotide 30 0

Levamisole 15 0

Linomide 63,29 1+2,0

Lonidamine 19 1 +1 (10)

Ranitidine 16 1+2(16)
Inibidores da angiogénese:

Razoxane 31 0

TNP-470 20 0+1(5

Adaptado de Motzer & Russo, 2000.
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Um dos mecanismos de resisténcia do carcinoma renal a quimioterapia ¢ a chamada
resisténcia a multiplas drogas (MDR), na qual ocorre resisténcia a diversos agentes
antineoplasicos de origem natural, com estrutura e mecanismo de acdo distintos. Esta
resisténcia a multiplas drogas parece estar relacionada a alta expressao da glicoproteina P,
uma proteina transmembranosa de 170-kD que estd presente tanto em células normais
(Thiebaut et al., 1987; Sugawara et al., 1988) quanto em células tumorais (Chapman &
Goldstein, 1995). A glicoproteina P ¢ codificada pelo gene mdrl (Gigante et al., 1995;
Mickisch et al., 1991) e funciona como uma bomba que exporta ativamente para fora das
células varios tipos de drogas, principalmente as derivadas de produtos naturais como 0s

alcaldides da Vinca e as epipodofilotoxinas (Fojo et al., 1987; Kakehi et al., 1988).

Como a maioria dos tumores renais apresenta alta expressao do gene mdrl (Fojo et al.,
1987; Goldstein et al., 1989), varias tentativas foram feitas para inibir o funcionamento da
glicoproteina P e, assim, aumentar a retencao intracelular da droga. Dentre elas, destacamos o
uso de inibidores competitivos da glicoproteina P, tais como a ciclosporina A, agente
imunossupressor, o verapamil, bloqueador dos canais de célcio e o tamoxifeno, hormdnio
antagonico aos esteroides (Judson, 1990). Apesar dos resultados promissores em estudos pré-
clinicos, estas estratégias tiveram de ser abandonadas na clinica devido a excessiva toxicidade
causada aos tecidos normais que também expressam a glicoproteina P (Chapman &

Goldstein, 1995).
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1.1.6.4 Tratamentos experimentais

Os resultados pobres obtidos com as formas convencionais de tratamento
demonstraram a necessidade da descoberta de novas e potencialmente mais eficazes terapias
contra o carcinoma renal. Os aspectos bioldgicos, moleculares e imunoldgicos do carcinoma
renal ainda hoje estdo sendo estudados, fazendo com que este tumor continue a ser um

modelo classico para a avaliagdo clinica de novas formas com potencial terapéutico.

Como o cancer renal pode apresentar regressao espontdnea em aproximadamente 1%
dos pacientes (Katz & Schapira, 1982) e ha a sugestao de que este fendmeno ¢ mediado pelo
sistema imune, estudos foram feitos para avaliar o interferon nesta doenca. No entanto, apesar
das respostas iniciais terem sido entre 12-14% (Tabela 2) (Wirth, 1993; Garnick et al., 1988),
os resultados dos estudos subseqiientes variaram muito, a toxicidade foi alta, as respostas
completas foram poucas e o tempo de sobrevida nao foi aumentado significativamente. Deste
modo, o melhor uso e o tipo de interferon ainda tém de ser determinados (Minasian, 1993;

Negrier, 1998).

A maior incidéncia de carcinoma renal em homens do que em mulheres (1,5-1)
(Linehan et al., 1997), a descoberta de receptores hormonais nas células renais malignas
(Linehan et al., 1997), e os efeitos antitumorais da progesterona observados em ratos
enxertados com células tumorais renais (Kirkman & Bacon, 1952; Bloom et al., 1963)

sugeriram a avaliacdo da terapia hormonal nesta doenga. Infelizmente, o uso da flutamida
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(Niijjima et al., 1988; Ahmed et al., 1984), do tamoxifeno (Stahl et al., 1991; Papac &
Keohane, 1993; Schomburg et al., 1993) e do toremifeno (Gershanovich et al., 1993) nao
trouxeram beneficios clinicos, produzindo indices de respostas de apenas 4,0%, 6,5% e 12%,

respectivamente.

Mais recentemente, varios esfor¢os tém sido feitos para aumentar a eficacia da
imunoterapia no carcinoma renal humano. Estes incluem, dentre outros, transferéncia ex vivo
de genes de citocinas para dentro de células tumorais; transferéncia ex vivo de genes suicidas
para dentro de células tumorais com subseqiiente ativacdo de mecanismos suicidas in vivo,
transferéncia ex vivo de genes de citocinas para linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) para
produzir células T mais potentes para posterior transplante; e transferéncia in vivo de
moléculas do complexo de maior histocompatibilidade (MHC) classe I através de injecao
direta do gene a uma massa tumoral acessivel (Mulders et al., 1997; Jaffee & Pardoll, 1995).
Os resultados destas novas estratégias tém de ser aguardados (Belldegrun & deKernion,

1998).

A inibicdo da angiogénese foi descrita pela primeira vez como estratégia antitumoral
por Judah Folkman (1971). Desde a descoberta dos fatores angiogénicos, seus receptores €
reguladores negativos, este fendmeno tem revolucionado o entendimento sobre a
neovascularizacao. Estudos realizados em carcinoma renal demonstraram que a expressao de
fatores de crescimento vasculares endoteliais (vascular endothelial growth factor — VEGF)
esta aumentada nestes tumores, estimulando a angiogénese (Nicol et al., 1997). A ativagdo

negativa deste VEGF parece estar relacionada com o alto nivel molecular protéico do gene
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VHL mutado (Siemeister et al., 1996), constituindo o evento mais importante na angiogénese
tumoral do cancer renal. Alguns marcadores bioldgicos ja mostraram ser muito promissores
no prognoéstico do carcinoma renal (Gelb, 1997), entretanto ndo foi visualizado nenhum
beneficio na taxa de sobrevivéncia dos pacientes com niveis de fatores angiogénicos elevados

ou nao (Wechsel et al., 1999).

1.2 O teniposide

1.2.1 Consideragdes gerais

O estudo do potencial citotéxico do teniposide em linhagens de carcinoma renal
humano ¢ o objeto central desta dissertacdo. Este agente ¢ um andlogo do etoposide com um
perfil pré-clinico mais favoravel. Contudo, o teniposide ndo foi avaliado de forma detalhada
em estudos iniciais realizados no passado, provavelmente devido ao fato, freqiiente no
desenvolvimento de drogas anticancer, de que uma maior atengdo tenha sido dada ao outro
representante desta classe, o etoposide, cuja avaliagdo clinica precedeu a do teniposide no
tempo. Em conseqii€éncia, a sua testagem ficou condicionada aos resultados anteriormente
observados com etoposide. Dessa forma, o teniposide ndo foi adequadamente testado em
alguns tipos de tumores tradicionalmente refratarios a terap€utica, como por exemplo o cancer
renal avancado. Entretanto, o teniposide se mostrou 10 vezes mais potente que o etoposide in

vitro, possuindo uma maior retencdo em células tumorais quando comparado a células
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normais (Roed et al., 1987; Stihelin, 1970 e 1973; Muggia, 1994). Esta foi a principal

motivacao para que o nosso interesse neste agente fosse renovado.

1.2.2 Historico do teniposide

O teniposide (4 — dimetil — epipodofilotoxina — 9 - (4,6 — O — 2 — tenilidene - B - D -
glucopiranosideo); NSC 122819; VM-26) ¢ um derivado semi-sintético do principio ativo
vegetal podofilotoxina (Stihelin & von Wartburg, 1989), que ¢ extraido dos rizomas de
Podophyllum emodi Wall. e P. peltatum L.. Estas plantas pertencentes a familia
Berberidaceae sdo originadas da regido do Himalaia ¢ América do Norte, onde comecaram a
ser utilizadas pelos nativos ha muitos séculos atrds como agentes catarticos (purgativos) e
anti-helminticos. Sinais de atividade antitumoral de extratos alcoolicos de raizes de
Podophyllum surgiram ha séculos em diferentes continentes. No século 10, o livro medieval
inglés “The Leech Book of Bald” mencionou tratamento de cancer com raizes de P. emodi
Wall (Cockayne, 1961) e os indios norte-americanos da tribo Penobscot usavam o P. peltatum

L. contra o cancer desde o século 17 (Lombard, 1952).

O caminho para o desenvolvimento das epipodofilotoxinas teniposide e etoposide
comecou em 1820 com a inclusdo de espécies de extratos de Podophyllum na Farmacoteca
dos EUA. Data de 1880 o primeiro relato cientifico documentado de podofilotoxina, feito por

Podwyssotzky. A primeira indicacdo clara de um possivel efeito antiproliferativo foi
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observada na década de 40, quando a podofilotoxina mostrou eficdcia contra papilas venéreas
de Condylomata acuminata (Kaplan, 1942), através da sua capacidade de inibir a formacao de
microtubulos, mecanismo similar ao da colchicina (King & Sullivan, 1946; Hartwell &

Schrecker, 1951; Stihelin, 1973).

1.2.3 Estrutura quimica e avaliacao pré-clinica

A estrutura quimica do teniposide foi proposta em 1951 por Hartwell e Schrecker
sendo mais tarde confirmada por varios investigadores (Figura 3) (Stidhelin & von Wartburg,
1989). A molécula de teniposide ¢ constituida por um D-glucopiranosideo, um esqueleto
policiclico (anéis A, B, C, e D) e um anel dimetoxifenol (E) pendente. O teniposide tem peso
molecular de 656,7 D, sendo um composto neutro lipofilico praticamente insoluvel em agua.
Deve ser dissolvido em solventes organicos tais como etanol, cloroférmio ou DMSO e

administrado por infusdo intravenosa apods a dilui¢do em veiculo injetavel apropriado.

A avaliagdo da atividade antitumoral da podofilotoxina nos anos 50 mostrou que tal
substancia constituia um potente agente citotoxico apresentando, porém, excessiva toxicidade.
Na busca de analogos de maior eficacia e menor toxicidade, varias outras substincias foram
isoladas de extratos de Podophylli € uma série de andlogos foi sintetizada da podofilotoxina
(Hartwell & Schrecker, 1958). Estes esforcos levaram a selecdo de duas preparagdes para

testes in vitro, em modelos animais € em humanos, acido podofilinico etilhidrazida e um
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produto da condensagao do glicosideo da molécula de Podophyllum com benzaldeido. Estas
preparagdes foram comercializadas em 1963 como SP-I (Proresid intravenoso) e SP-G

(Proresid oral).

Em 1964, foi descoberto que a atividade do SP-G era devida a a¢do de um composto
entdo identificado como 4-dimetil-epipodofilotoxina benzilideno-1- B-D-glucopiranosideo
(von Wartburg et al., 1957) que também poderia ser isolado, em pequenas quantidades, de P.
emodi Wall. A partir disso, numerosos analogos desta substancia foram sintetizados com o
objetivo de obter epipodofilotoxinas com maior indice terapéutico (Stdhelin & Cerletti, 1964).
Dos mais de 3.000 analogos sintetizados, dois compostos foram selecionados para avaliacao
farmacoldgica e testes clinicos: teniposide e etoposide, sintetizados em 1966 e 1965,
respectivamente (Figura 3). Esta escolha foi baseada na capacidade apresentada por ambos de
inibir células no final das fases S ou G,, impedindo que as células entrem em mitose, e
também no maior indice terapéutico quando comparados a outros agentes testados pré-

clinicamente (Stihelin, 1970; Long et al., 1984).
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Figura 3: Formula estrutural da podofilotoxina (A) e das epipodofilotoxinas teniposide (B) e
etoposide (C). Reproduzido de Chabner, BA & Longo, DL. Cancer Chemotherapy and
Biotherapy, Philadelphia: Lippincott-Raven, 1990: 264.

1.2.4 Mecanismo de acio

Embora o teniposide seja derivado da podofilotoxina, ambos t€m mecanismos de acao
distintos. Enquanto a podofilotoxina inibe a formagdo de microtiibulos, parando as células na
fase M, o teniposide inibe a progressao do ciclo celular em fase de transi¢ao S/G,. O bloqueio
da metafase pelo teniposide também foi observado in vitro, mas em concentragdes muito altas

para serem consideradas relevantes in vivo.

Estudos subseqiientes in vitro revelaram que o teniposide introduz quebras na fita do
DNA, apo6s a interferéncia na atividade da topoisomerase Il (Ross et al., 1979; Ross &

Bradley, 1981). A topoisomerase II ¢ uma enzima nuclear com funcao critica em replicagao,
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transcricdo e recombinacdo de DNA (Beck, 1991; Hande, 1998). Com este propdsito, a
enzima tem a capacidade de introduzir quebras transitorias na fita dupla de DNA com
subseqiiente translocacdo para apds religé-la no ponto de jungdo, assim alterando a topologia
do DNA (Figura 4A) (Stryer, 1996; Malonne & Atassi, 1997; Cummings & Smyth, 1993;
Osheroff et al., 1991). Os intermedidrios essenciais destas reagdes sdo complexos DNA—
topoisomerase II (Nelson et al., 1984). O teniposide estabiliza estes complexos (Figura 4B),
que presumivelmente resultam na formagdo de quebras na fita do DNA associadas ao seu
efeito citotoxico (Hsiang & Liu, 1989; Pommier & Bertrand, 1993; Pommier & Tanizawa,

1993).

, e DC-DC- D

IR
0 e DX 8

Figura 4: A) Mecanismo de agdo da topoisomerase II (T); B) Estabilizacdo do complexo
clivado DNA—topoisomerase II (T) pela agao do etoposide (VP). Reproduzido de Chabner BA
& Longo DL. Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Philadelphia: Lippincott-Raven, 1990:
265.
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1.2.5 Formulac¢ao e usos

O teniposide ¢ apresentado em embalagem com 10 ampolas contendo 50 ml da droga
dissolvidos em 5 ml de uma solugdo nao-aquosa contendo: N, N-dimetilacetamida 300 mg,
alcool benzilico 150 mg, 6leo de ricino polioxietilado (Cremofor) 2,5 g, etanol desidratado
42,7% (v/v) e é&cido maleico para ajuste de pH para aproximadamente 5,0. Imediatamente
antes de sua administragcdo intravenosa, cada ampola de 5 ml de teniposide ¢ diluida em 50,
125, 250 ou 500 ml de solugdo glicosada a 5% ou com soro fisiologico. Estas preparagdes sao
estaveis, sob iluminagdo fluorescente normal, por 24 h em recipientes de grande volume de
vidro. Nao ¢ recomendada a refrigeragdo. Solucdes de heparina podem provocar a

precipitacdo do teniposide.

O teniposide devera ser administrado por infusdo intravenosa em um periodo minimo
de 30 min. A administra¢do por injecdo em bolo ou por uma infusdo mais rapida pode causar
uma resposta hipotensora devido a presenca de picos de concentragdo plasmatica muito
elevados (O’Dwyer et al., 1984; Holthuis et al., 1987; Rodman et al., 1990; Cleri & Berkery-
Haywood, 1999). Os ciclos podem ser repetidos a cada 3 semanas ou a partir da recuperagao

da medula 6ssea (2 a 3 semanas) (Fischer et al., 1993; Jones et al., 1983).
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1.2.6 Atividade antitumoral e toxicidade clinica

O teniposide foi testado em estudos de fase I pela primeira vez em 1967, sendo
liberado comercialmente (Vumon ou Vehem) em 1976. Apos ter sido usado na Europa por
varios anos, o 0rgao que fiscaliza e libera novos medicamentos nos EUA, o FDA (Food and
Drug Administration), aprovou esta droga antineoplasica para o uso em leucemia pediatrica
refratdria em 1992 (Pommier et al., 1996). O teniposide ¢ indicado em criangas ou adultos
com leucemia linfoblastica aguda reincidente em combinagdo com a citarabina (Fischer et al.,
1993). O teniposide também possui atividade contra linfomas cutaneos malignos, doenca de
Hodgkin, tumores intracranianos malignos (glioblastoma, ependimoma, astrocitoma),

carcinoma de bexiga, carcinoma de pequenas células de pulmao e neuroblastoma.

A sua toxicidade dose-limitante ¢ a leucopenia. Trombocitopenia e anemia sdo menos
freqiientes, assim como nauseas e vOmitos, que podem ser prevenidos com agentes anti-
eméticos. Alopecia reversivel e neuropatia periférica aparecem em 10-30% dos pacientes.
Ocasionalmente, pode ocorrer anorexia, diarréia, estomatite, dor abdominal e edema peri-
orbital. Além disso, reagdes de hipersensibilidade (alteragcdes na pressdo sangiiinea, bronco-
espasmos e taquicardia) podem ocorrer € podem estar relacionadas ao cremofor utilizado no

veiculo (Fischer et al., 1993; Donehower, 1997).



37

1.2.7 Teniposide em carcinoma renal

Em estudos clinicos iniciais, o teniposide mostrou atividade particularmente contra
linfomas (Dombernowsky et al., 1972; Mathe et al, 1974; Nissen et al., 1980). Alguns destes
efeitos antitumorais também foram observados contra tumores de cérebro e de bexiga (Gutin
& Walker, 1977; Stoter et al., 1984). Baseados nestas ultimas descobertas, estudos clinicos
com teniposide em pacientes com outras malignidades do trato genito-urindrio, incluindo
carcinoma renal avancado, foram iniciados (Linehan et al., 1997). Infelizmente, os resultados
foram inexpressivos e sem impacto significativo na qualidade de vida ou sobrevivéncia dos
pacientes (Hire et al., 1979; Oishi et al., 1987; Pfiefle et al., 1984). Obviamente, estes

resultados diminuiram o interesse na avaliacdo clinica do teniposide nesta doenca.

Entretanto, o efeito antitumoral das epipodofilotoxinas ¢ altamente dependente do
protocolo de administragdo. Assim, em modelos pré-clinicos, o efeito antitumoral das
epipofilotoxinas mostrou aumento com exposi¢des mais freqiientes e continuas, sugerindo,
desta maneira, a possibilidade de aumentar a sua eficicia clinica pela alteragdo do seu
protocolo de administragdo (Vendetti, 1971; Dombernowsky & Nissen, 1973). Mais
importante ainda, a administragdo do etoposide feita repetidamente em doses baixas por
periodos prolongados comprovou ser mais eficaz quando comparada com a sua administragdo
em uma unica dose alta (Greco, 1991; Johnson et al., 1990; Slevin et al., 1989; Clark et al.,

1989; Einhorn et al., 1990; Miller & Einhorn, 1990; Schwartsmann et al., 1991).
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1.2.8 Justificativa do estudo

As observagdes acima mencionadas em relagdo ao etoposide poderiam ser
potencialmente verdadeiras, em se tratando de seu analogo teniposide, o qual tem a vantagem
adicional de possuir um maior tempo de retengdo intracelular em linhagens de céncer de
pulmdo humano. Portanto, ¢ possivel que a eficdcia antitumoral deste agente possa ser
aumentada através de protocolos de administracdao prolongados (Muggia, 1994). Deste modo,
testamos em um modelo in vitro de carcinoma renal humano se o efeito antiproliferativo do
teniposide poderia ser aumentado com uma administragdo mais prolongada. Considerando a
alta quimioresisténcia do carcinoma renal, testamos a hipdtese de que o uso concomitante de
drogas que ou interferem com a sintese de DNA ou que modulam os mecanismos de efluxo

mediados pela glicoproteina P poderiam potencializar os efeitos do teniposide.



2 OBJETIVOS

1. Avaliar a citotoxicidade do teniposide em linhagens de carcinoma renal humano,
correlacionando os achados de inibi¢ao do crescimento celular com efeitos em sua
enzima-alvo, a topoisomerase II; nimero e/ou estabilidade dos complexos covalentes
DNA-topoisomerase II; indu¢gdo de dano ao DNA; e eventuais alteragdes na

distribuicdo das células nas fases do ciclo celular.

2. Avaliar o efeito citotoxico do teniposide na presenca de agentes que interferem com a

acdo da glicoproteina P (tamoxifeno, verapamil e ciclosporina A).

3. Avaliar o efeito citotoxico do teniposide na presenca de agentes que interferem com a

sintese do DNA (hidroxiuréia e afidicolina glicinada).



3 MATERIAL & METODOS

3.1 Drogas e produtos quimicos

O teniposide foi obtido da Bristol-Myers Squibb (Sao Paulo, SP, Brasil). A
hidroxiuréia, o tamoxifeno e o verapamil eram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
O Dr. J. Johnson (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA) gentilmente cedeu a
afidicolina glicinada. A ciclosporina A era da Sandoz Pharmaceuticals Corp. (East Hannover,
NJ, USA). Os frascos de cultura eram da Corning Costar Corp. (Cambridge, MA, EUA). O
meio nutritivo RPMI-1640 e o fungizone eram da Gibco BRL (Grand Island, NY, USA); ja o
soro fetal bovino e a tripsina/acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) eram da Cultilab
(Campinas, SP, Brasil). A L-glutamina era da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). A
[U-"*C] leucina (atividade especifica 308 mCi/mmol) e a [metil-"H] timidina (atividade
especifica 76 mCi/mmol) eram da Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, Reino
Unido). A bisbenzamida (Hoechst 33258) era da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA),

assim como o iodeto de propidio, o brometo de etidio, o Nonidet P-40 e a sulforodamina B.
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3.2 Linhagens celulares e manutenc¢ao das culturas

As linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10, doadas
gentilmente pelo Dr. R. Camalier do Instituto Nacional do Cancer (Bethesda, MD, USA),
foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm® ou 75 cm® com meio nutritivo RPMI-1640
contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino e 2% (p/v) de L-glutamina, incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, e umidade > 95%. As células eram mantidas em crescimento
exponencial com repiques feitos a cada dois dias. Para a realizagdo dos experimentos, a
viabilidade celular superior a 95% foi confirmada através da exclusdo com azul de tripan. As
culturas celulares em crescimento exponencial foram removidas dos frascos de cultura usando
tripsina 5%/4acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 1 mM ou foram raspadas em solucao

salina fosfato tamponada (PBS) gelada.

3.3 Determinacao do tempo de duplicagio celular

Para determinar os tempos de duplicagdo das linhagens celulares, as células foram
inoculadas em diversas densidades e as taxas de proliferagdo, em varios periodos de tempo
apos a inoculagdo, foram inferidos usando-se o método de sulforodamina B (SRB), conforme
descrito detalhadamente na Secdo 3.6. As curvas de proliferagdo celular foram feitas
plotando-se as absorbancias versus tempo de crescimento, permitindo a determinacdo do

tempo de duplicacdo celular.
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3.4 Tratamentos com drogas

Culturas de células foram expostas por varios periodos de tempo ao teniposide na
auséncia ou presenca de verapamil, ou ciclosporina A, ou tamoxifeno, ou hidroxiuréia ou
afidicolina glicinada. Para a determinag@o dos valores de ICs, isto €, a concentracdo da droga
que inibiu em 50% o crescimento celular, as células foram tratadas por aproximadamente 3
tempos de duplicacdo (4 dias para as células RXF-393 e A-498 e 7 dias para as células TK-
10). Nos experimentos onde foi verificado se as drogas eram dependentes de protocolo de
administracdo, as células foram expostas ao teniposide segundo os seguintes protocolos: a)
por 2 h no dia 1 com posterior incubagdo em meio sem droga por 3 tempos de duplicacao
(tratamento curto); b) por 2 h diarias durante 3 tempos de duplicacdo (tratamento fracionado);

ou ¢) por 3 tempos de duplicacdo consecutivos (tratamento continuo).

Nos tratamentos que envolveram teniposide na presenca dos agentes moduladores, as
células foram incubadas no dia 1 com estes ultimos em concentracdes sub-toxicas e
subseqiientemente expostas durante 3 tempos de duplicacao a diluicdes seriais de teniposide
na auséncia ou presenca de cada um destes moduladores. Ao final das incubacgdes, as culturas
foram avaliadas quanto a proliferacdo celular, atividade da topoisomerase II, complexos

DNA-topoisomerase II, integridade do DNA e distribui¢ao no ciclo celular.
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3.5 Avaliacio da proliferagido celular

A proliferagao celular foi verificada através de um ensaio com SRB conforme descrito
por Skehan et al., 1990. As células foram fixadas in sifu por 60 min, a 4 °C com 50 pl de
acido tricloroacético 50% (p/v), lavadas com agua destilada, secas e coradas por 10 min com
100 pl de uma solugdo 0,4% (v/v) de SRB em 1% (v/v) de 4cido acético. O excesso de SRB
foi retirado com &cido acético 1% (v/v) e o SRB associado as proteinas celulares foi
solubilizado com 200 pul de base Trizma (10 mM, pH 10,5). A quantidade de SRB ligado as
células ¢ proporcional a densidade destas e foi determinada medindo-se as absorbancias em
um comprimento de onda de 515 nm usando-se um leitor de placas 7500 (Cambridge
Technology, Watertown, MA, USA). Os resultados foram corrigidos pelas absorbancias de
fundo, determinado pelos brancos contendo meio ou meio com droga, sem células. A partir
das curvas de dose-resposta foram obtidos os valores de ICsg, isto €, as concentragdes das
drogas que resultaram em 50% de redugdo na leitura da absorbancia quando comparadas aos

controles nao tratados.
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3.6 Determinacio da atividade enzimatica da topoisomerase 11

A atividade catalitica da topoisomerase II foi determinada através da capacidade da
enzima, presente nos extratos nucleares, de converter o DNA superenovelado em DNA
relaxado (Miller et al., 1981), podendo ser visualizada pela intensidade das bandas
correspondentes apos eletroforese em gel de agarose (Filipski & Kohn, 1982). Os extratos
nucleares foram preparados & 4°C. Para isto, culturas de 5 x 10° células foram lavadas com
PBS gelado, removidas dos frascos de cultura e coletadas por centrifugagao por 10 min a 150
x g. As células foram ressuspensas em 5 ml de solu¢do contendo NaCl 150 mM, KH,PO4 1
mM pH 6,4, MgCl, 5 mM, &cido etilenoglicol bis (B - amino etil éter)-N,N,N’,N’, tetracético
(EGTA) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 0,2 mM, fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) 1 mM, e
Triton X-100 0,3% (v/v). Os ntcleos foram extraidos por 10 min, coletados por centrifugagao
por 10 min a 150 x g e homogeneizados por sonicacdo. A atividade enzimatica foi extraida
por 30 min com 0,2 ml de tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 contendo NaCl 1 mM, EDTA 1
mM, DTT I mM e PMSF 1 mM, e apds centrifugacdo por 40 min a 15000 x g localizava-se

no sobrenadante (Crepsi, 1986).

A atividade catalitica da topoisomerase II foi avaliada através da conversao do DNA
superenovelado de Crithidia fasciculata (kDNA) em minicirculos de DNA (Miller et al.
1981), usando-se um kit de ensaio para topoisomerase II (TopoGEN, Columbus, Ohio, USA).
O relaxamento foi feito por 1 h a 37 °C, incubando-se 2 ul do extrato nuclear na presenca de
0,1 pg de DNA superenovelado em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0 contendo KCI 120 mM,

MgCl, 10 mM, DTT 0,5 mM e ATP 0,5 mM em um volume final de 25 pl. A reagdo foi
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parada com a adicao, no gelo, de 0,1 volume de solugdo contendo 5% sarcosil (p/v), 0,0025%

azul de bromofenol (p/v) e 50% glicerol (v/v).

Os produtos da reacao foram separados por eletroforese, durante 3 ha 25 V e 4 °C, em
um gel de agarose 1% (p/v) com 0,5 pg/ml de brometo de etidio com tampao de corrida
contendo Tris-acetato 0,04 M pH 8,0 e 0,001 M EDTA. O gel foi fotografado em filme
Polaroid 667 e os negativos foram usados para quantificar as densidades dos DNAs através
do programa Optiquant (Versao 2.0, Packard Instrument Co., 1997). A intensidade das bandas
representadas pelos minicirculos de DNA em relacdo aquelas de DNA total foram usadas para
analisar a atividade da topoisomerase II. Os resultados foram comparados em relagdo aqueles

encontrados nas células ndo tratadas e expressos em unidades arbitrarias.

3.7 Formacao do complexo covalente DNA-topoisomerase 11

O numero e/ou a estabilidade dos complexos DNA-topoisomerase II, intermediarios
da reacdo entre a topoisomerase Il ¢ o DNA, sdo fatores importantes na citotoxicidade do
teniposide (Andrea et al., 1991; Lonn et al., 1989). A formagao destes complexos foi avaliada
a partir do método descrito por Zwelling et al. (1989). Assim, 2 x 10° células/ml foram
inoculadas em placas de cultura e as proteinas celulares ¢ 0 DNA foram marcados a 37 °C
com [U-MC] leucina (0,2 pCi/ml) e [metil-3H] timidina (0,6 pCi/ml), respectivamente. Apos

24 h, o meio contendo radioativos foi substituido por meio novo no qual as células foram
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incubadas por 1 h adicional para que houvesse maior incorporag¢do radioativa e, entdo,
expostas ao teniposide em diferentes protocolos de administracdo. Logo depois, as células
foram lavadas com PBS gelado, raspadas, coletadas por centrifugagdo por 5 min a 150 x g e
ressuspensas em 0,5 ml de tampao contendo EDTA 5 mM pH 8,0 e 1,25% SDS (p/v) pré-

aquecido a 65 °C.

As células foram lisadas em 20 passagens por uma seringa com agulha calibre 22. Os
lisados foram incubados a 65 °C por 15 min com 0,25 ml KCl 100 mM, misturados
vigorosamente e 0os complexos DNA - proteina foram precipitados no gelo por 10 min. Apods
serem coletados por centrifugagao por 10 min a 10.000 x g e 4 °C, foram lavados com 1 ml de
solugdo contendo Tris-HCl 10 mM pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM e incubados por 10
min a 65 °C. Os pellets foram dissolvidos em 0,2 ml de 4gua pré-aquecida a 65 °C, incubados
por 15 min a 65 °C e centrifugados por 10 segundos a 10.000 x g a temperatura ambiente. As
amostras foram misturadas com liquido de cintilagao Opti Phase - ‘High Safe’ 3 e contadas no
espectrofotometro de cintilagdo liquida (Wallac 1409, Wallac Oy, Finland, Turco). Os valores
foram normalizados pela incorporacdo de [U-'"C] leucina e expressos pela razdo cpm [metil
*H] timidina/cpm [U-'*C] leucina, usando valores obtidos com células ndo tratadas como

controles.
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3.8 Avaliacdo do dano ao DNA

O dano induzido ao DNA foi determinado segundo um método fluorescente (FADU)
que detecta quebras no DNA e/ou lesdes induzidas apos tratamento com alcali na fita de DNA
(Kanter & Schwartz, 1982). Este método ¢ baseado em: a) tempo que a dupla hélice do DNA
leva para ser convertida em fita simples em condigdes alcalinas; b) aceleracao deste processo
apds a introducdo do dano ao DNA, a principio causada pelos agentes citotoxicos; c)
diferenca de fluorescéncia do DNA duplo versus o filamento de DNA simples através dos

complexos formados com o corante cromossomico fluorescente bisbenzamida.

Culturas de 5 x 10° células aderidas e em suspensdo foram lavadas, coletadas por
centrifugacdo e ressuspensas em 5 ml de PBS. Aliquotas de 0,5 ml foram tratadas com: (a) 0,5
ml de NaOH 0,1 N misturado com 0,5 ml de HCI 0,1 N, seguidos pela adi¢do de solucao de
bisbenzamida (0,2 M KPOy, 0,16% sarcocinato lauroil de sédio, 0,04 M EDTA dissodico e
1,0 pg/ml de bisbenzamida pH 7,4) e sonicadas por 15 seg.; (b) 0,5 ml de NaOH 0,1 N por 30
min., seguido por neutralizacdo com HCI1 0,1 N, adi¢cdo de 0,5 ml da solu¢ao de bisbenzamida
e sonicagdo por 15 seg.; (c) 0,5 ml de NaOH 0,1 N, sonicadas por 5 seg., incubadas por 30
min., neutralizadas com HCI 0,1 N, adicionados 0,5 ml de solucdo de bisbenzamida e

ressonicadas por 15 seg.

Cada suspensdo foi dividida em 3 aliquotas para medir a fluorescéncia do DNA nao

desnaturado (a), DNA parcialmente desnaturado (b) ou DNA totalmente desnaturado (c). O
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percentual da fracdo total de DNA na forma de dupla-hélice das células sobreviventes (F) foi

determinado a partir da intensidade relativa de fluorescéncia (i) de acordo com a formula:

F =% filamento duplo de DNA=(1B-1C)/(1A-1C)x 100%

A fluorescéncia foi determinada em um comprimento de onda de excitagao ¢ emissao
de 353 e 451 nm, respectivamente em um espectrofotometro de fluorescéncia (F 2000,
Hitachi, Téquio, Japao). Os resultados foram corrigidos pelos valores de fundo obtidos de
amostras sem células e expressos através do controle de células ndo tratadas, em relagdo ao

percentual de DNA de dupla fita intacto.

3.9 Distribuicao das células no ciclo celular

A distribuicdo das células no ciclo celular foi determinada através de citometria de
fluxo (Vindelov, 1977). Para isso, amostras de 1 x 10° células foram ressuspensas em 1 ml de
solugdo gelada contendo Tris-HCI 3,4 mM pH 7,6, 0,05 mg/ml de iodeto de propidio, 0,01%
Nonidet P-40 (v/v), 700 U/l ribonuclease A e NaCl 10 mM. Apo6s 30 min, aproximadamente
15.000 células foram analisadas quanto ao seu contetido de DNA, através de um citometro de
fluxo Becton Dickson FACS Calibur (San Jose, CA, EUA), a um comprimento de onda de

excitacdo e emissdo de 564-600 nm e 580-650 nm, respectivamente. Os resultados foram
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analisados através do programa Cell Fit de andlise do DNA fornecido com o equipamento e

expressos em porcentagem de células nas fases Gi, S ou G/M do ciclo celular.

3.10 Analise estatistica

Todos os experimentos foram feitos ao menos trés vezes em triplicata e os valores de
média + desvio padrao (DP) estdo apresentados nas figuras e tabelas. O teste ¢ de Student foi

utilizado para determinar diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).



4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas relevantes das linhagens celulares utilizadas neste estudo

Levando em consideracdo a caracteristica quimioresisténcia do carcinoma renal
avangado, decidimos avaliar o teniposide quanto a sua eficidcia antitumoral em varios
protocolos de administragdo em culturas de células humanas de carcinoma renal. Com este
proposito, utilizamos as linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e
TK-10 que apresentam diferengas em relagdo as suas caracteristicas bioquimicas (Wu et al.,
1992; O’Connor et al., 1997). Primeiramente, as células foram caracterizadas em termos de

taxa de crescimento, distribui¢do na fase S e atividade da topoisomerase II.

Como pode ser observado pelas curvas de crescimento obtidas (Figura 5), as células
RXF-393 e A-498 tiveram o indice de crescimento mais rapido, duplicando-se a cada 24-30 h,
enquanto a linhagem TK-10 cresceu aproximadamente 2 vezes mais devagar, duplicando-se a
cada 48-56 h (Tabela 5). A fragao na fase S de cada linhagem celular foi obtida através da sua
respectiva distribuicdo no ciclo celular (Vindelov, 1977). Como pode ser visualizado na

Figura 6 e na Tabela 5, todas as trés linhagens celulares tiveram a mesma fracdo na fase S
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(20-25%), assim como uma distribui¢do essencialmente similar nas outras fases do ciclo

celular (50-60% na fase Go/G; e 15-20% na fase Go/M).

600

500

400

300

% crescimento celular

2007

0 24 48 72 96 120 144

tempo (h)

Figura 5: Crescimento das linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393 (@), A-
498 (M) e TK-10 (#) durante incubacdes de 24-120 horas. O niimero de células (%; média +
DP; n > 3 ) foi avaliado pelo método de SRB.

A Figura 7 mostra que a atividade da topoisomerase II nas células A-498 foi
comparavel a das células TK-10, embora tenha sido aproximadamente 1,6 vezes maior nas

células da linhagem RXF-393 (Tabela 1).
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Figura 6: Distribui¢ao nas fases do ciclo celular (%; média £ DP; n > 3) dos controles das
linhagens de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 ¢ TK-10. M1, apoptose; M2, Go/Gy;
M3, S; M4, Go/M.

kDNA Catenado

DNA Linear
DNA Super-relaxado

Figura 7: Atividade da enzima topoisomerase II em extratos nucleares das células de
carcinoma renal humano RXF-393 (linha 1), A-498 (linha 2) e TK-10 (linha 3) ndo tratados.

A linha 4 corresponde aos marcadores para DNA linear e super-relaxado.
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Tabela 5: Tempo de duplicagdo celular (horas; média + DP; n > 3), fragdo de células na fase S
do ciclo celular (%; média + DP; n > 3), atividade da topoisomerase II (unidades arbitrérias) e
sensibilidade ao teniposide (0 — 2 uM) apods 3 tempos de duplicacdo celular (ICsyp em uM;

média + DP; n > 3) em células de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10.

RXF-393 A-498 TK-10
Tempo de duplicacio (h) 24+ 1,5h 26+£2,0h 48+ 1,7h
Fracao na fase S (%) 23+3 21+4 21+4
Atividade da topoisomerase II
1,6 1,0 1,0
(unidades arbitrarias)
ICsp (uM) 0,04 £ 0,01 0,50 £ 0,04 0,05+ 0,01

4.2 Sensibilidade das células RXF-393, A-498 e TK-10 ao teniposide

No6s examinamos as trés linhagens celulares quanto a sensibilidade ao teniposide,
tentando relacionar estes resultados com os obtidos na se¢do anterior. Os valores de 1Cs, para
as c¢lulas RXF-393, A-498 e TK-10 nestas condi¢cdes foram aproximadamente 0,04; 0,50 e
0,05 uM, respectivamente (Figura 8; Tabelas 5 e 6), indicando que a linhagem celular A-498
foi aproximadamente 10 vezes menos sensivel ao teniposide do que as linhagens RXF-393 e

TK-10. Este ranking de sensibilidade de 10 : 1 : 1 ndo esta de acordo com o ranking de 1 : 1,6
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: 1 do nivel de atividade da topoisomerase II visto nas células A-498, RXF-393 e TK-10,
respectivamente, sugerindo que o nivel basico de atividade desta enzima ndo era o Uinico

determinante das respostas celulares ao teniposide.
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Figura 8: Inibigdo do crescimento (%; média + DP; n > 3) das linhagens de carcinoma renal
humano RXF-393 (@), A-498 (l) ¢ TK-10 () apos tratamento continuo com teniposide

(0—2 uM) durante trés periodos de duplicacao celular.
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4.3 Inibicdo do crescimento celular dependente de protocolo de administracio do

teniposide

Para investigar se o efeito antiproliferativo do teniposide era dependente de protocolo
de administragdo, ndés comparamos o seu efeito inibitdrio no crescimento celular sob
tratamento continuo com aqueles obtidos sob tratamento curto e fracionado. As respostas

celulares expressas em valores de 1Cs estdo representadas na Tabela 6 e Figura 9.

Tabela 6: Valores de ICsp (uM; média = DP; n > 3) do teniposide (0 — 2 uM) nas linhagens
celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 ¢ TK-10 apos exposicdo continua,
fracionada ou curta. O numero de células foi avaliado apds incubagdes por um periodo igual a

3 vezes o tempo de duplicagdo celular de cada uma das linhagens celulares.

RXF-393 A-498 TK-10
Teniposide continuo 0,04 £ 0,01 0,50 £ 0,04 0,05 £ 0,01
Teniposide fracionado 0,20 +0,10* 0,75 £0,30 0,20+0,01?
Teniposide tempo curto 0,60 +£0,30* 1,70+ 0,40 1,00 £ 0,30

* Significativamente diferente do teniposide continuo (p < 0,05)
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O tratamento de curta duracdo inibiu o crescimento das células RXF-393, A498 ¢ TK-
10 em valores de ICsy de aproximadamente 0,6; 1,7 e 1,0 uM, respectivamente. A exposi¢ao
fracionada aumentou a inibi¢do do crescimento celular em aproximadamente 3-, 2- e 5-vezes
nas linhagens RXF-393, A-498 e TK-10, respectivamente. A melhor inibi¢do foi obtida apds a
exposicdo continua, a qual aumentou o efeito antiproliferativo do teniposide em 15- ¢ 5-, 3- ¢
2-, 20- e 4- vezes nas células RXF-393, A-498 ¢ TK-10, respectivamente, quando comparada
com as exposi¢des curta e fracionada, nesta ordem. Estes resultados confirmam que a inibi¢ao
do crescimento celular do teniposide, de acordo com a sua especificidade para a fase S (Clark,

1992), ¢ altamente dependente de protocolo de administragao.

Os nossos resultados indicaram também que as células menos sensiveis ao teniposide,
as A-498 (Tabela 5), foram também menos (2-4 vezes) suscetiveis a alteragdes no protocolo

do teniposide quando comparadas as células RXF-393 e TK-10.

4.4 Auséncia de dependéncia de administracio do teniposide na inibicio da

topoisomerase I1

Para verificar se a topoisomerase Il estava envolvida na dependéncia de tempo de
administracdo do teniposide, sua atividade catalitica foi determinada em extratos nucleares
através da conversdo do DNA superenovelado em DNA relaxado. A Figura 10 e a Tabela 7
mostram que o teniposide, seja em protocolo curto, fracionado ou continuo de tratamento,

ocasionou uma diminui¢do pela metade na atividade da topoisomerase II nas células RXF-393
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e TK-10, mas ndo afetou significativamente a atividade na linhagem celular A-498.
Aparentemente, a atividade da enzima ndo era alterada com mudancas na administracdo do
teniposide, sugerindo que a inibi¢do do crescimento celular dependente de protocolo de
administragdo do teniposide ndo estava envolvida com a inibicdo da atividade da
topoisomerase Il nos diferentes tempos de tratamento. A auséncia de alteragdes na atividade
da topoisomerase Il nas células A-498 com o uso desta droga em diferentes protocolos esta de

acordo com a menor sensibilidade ao teniposide apresentada por estas células em relagdo as

linhagens celulares RXF-393 e TK-10 (Figura 9; Tabela 7).

kDNA Catenado

DNA Linear
DNA Super-
relaxado

Figura 10: Atividade da topoisomerase II em extratos nucleares das linhagens celulares de
carcinoma renal humano RXF-393 (linhas 1-4), A-498 (linhas 5-8) e TK-10 (linhas 9-12). As
linhas 1, 5 e 9 correspondem as células do controle ndo tratado; as linhas 2, 6 ¢ 10 ao
tratamento continuo; as linhas 3, 7 e 11 ao tratamento fracionado e as linhas 4, 8 ¢ 12 ao
tratamento curto com valores de ICsy de teniposide nas linhagens de carcinoma renal humano
RXF-393, A-498 e TK-10, respectivamente. A linha 13 corresponde aos marcadores para

DNA linear e superrelaxado.
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Tabela 7: Atividade da topoisomerase II (unidades arbitrarias) em células nao tratadas das
linhagens RXF-393, A-498 e TK-10 e apds tratamento continuo, fracionado ou curto com

ICsg de teniposide. A atividade da topoisomerase II foi obtida por um método de decatenagao

do DNA superenovelado.
RXF-393 A-498 TK-10
Controle nao tratado 1,6 1,0 1,0
Teniposide continuo 0.8 1,0 0.5
Teniposide fracionado 0.8 1,0 0,5
Teniposide tempo curto 0,8 1,0 0,5

4.5 Auséncia de dependéncia de administracdo do teniposide na formaciao de complexos

DNA-topoisomerase 11

O numero e/ou a estabilidade dos complexos DNA-topoisomerase Il sdo importantes
determinantes na sensibilidade das células em relacdo as drogas com mecanismo direcionado
a topoisomerase II, como o teniposide (Andrea et al., 1991; Lonn et al., 1989). Investigamos
se a inibi¢do do crescimento celular dependente de protocolo de administracdo do teniposide

estava relacionada com a formagdo dos complexos DNA-proteina nos diferentes tempos de
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tratamento. Como se pode observar na Figura 11 e Tabela 8, as células tratadas continham

aproximadamente 30 vezes mais complexos DNA-proteina do que os controles ndo tratados.

No entanto, diferengas significativas ndo foram observadas na quantidade de
complexos DNA-proteina formados nos diferentes protocolos de administragao do teniposide.
Assim, apesar da formagao dos complexos DNA-proteina parecerem ser altamente relevantes
para o efeito antiproliferativo do teniposide, a diferenga de quantidade entre eles
provavelmente ainda ndo foi a responsavel pelo efeito inibitorio do crescimento celular do

teniposide com dependéncia de protocolo de administracao.

Tabela 8: Valores relativos a quantidade de complexos DNA-topoisomerase Il em linhagens
celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10 apds exposi¢do continua,
fracionada ou curta a valores de ICsy de teniposide. A quantidade de complexos estabilizados
estd indicada pela razdo entre a quantidade de timidina e leucina incorporadas pelas células

(média = DP; n = 3).

RXF-393 A-498 TK-10
Controle nao tratado 0,7+ 0,04 0,7+ 0,04 0,74 + 0,05
Teniposide continuo 0,97 £ 0,05* 0,99 £ 0,03" 0,98 +0,06"
Teniposide fracionado 1,03 +0,02° 0,99 +0,01* 0,87 £ 0,1
Teniposide tempo curto 1,0 £0,02* 0,98 +0,05% 0,94 +0,04*

* Significativamente diferente dos controles nio tratados (p < 0,05)
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cpm H3 DNA/cpm 14C PROT

RXF-393 A-498 TK-10
Linhagens celulares

Figura 11: Quantidade de complexos DNA-topoisomerase II em linhagens celulares de
carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10 ndo tratadas (HM) e apds exposicio
continua (H), fracionada (\Y) ou curta () a valores de ICsy de teniposide. Os complexos
DNA-proteina foram determinados pela razdo entre a quantidade de timidina e leucina

incorporadas pelas células (média + DP; n = 3).

* Significativamente diferente dos controles ndo tratados (p < 0,05)
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4.6 Produciao de dano ao DNA dependente de administra¢io do teniposide

A introducao de quebras na fita do DNA pode estar relacionada com a citotoxicidade
do teniposide (Liu, 1989; Andrea et al., 1991). Como esta indicado na Figura 12, o tratamento

de curta durag@o nao provocou dano significativo ao DNA nas trés linhagens celulares.

200

100

% DNA INTACTO

RXF-393 A-498 TK-10

Linhagens celulares

Figura 12: Quantidade de DNA em dupla-hélice (% DNA intacto; média + DP; n > 3) em
linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 ¢ TK-10 nio tratadas (Il) e
apos exposicdo continua (H), fracionada (YY) ou curta (L) a valores de ICs de teniposide. A
integridade do DNA foi avaliada ao término dos tratamentos através de um método

fluorescente (FADU).

* Significativamente diferente dos controles ndo tratados (p < 0,05)
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O tratamento fracionado também ndo afetou significativamente a integridade do DNA
nas células A-498, mas causou entre 30 e 40% de dano ao DNA das linhagens RXF-393 e
TK-10, respectivamente. No entanto, o tratamento continuo introduziu consideravel dano ao
DNA nas trés linhagens celulares, isto ¢, entre 60, 50, e 30% nas células da RXF-393, TK-10
e A-498, respectivamente. Estes resultados sugerem que os efeitos antiproliferativos do
teniposide dependentes de protocolo de administragdo estavam relacionados a introdugdo de

dano ao DNA em varios tempos de exposi¢ao a droga.

4.7 Efeito dos inibidores da glicoproteina P tamoxifeno, verapamil e ciclosporina A na

citotoxicidade do teniposide

Na tentativa de aumentar a eficacia antitumoral do teniposide, ndés examinamos se a
inibicao da glicoproteina P poderia tornar as células mais sensiveis ao teniposide. Como pode
ser visualizado na Figura 13 e Tabela 9, o teniposide, tanto na auséncia quanto na presenga
dos moduladores verapamil, ciclosporina A ou tamoxifeno, inibiu o crescimento das trés
linhagens celulares essencialmente de acordo com as curvas dos valores similares de 1Cso.
Estas observagdes sugerem que a expressao de glicoproteina P nao era um fator critico para as

respostas celulares ao teniposide.
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Tabela 9: Valores de ICsy (média = DP; n > 3) de células de carcinoma renal humano na
auséncia ou presenca de teniposide durante 3 periodos de duplicacdo apds prévia exposicao de
24 h aos agentes inibidores da glicoproteina P: verapamil (6 uM), ciclosporina A (4 uM) ou
tamoxifeno (6 uM).

RXF-393 A498 TK-10
Teniposide continuo 0,05+ 0,00 0,48 + 0,05 0,05+0,017
Teniposide + verapamil 0,02 £+ 0,002° 0,20 + 0,03* 0,08 £ 0,03
Teniposide + ciclosporina A 0,02 + 0,003* 0,60 = 0,05 0,04 + 0,00
Teniposide + tamoxifeno 0,02 + 0,003* 0,30+ 0,10 0,02 + 0,002°

* Significativamente diferente do teniposide continuo (p < 0,05)
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Figura 13: Inibi¢do do crescimento (%; média = DP; n > 3) das linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393 (a), A-498 (b) e TK-10

(c) apbs tratamento continuo com ICsy de teniposide sozinho (®) ou na presenca de tamoxifeno (6 uM; W), verapamil (6 uM; ) ou

ciclosporina A (4 uM; A) durante 3 tempos de duplicagao celular.
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4.8 Efeito dos inibidores da sintese do DNA afidicolina glicinada e hidroxiuréia na

citotoxicidade do teniposide

Avaliamos se o uso concomitante dos agentes afidicolina glicinada ou hidroxiuréia,

que interferem no processo de sintese de DNA, poderia aumentar o efeito antiproliferativo do

teniposide. Como estd indicado na Figura 14 e Tabela 10, a afidicolina glicinada

potencializou a inibi¢do do crescimento celular mediada pelo teniposide em aproximadamente

2 vezes nas trés linhagens celulares, enquanto a hidroxiuréia aumentou o efeito

antiproliferativo desta mesma droga (2 e 2,5 vezes) somente nas linhagens RXF-393 e TK-10,

respectivamente.

Tabela 10: Valores de ICsy (média £ DP; n > 3) de células de carcinoma renal humano na

auséncia ou presenca de teniposide durante 3 periodos de duplicagdo apos prévia exposicdo de

24 h aos agentes afidicolina glicinada (0,2 pM) ou hidroxiuréia (200 pM). O numero de

células foi avaliado ap6s incubagdes por 3 tempos de duplicacdo celular.

RXF-393 A-498 TK-10
Teniposide continuo 0,04 £0,01 0,50 £ 0,04 0,05 +0,01
Teniposide + afidicolina glicinada 0,2uM 0,02 £ 0,00° 0,03 £0,01° 0,03 +£0,01*
Teniposide + hidroxiuréia 200pM 0,02 +0,01* 0,70 £0,10* 0,02 £0,01°

* Significativamente diferente do teniposide continuo (p < 0,05)
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Figura 14: Inibi¢ao do crescimento (%; média = DP; n > 3) das linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393 (a), A-498 (b) e TK-10 (c)

ap6s tratamento continuo com ICsy de teniposide sozinho (®) ou na presenca de afidicolina glicinada (0,2 pM; H) ou hidroxiuréia (200 uM; 4)

durante 3 tempos de duplicagdo celular.
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4.9 Efeito da afidicolina glicinada ou hidroxiuréia na inducio de dano ao DNA pelo

teniposide

Examinamos se o uso de afidicolina glicinada e hidroxiuréia estava relacionado com
uma introdu¢do maior de dano ao DNA em relagdo ao induzido pelo teniposide isoladamente.
Como pode ser verificado na Figura 15, o uso tanto da afidicolina glicinada quanto da
hidroxiuréia nio afetou significativamente o dano ao DNA mediado pelo teniposide nas trés
linhagens, sugerindo que a potencializagao do crescimento celular do teniposide por estes

agentes ndo estava relacionado com a introducao de mais dano ao DNA.

200
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° \ 1T .
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RXF-393 A-498 TK-10

Linhagens celulares

Figura 15: Dano ao DNA (% DNA intacto; média £ DP; n > 3) em linhagens celulares de
carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10 apos tratamento continuo () com
teniposide (0-2 pM) na auséncia ou presenca dos agentes afidicolina glicinada ((; 0,2 pM)
ou hidroxiuréia (XY; 200 uM). A quantidade de DNA em dupla-hélice foi expressa em relacdo
a encontrada nos controles ndo tratados.

* Significativamente diferente do tratamento com teniposide continuo (p < 0,05)
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4.10 Efeito da afidicolina glicinada e hidroxiuréia na distribuicio das células no ciclo

celular

A seguir, utilizamos um método FACS (Vindelov, 1977) para determinar se a
utilizagdo dos agentes moduladores afidicolina glicinada e hidroxiuréia estavam relacionados
com mudancas na distribuicdo das células no ciclo celular, tornando-as mais vulneraveis a

toxicidade destes agentes. Os resultados estdo resumidos na Tabela 11 e Figura 16.

O tratamento com afidicolina glicinada por 1 dia ndo afetou o niimero de células na
fase Go/Gj, mas este aumentou na fase S em aproximadamente 2 vezes, enquanto foi reduzido
pelo mesmo fator na fase Go/M. Apds a exposicao a afidicolina glicinada por trés periodos de
duplicagdo, o nimero de células na fase S ainda era 2 vezes maior do que nas células ndo
tratadas, mas o numero de células na fase G,/M era 2 vezes maior, enquanto na fase Go/G; era
2 vezes menor. Estes resultados sugerem que o tratamento por 1 dia com afidicolina glicinada
acumulou as células na fase S, e que os tratamentos por periodos mais extensos com esta

droga moveram as células mais para a fase G,/M.

Contudo, a interferéncia da afidicolina glicinada com as polimerases poderia ter
levado ao bloqueio do ciclo celular, retendo uma maior quantidade de células nas fases S e

G,.
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O tratamento com hidroxiuréia, tanto por 1 dia ou por trés periodos de duplicacao, nao
afetou significativamente a distribui¢ao no ciclo celular das linhagens RXF-393 e TK-10. Por
outro lado, na linhagem A-498, ambos os tratamentos levaram a um aumento de
aproximadamente 2 vezes no nimero de células na fase S, sem afetar significativamente o

numero de células nas fases Go/G; e Go/M.



Tabela 11: Distribui¢dao no ciclo celular das linhagens de carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10 ap6s tratamento com afidicolina

glicinada (0,2 uM) ou hidroxiuréia (200 uM) por 24 h ou 3 periodos de duplicacdo. Valores de média + DP expressos em porcentagem, n > 2.

RXF-393 A-498 TK-10
Go/Gq S G>M Go/Gy S G>/M Go/Gq S G>/M
Controle nao tratado 52+5,0 23+£3,0 21+4,0 50+£50 21+40 18 +2,0 55+4,0 21+£40 15+4,0
+ Afidicolina glicinada 1 dia 51£0,0 38+0,0° 10£0,0° 43+40" 43+3,0* 10£5,0 49 + 20 30+13 24+2,0
+ Afidicolina glicinada 4 dias 38+3,0° 34+1,0° 30+£1,0° 22+£2,0° 33+£2,0 42+11" 49+40 15410 7,0+1,0°
+ Hidroxiuréia 1 dia 51£2,0 22+£90 22+30 43+£3,0" 41+£50* 13+4,0 5012 24 + 8,0 15+5,0
+ Hidroxiuréia 4 dias 43+70 38+3,0"° 17+3,0 38+20* 40+1,0® 16+1,0 32+1,0° 23+3,0 4,0+1,0°

* Significativamente diferente dos controles ndo tratados (p < 0,05)

IL



Figura 16: Distribuicao nas fases do ciclo celular (%; média £ DP; n > 3) das linhagens de
carcinoma renal humano RXF-393, A-498 e TK-10. Controles (a), tratamento com afidicolina
glicinada (0,2 uM) por 24 h (b) ou 4 dias (c) ou com hidroxiuréia (200 uM) por 24 h (d) ou 4
dias (e); M1, apoptose; M2, Go/G; M3, S; M4, Go/M.



5 DISCUSSAO

Nesta dissertacao, foram realizados estudos in vitro com o agente teniposide em
linhagens celulares de carcinoma renal humano. Estes estudos foram estimulados por
observagdes anteriores com um outro derivado das epipodofilotoxinas, o etoposide, o qual
apresenta atividade clinica em varios tumores avancados e uma clara vantagem terapéutica
quando utilizado em protocolos de administracdo prolongada (Stéhelin, 1970; Long et al.,
1984). Portanto, foram estudadas formas mais prolongadas de administra¢do do teniposide, as
quais pudessem promover uma inibi¢do por um tempo maior de sua enzima-alvo, a

topoisomerase 11, e, talvez, produzindo maior citotoxicidade.

Além disso, utilizando agentes que interferem com a sintese de DNA, potenciais
sinergismos do teniposide com outros agentes foram também explorados. Por fim, uma vez
que a expressdo do gene mdrl ¢ freqiiente nos carcinomas de origem renal, e a resisténcia ao
teniposide pode ser conseqiiéncia deste fenotipo, foram estudadas combinagdes de teniposide
com agentes potencialmente inibidores da acdo da glicoproteina P, proteina responsavel pelo

mecanismo de efluxo ativo da droga do interior da célula tumoral.
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Utilizando modelos pré-clinicos, agentes antineoplasicos tem sido identificados, cujos
efeitos antiproliferativos dependem de seu protocolo de administragdo, ou seja, o nivel de
inibicao do crescimento celular ¢ significativamente influenciado pelo protocolo de exposi¢ao
a droga. Em muitos casos, este fendmeno tem sido relacionado tanto a variagdes associadas ao
ciclo celular, quanto a disponibilidade ou acesso de drogas ao seu alvo intracelular. Assim,
agentes inibidores da topoisomerase Il ou que interferem na tubulina podem se tornar mais
eficazes quando administrados continua ou repetidamente em doses moderadas, ao invés de
uma unica dose alta, pois os niveis de seus alvos flutuam por todo o ciclo celular,
apresentando picos durante as fases S ou M, respectivamente (O’Dwyer et al., 1984; Johnson

etal., 1963).

Ao menos para alguns agentes neopldsicos, como os derivados das epipodofilotoxinas,
este conceito provou ser verdadeiro no cenario clinico, onde o protocolo de administragdao
realmente teve uma influéncia substancial na sua eficacia terapéutica e/ou toxicidade clinica.
Protocolos mais prolongados de administracdo de metotrexate e citarabina, ao contrario,
normalmente resultam em grande toxicidade sem aparente vantagem terapéutica (Lokich &
Curt, 1985; Hansen et al., 1987; Leclerc & Momparler, 1984; Capizzi, 1996). Ja as alteracdes
no protocolo de administragdo do 5-fluorouracil ou etoposide podem resultar diferengas
consideraveis em seus efeitos terapéuticos e toxicos (Meta-analysis Group in Cancer, 1998;
Slevin et al., 1989; Greco et al., 1990). Além disso, resultados de estudos com o
antimetabolito floxuridina (5-fluoro-2’-deoxiuridina) em pacientes com carcinoma renal

sugeriram uma melhor atividade antitumoral quando esta droga foi administrada de acordo
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com o ritmo circadiano (Hrushesky et al., 1990; Damascelli et al., 1990; Wilkinson et al.,

1993).

Atualmente, o etoposide ¢ um dos poucos agentes antineopldsicos que obtiveram
respostas significativas em triagens clinicas com uso prolongado ao invés de em uma
administracdo curta, até mesmo em pacientes refratarios a varias outras drogas, incluindo
aqueles que ja haviam falhado em tratamentos anteriores com o etoposide (D’Incalci et al.,

1982; Slevin et al., 1989; Clark et al., 1989; Greco et al., 1990; Schwartsmann et al., 1997).

Estas consideragdes nos levaram a reavaliar a citotoxicidade da epipodofilotoxina
teniposide em um modelo in vitro de carcinoma renal humano, caracteristicamente
considerado um tumor quimioresistente. Os poucos estudos clinicos que avaliaram o
teniposide em carcinoma renal avangado apresentaram resultados inexpressivos (Hire et al.,
1979; Pfiefle et al., 1984; Oishi et al., 1987), embora nenhum deles tenha explorado o uso da
droga em protocolos de administracdo prolongada ou em associagdes consideradas desejaveis

com base em estudos pré-clinicos.

Dessa forma, nés utilizamos neste estudo as linhagens celulares de carcinoma renal
humano RXF-393, A-498 e TK-10 para examinar se alteracdes nos protocolos de
administracdo poderiam afetar o efeito antiproliferativo do teniposide. Para isto, comparamos
o efeito inibitorio do teniposide no crescimento celular causado por tratamentos segundo os
seguintes protocolos: a) por 2 h no dia 1 com posterior incubacdo em meio sem droga por 3

tempos de duplicacdo (tratamento curto); b) por 2 h didrias durante 3 tempos de duplicagao
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(tratamento fracionado); ou c¢) por 3 tempos de duplicacdo consecutivos (tratamento

continuo).

Os nossos resultados mostraram uma clara dependéncia do modelo de administracdo
sobre o efeito antiproliferativo do teniposide, tendo sido alcancada a melhor inibi¢ao celular
pela exposicdo continua a droga. Estas observagdes estdo de acordo com os resultados pré-
clinicos e clinicos encontrados para o etoposide (Vendetti, 1971; Dombernowski & Nissen,
1973; Slevin et al., 1989; Greco et al., 1990). Segundo dados de protocolos clinicos (Cleri &
Berkery-Haywood, 1999), as concentragdes que resultaram na inibicdo de 50% do
crescimento celular (ICsy de 0,05 a 0,5 uM) estdo de acordo com os niveis das concentragdes

plasmaticas de teniposide encontrados nos pacientes.

O fato da agdo do teniposide ser dependente de protocolo de administracao ja era
esperado, pois seu andlogo, o etoposide, demonstrou em experimentos in vitro e in vivo ser
altamente dependente de protocolo de administracdo (Johnson et al., 1990; Drewinko &
Barlogie, 1976; D’Incalci et al., 1982; Wolff et al., 1987; Clark & Slevin, 1987). Além disso,
modificagdes na atividade da topoisomerase II, seu alvo intracelular, também podem estar
relacionados com a sua especificidade para a fase S do ciclo celular (O’Dwyer et al., 1984;
Catapano et al., 1997). As células A-498, mais resistentes ao teniposide, também foram
menos suscetiveis a alteracdes no protocolo de administracdo do teniposide quando
comparadas as linhagens RXF-393 e TK-10. De fato, as linhagens RXF-393 e¢ TK-10
responderam aproximadamente 5 vezes mais a alteragcdes no protocolo de administragdo do

teniposide quando comparadas as células A-498.
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Assim, apesar das trés linhagens celulares terem se mostrado mais sensiveis ao
teniposide com a sua administragdo por periodos mais prolongados de tempo, o grau da
sensibilizacdo obtida pareceu ser (parcialmente) dependente da sensibilidade intrinseca de
cada linhagem celular ao teniposide. No entanto, uma vez que a sensibilidade ao teniposide
ndo mostrou ser determinada somente pelo nivel basal da atividade da topoisomerase II
(Figura 10; Tabela 5), outros processos bioquimicos também foram relevantes para o efeito

antiproliferativo desta droga ser dependente de tempo de exposi¢ao.

Ja que a formagdo de quebras em ambas as fitas do DNA tem sido relacionada com a
citotoxicidade induzida pelo teniposide (Hsiang & Liu, 1989; Pommier & Bertrand, 1993;
Pommier & Tanizawa, 1993), investigamos se o seu efeito na inibi¢do do crescimento celular
dependente de protocolo de administragdo estava relacionado a uma maior ou menor
introducgdo de tais lesdes. Esta hipotese nos pareceu sustentdvel, pois enquanto o tratamento
curto ndo afetou a integridade do DNA de modo significativo em quaisquer das trés linhagens
celulares, o tratamento fracionado induziu 30% e 40% de dano apenas nas células RXF-393 e
TK-10, respectivamente, ¢ o tratamento continuo introduziu 60%, 50% e 30% de dano ao

DNA das células RXF-393, TK-10 e A-498, respectivamente.

A auséncia de dano detectavel no DNA das células tratadas apenas nas primeiras 2 h
de um periodo 4-7 dias, estd completamente de acordo com relatos prévios de que as lesdes
que possam ter sido provocadas pelas epipodofilotoxinas sdo eliminadas apds a retirada do

meio com droga (Tewey et al., 1984; Rowe et al., 1985; Gantchev & Hunting, 1997). O
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aumento da quantidade de dano ao DNA em todas as trés linhagens celulares ap6s mudangas
nas condi¢des de tratamento, do curto ao fracionado e entdo para o continuo, d4 suporte ao
conceito de que o efeito antiproliferativo tempo-dependente induzido pelo teniposide esteja

também relacionado a introdu¢do de dano ao DNA dependente de tempo de exposicao.

O menor dano causado ao DNA nas células A-498 sob exposi¢do continua, quando
comparado com o das linhagens RXF-393 e TK-10 e a completa falta de lesdes na primeira
linhagem sob tratamento fracionado, estdo de acordo com a menor sensibilidade da mesma ao
teniposide. J& o fato das células RXF-393 possuirem maior nivel de atividade da
topoisomerase II, quando comparada com as outras duas linhagens (Figura 10; Tabela 7),
sugere que a topoisomerase II nesta linhagem seja menos suscetivel ao efeito do teniposide ou
que estas células possuam outros mecanismos para reparar as lesdes provocadas por esta
epipodofilotoxina. Obviamente, estas suposi¢cdes relacionadas as nossas linhagens celulares

precisam ser verificadas em futuros estudos.

Como ja mencionado, somente as diferencas na topoisomerase II podem nio ser as
responsaveis pelas diferengas de sensibilidade ao teniposide apresentadas pelas linhagens
celulares. Comparativamente, embora a topoisomerase II tenha sido modificada quando
exposta ao teniposide, ndo houve nenhuma mudanga significativa nesta enzima entre os
protocolos de administracdo da droga. O mesmo ¢ verdadeiro para a formacao de complexos
DNA-topoisomerase II, onde ndo foi visualizada diferenga no nimero de complexos
estabilizados nos diferentes tempos de tratamento. Entretanto, como previamente sugerido

(Anderson & Roberge 1996), o nimero de complexos DNA-proteina nem sempre esta
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diretamente relacionado com a citotoxicidade da droga ou freqiiéncia de dano ao DNA, o
mesmo sendo verdadeiro para a a quantidade de RNAm transcrito pela topoisomerase II, o
nivel de atividade desta enzima e o numero de complexos DNA-topoisomerase Il (Zwelling et

al., 1982; Pommier et al., 1985; Pommier & Kohn, 1989).

Em resumo, o efeito antiproliferativo do teniposide nestas linhagens celulares de
carcinoma renal humano, as quais diferem quanto a sensibilidade a droga, foi altamente
dependente de tempo e estava relacionado aos danos ao DNA provocados pela dependéncia
do teniposide ao protocolo de exposi¢ao. O fato de a linhagem celular mais resistente ao
teniposide, a A-498, ter sido menos suscetivel a alteragdes no protocolo de administracao
desse agente, quando comparada as células RXF-393 e TK-10, sugere que outros fendmenos
além da intrinseca sensibilidade ao teniposide podem ser relevante para a produgdo do efeito

citotoxico.

Estudamos a seguir o efeito antiproliferativo com a interferéncia simultanea na fungao
da glicoproteina P. Uma causa importante da quimioresisténcia apresentada por tumores
humanos, incluindo o carcinoma renal, seria uma superexpressao desta glicoproteina P (Fojo
et al., 1987; Goldstein et al., 1989; Chapman & Goldstein, 1995). Vérios estudos visando
reverter este processo através da inibicdo do funcionamento desta glicoproteina P tem sido
descritos (Akiyama et al., 1988; Mickisch et al., 1990). Porém, a glicoproteina P ¢ expressa
em uma variedade de tecidos normais (Thiebaut et al., 1987; Sugawara et al., 1988; Cordon-
Cardo et al., 1990; Chaudhary et al., 1992), provavelmente como mecanismo de defesa contra

toxinas de origem natural (Chapman & Goldstein, 1995). Em estudos clinicos, a modulagao
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da glicoproteina P tem resultado em toxicidade excessiva e generalizada (Chapman &
Goldstein, 1995), levando ao abandono das estratégias que envolviam o uso de drogas
moduladoras capazes de inibir a funcao da glicoproteina P. Os nossos resultados mostraram
que as linhagens celulares de carcinoma renal utilizadas neste estudo niao responderam aos
agentes moduladores de glicoproteina P, o que pode ter sido devido a auséncia de

superexpressdo desta glicoproteina P neste modelo (Wu et al., 1992).

Na tentativa de aumentar a eficdcia antiproliferativa do teniposide, examinamos se a
inibicao do crescimento celular mediada pelo teniposide poderia ser potencializada através de
modulagdo bioquimica com o emprego dos agentes inibidores da sintese de DNA afidicolina
glicinada ou hidroxiuréia. A afidicolina glicinada ¢ uma pro-droga da afidicolina mais soluvel
em agua, um antibidtico diterpeno derivado de culturas de Cephalosporium aphidicola
(Ikegami et al., 1978). Este agente exibe atividade marcante em varios modelos pré-clinicos
incluindo carcinoma de células renais (Plowman et al., 1989) e sua citotoxicidade também foi
relatada como sendo dependente de protocolo de administracao (Sessa et al., 1991; O’Dwyer
et al., 1994). O seu mecanismo de acao esta relacionado a inibig¢do das atividades enzimaticas
das DNA polimerases a e 0 (Ikegami et al., 1978; Pedrali-Noy & Spadari, 1979; Huberman,
1981; Goscin & Byrnes, 1982; Lee et al., 1984), o que poderia aumentar a sua toxicidade em
células localizadas na fase S do ciclo de crescimento, assim como a inibicdo tanto da

replicagdo quanto da sintese ndo programada do DNA (Masuda et al., 1988).

Esta ultima propriedade da afidicolina glicinada parece ter levado a retencdo das

células nas fases S e G, mais sensiveis a a¢do do teniposide e pode ser a explicagdo da
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potencializagdo observada no efeito antiproliferativo do teniposide. Do ponto de vista da
cinética celular, esta sugestdo pode ser explicada pelo aumento de células nas fases S e Go/M,
e a uma diminuicao deste na fase G; apds o tratamento por 3 tempos de duplicagao celular
com a da afidicolina glicinada. Esta probabilidade merece confirmag¢do em estudos futuros,
mas encontra respaldo em estudos descritos em células de carcinoma de ovario, nas quais a
citotoxicidade da cisplatina foi potencializada pela afidicolina, também apos a retengdo das
células em uma fase mais favoravel do ciclo celular para a a¢ao da afidicolina glicinada

(Masuda et al., 1988).

Enquanto o uso de afidicolina glicinada potencializou a inibicdo do crescimento
celular mediada pelo teniposide em aproximadamente 2 vezes em todas as trés linhagens, a
hidroxiuréia s6 apresentou tal efeito nas células RXF-393 e TK-10, mas ndo na linhagem mais
resistente A-498. Como mostrado pelos resultados dos experimentos de dano ao DNA, estas
observagdes nao puderam ser completamente explicadas pela introdugdo de um maior nimero
de lesodes pela afidicolina glicinada ou hidroxiuréia combinadas com o teniposide, quando

comparadas com o teniposide sozinho.

A hidroxiuréia é um inibidor da ribonucleotideo redutase, enzima estritamente
necessaria para a conversdao de ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos (Thelander &
Reichard, 1979; Donehower, 1996), inibindo, assim, a sintese ¢ o reparo do DNA. Por
conseguinte, este agente mata seletivamente células na fase S, particularmente aquelas que
estdo sintetizando DNA mais rapidamente (Farber & Baserga, 1969; Sinclair, 1965; Ford &

Shackney, 1977; Kim et al., 1967). Este agente havia sido avaliado anteriormente em varios
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tumores solidos avangados com respostas clinicas apenas modestas (Nevinny & Hall, 1968;
Carter & Wasserman, 1975; Donehower, 1992, 1996). Porém, seu uso atual ¢ na terapia
inicial de leucemia mieldogena cronica, onde atrasa a transformagdo dos blastos (Fishbein et

al., 1964; Kennedy & Yarbro, 1966; Kennedy, 1972; Bolin et al., 1982).

Os efeitos cinéticos das células apdés a exposi¢do a hidroxiuréia envolvem
sincronizagdo parcial destas nas fases G; ou S. As células progridem normalmente pelo ciclo
celular até que alcangam a interfase G)/S. Elas entram na fase S apresentando uma taxa
normal, mas se acumulam la devido a inibicdo da sintese do DNA (Maurer-Schultze et al.,
1988; Walters et al., 1976; Cress & Gerner, 1979). Conseqiientemente, o uso da hidroxiuréia
também levou a uma potencializagdo (2 vezes) no efeito inibitério do teniposide. Entretanto,
ao contrario da afidicolina glicinada, a hidroxiuréia teve tal efeito apenas nas células RXF-
393 e TK-10, as quais, além disso, ndo foram significativamente afetadas nas suas

distribui¢des ao longo do ciclo celular.

Por outro lado, enquanto a hidroxiuréia ndo influenciou significativamente o efeito de
inibicao celular mediado pelo teniposide nas células A-498, isto levou a uma retengao celular
2 vezes maior na fase S. O bloqueio das células A-498 na fase S pode refletir uma resposta
normal da ribonucleotideo redutase destas células a hidroxiuréia, as quais devido a resisténcia
que apresentam ao teniposide ndo sofreram um grande efeito antiproliferativo. As linhagens
celulares RXF-393 e TK-10 nao foram bloqueadas na fase S pela hidroxiuréia, provavelmente

devido a alta atividade da ribonucleotideo redutase (Minford et al., 1984), e que ndo seria
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suficiente para explicar as suas maiores sensibilidades ao teniposide. Estas suposi¢des

precisam ser verificadas futuramente.

Uma hipdtese alternativa para a potencializacdo dos efeitos da afidicolina glicinada e
da hidroxiuréia na inibicdo do crescimento celular mediada pelo teniposide poderia ser
explicada por processos que envolvem outros sistemas enzimaticos (Reddy & Pardee, 1980).
Estes complexos podem envolver enzimas como as DNA polimerases, topoisomerases | e 1I,
ribonucleotideo redutase, timidilato sintase e dihidrofolato redutase (Reddy & Pardee, 1983;
Plucinski et al., 1990). Sendo assim, ¢ aceitdvel que o uso de afidicolina glicinada ou
hidroxiuréia ndo afete somente a atividade da DNA polimerase ou da ribonucleotideo
redutase, mas também de outras enzimas, talvez nao presentes em todas as trés linhagens

celulares utilizadas neste trabalho.

Deve-se salientar novamente que estudos recentes com o seu analogo, o etoposide,
demonstram vantagens claras em suas taxas de respostas com protocolos de administragdao
continua. Isto foi demonstrado em pacientes com carcinoma de pequenas células de pulmao
ndo previamente tratados, nos quais a mesma dose total de etoposide produziu 89% de
respostas quando administrado diariamente em infusdes de 2 h, durante 5 dias, contra apenas
10% de respostas quando utilizado em infusdo intravenosa por 24 h (Greco, 1991; Slevin et
al., 1989). Em estudos subseqiientes com prolongada administra¢do por 21 dias consecutivos
de baixas doses de etoposide oral (50 mg/m?/dia), foram observadas respostas encorajadoras
em pacientes que sofriam de tumores de células germinativas, linfomas ou carcinoma de

pequenas células de pulmao, inclusive em pacientes que haviam fracassado em tratamentos
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prévios com doses e protocolos padrao de etoposide (Hainsworth et al., 1989). O efeito toxico
principal foi a mielossupressdo e a toxicidade gastrointestinal foi infreqiiente (Johnson et al.,
1990). Estes autores concluiram que o etoposide em tais protocolos de administragao foi bem

tolerado.

Outros estudos também dado suporte a estas observacdes. O etoposide quando
administrado na concentragdo de 50 mg duas vezes ao dia, durante 14 dias em um ciclo de 21
dias produziu respostas em 17 dos 20 pacientes que eram ancides, sendo moderada em 15 e
completa em 2, além de ter induzido uma modesta toxicidade (Clark et al., 1990). Além disso,
em 25 pacientes que sofriam de sarcoma de Kaposi relacionado a SIDA, o etoposide
administrado oralmente na concentragdo de 25 mg/mz, duas vezes ao dia durante 7 dias, a
cada duas semanas, produziu 2 respostas completas e 6 parciais com uma progressao de
sobrevida média no periodo de 8 meses (média entre 4 e 27) (Schwartsmann et al., 1997). Por
esta razdo, a Fundagdo SOAD de Pesquisas do Cancer estd conduzindo um estudo em
pacientes com tumores sélidos que convencionalmente ndo respondem ao etoposide, como os
carcinomas de mama e pancreas avangados. Os resultados iniciais destes estudos serdo

brevemente publicados (Schwartsmann et al., in press).

Ja que os dados clinicos sobre o maior indice terapéutico do etoposide estdo
claramente documentados na literatura, achamos oportuno que os resultados desta dissertagao
sejam colocados em perspectiva. Sendo o teniposide um analogo de maior retencao
intracelular e maior poténcia que o etoposide, torna-se plenamente justificada uma retomada

de nosso interesse em estuda-lo mais profundamente. Nesse sentido, os resultados com
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teniposide em células de carcinoma renal humano apresentados nesta dissertacdo nos
estimulam a prosseguir na investigacdao deste agente em protocolos de exposi¢cdo prolongada
e/ou associagdo com afidicolina glicinada ou hidroxiuréia em um painel contendo um maior

numero de linhagens tumorais humanas.

Uma vez confirmada uma atividade citotoxica de interesse neste painel, estudos
subseqiientes com teniposide utilizando modelos in vivo serdo planejados. Confirmada, entao,
a sua eficacia nestes modelos experimentais, poderemos reconsiderar a avaliagao deste agente
em pacientes com cancer avancado sob a forma de administragdo de baixas doses por tempo

prolongado.

Parece-nos oportuno que drogas como o teniposide e o etoposide, as quais apresentam
uma clara dependéncia ao tempo de exposicao na sua citotoxicidade em modelos pré-clinicos,
sejam trazidas a estudos clinicos, ou mesmo reavaliadas, em protocolos de administragao
adequados e definidos em modelos pré-clinicos, € que tenham uma maior probabilidade de

revelar a sua real potencialidade terapéutica.



6 CONCLUSOES

Os protocolos de administracao de teniposide por tempo prolongado induziram uma
maior citotoxicidade nas linhagens celulares de carcinoma renal humano RXF-393, A-

498 e TK-10.

Os diferentes protocolos de tratamento com o teniposide nao influenciaram a
formag¢do dos complexos DNA-topoisomerase Il nem a atividade desta enzima.
Entretanto, foram demonstrados danos ao DNA dependentes do protocolo de

administracao.

O nivel de atividade da topoisomerase II ndo pareceu ser o unico fator modulador das

respostas das linhagens tumorais ao teniposide.

O uso concomitante de agentes que interferem com a expressao da glicoproteina P,
como o tamoxifeno, o verapamil e a ciclosporina A ndo foi capaz de modificar

significativamente o efeito citotéxico do teniposide.

O uso concomitante de agentes que interferem na sintese de DNA, como a afidicolina
glicinada e a hidroxiuréia, produziu um aumento no efeito citotoxico do teniposide,

diferenciado para as linhagens tumorais estudadas.
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ABSTRACT

Renal cell carcinoma represents about 3% of malignant neoplasms in adults, but is
among the most treatment-refractory human malignancies. Neither surgery, nor radiation
therapy or chemotherapy have a significant impact on the outcome of this disease. Thus, these
poor results indicate a need to evaluate alternative forms of treatment for this malignancy.
The epipodophyllotoxin etoposide has a broad activity spectrum that includes various
hematological and solid tumors in both children and adults. These agent act by inhibiting the
nuclear enzyme topoisomerase II. Recent in vitro studies demonstrated that the antitumor
activity of epipodophyllotoxins are highly schedule-dependent, improving with more frequent
and extended administration schedules instead of as one high dose at once. Employing this
concept in the clinic, encouraging response rates have been noted in (etoposide-) pretreated
patients that received daily repeated doses. Unfortunately, early experimental studies with this
agent against advanced renal cell carcinoma showed no significant antitumor activity. For this
reason, its drug sister, teniposide, although having a comparable activity spectrum as
etoposide, is still an investigational anticancer agent, since no studies have been performed to
assess the impact of schedule alterations on teniposide’s efficacy in this disease. Available
data with cultured tumor cells showed about a ten times greater potency of teniposide when
compared to etoposide, which is possibly due to better cellular retention. Moreover,
teniposide has been suggested to be selectively retained by tumor cells when compared to
normal cells. These features, together with the greater efficacy of etoposide with more
prolonged administration schedules, led us to assess teniposide in this study at diverse
schedules for its potential antitumor efficacy in an in vitro model of advanced renal cell
carcinoma, a characteristically drug-resistant tumor. We used three human kidney carcinoma
cell lines, RXF-393, A498, and TK-10, that were incubated with ICso concentrations of
teniposide in the absence or presence of agents that inhibited the function of P-glycoprotein,
an efflux pump that exports drugs from the interior of cells, rendering them so—called
‘multidrug resistance’. We also examined whether the growth-inhibitory effect of teniposide
could be further improved by biochemical modulation, employing the DNA polymerase o-
inhibiting agent aphidicolin glycinate (0.2 uM); or the ribonucletide reductase-inhibiting
agent hydroxyurea (200 uM), following a 24 h pre-treatment with the latter agents at these
same lowly cytotoxic concentrations. Cellular responses were assessed with the SRB method.
When compared to short-term exposure or fragmented exposure, continuous exposure
improved teniposide cytotoxicity significantly, suggesting that the growth inhibitory effects of
teniposide is highly schedule-dependent. Consequently, we showed a increasing amount of
DNA damage in all three cell lines upon continuous exposure. Interestingly, no differences in
topoisomerase Il activity was observed in the various administration schedules of teniposide,
neither in the number of DNA-topoisomerase II complexes. Indeed, our data show that the
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presently used kidney cancer cell lines did not respond to the P-glycoprotein-modulating
agents verapamil, ciclosporina A e tamoxifeno. However, the treatments with the agents that
interfere in the DNA synthesis potencialized teniposide cytotoxicity in all three cell lines,
according to intrinsic characteristics of each cell line. This results suggested clear schedule-
dependent growth-inhibitory effects of teniposide, the greater inhibition being achieved upon
continuous exposure to the drug or in combination with the DNA synthesis inhibitors
aphidicolin glycinate or hydroxyurea. Our results suggest that proper scheduling, as well as
proper chemomodulation, may improve the cytotoxicity of teniposide markedly, making it a
candidate for clinical reevaluation. Once this observations will be confirmed, studies with an
in vivo tumor model will begin. This data will be considered in future discussions about the
clinical reevalution of teniposide in phase I studies in patients with advanced refractory
tumors.
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