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Introducéo:

Inibidores da topoisomerase 1l sdo uma classe de drogas antineoplasicas usadas no tratamento
de diversos tipos de cancer. A mitoxantrona (MXT) é um analogo estrutural das antraciclinas,
como a doxorrubicina (DOX). O principal mecanismo da MXT é a estabilizacdo dos
complexos DNA-TOPOII, porém, também pode gerar adutos, espécies reativas de oxigénio e
pontes intercadeias de DNA. O Etoposido (ETP) é um epipodofilotoxina, derivado sintético
modificado da podofilotoxina, que atua aumentando os niveis dos complexos DNA-TOPOII.
A via de reparacdo de DNA por excisao de nucleotideos (NER) esta envolvida na remocdo de
lesbes que levam a distor¢des da dupla hélice e de adutos no DNA. Estudos do nosso grupo e
de outros, demonstram o envolvimento de proteinas da via NER na remocdo de lesdes
induzidas pela DOX. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do NER na
citotoxicidade da mitoxantrona e do etoposido.

Meétodos:

Foram utilizados fibroblastos proficientes (MRC5) e deficientes nas proteinas da via NER
(CSB e XPC) expostos a diferentes doses de MXT e ETP. A avaliacdo da viabilidade celular
foi através do ensaio de coloragdo com Azul de Tripan, o perfil do ciclo celular e o
mecanismo de morte celular foram determinados por citometria de fluxo (FACS Calibur)
utilizando lodeto de Propideo e Anexina V/7-AAD, respectivamente.

Resultados:

O ensaio de viabilidade celular demonstrou que as células deficientes na via NER sdo mais
sensiveis a MXT que a linhagem proficiente MRC5. No entanto, em resposta ao tratamento
com ETP a viabilidade revelou que as células deficientes em NER possuem perfis distintos. A
CSB (deficiente em reparo acoplado a transcricdo — TCR) demonstrou-se mais sensivel do
que a MRC5 (células proficientes) e XPC (deficiente no reparo global do genoma — GGR).
Estas diferencas de sensibilidade foram confirmadas através do ensaio de Anexina V/7-AAD,
sendo que ambas as drogas induzem morte principalmente via apoptose. A analise do perfil
do ciclo celular, em resposta ao tratamento com MXT, evidenciou que as linhagens MRC5 e
XPC apresentam tendéncia a acumular na fase G2/M do ciclo, enquanto na CSB ocorre
acumulo na fase S. Ja em resposta ao ETP, apesar das alteracGes ndo serem tdo pronunciadas
guanto em resposta a MXT, novamente foi observado que células CSB apresentam tendéncia
a acumular na fase S.

Concluséo:

Os resultados indicam que a via NER esta envolvida na remoc¢édo das lesbes induzidas pela
MXT e pelo ETP, sendo que as diferencas observadas entre as células CSB e XPC sdo um
indicativo de que a subvia TCR-NER exerce um papel chave no processo de reconhecimento
de lesdes induzidas por inibidores da topoisomerase II.



