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“Seul le cancer a gardé, dans toutes les langues son nom astrologique. La frayeur est intacte.”

Amin Mallouf, in «Samarkan»

CONTEXTO DESTA COMUNICACAO FACE A ANTERIORES SOBRE O TEMA DO CANCRO

O texto da presente comunica¢ao decorre de comunicagdes que ja anteriormente apresentdmos, assen-
tes em trabalhos que temos desenvolvido com os nossos colegas, tendo como eixo condutor alguns
aspectos da susceptibilidade genética a cancro, dos mecanismos envolvidos na terapéutica anti-neoplasica
com citostéticos e o surgir da resisténcia e ainda sobre um tipo particularmente importante de canceri-
geno representado pelas radiacoes ionizantes e seus efeitos genéticos.

Assim, esta comunicagao surge no contexto das seguintes anteriormente apresentadas a Academia,
designadamente:

a) Sobre a susceptibilidade a cancro:

O Estatuto da Doenga Singular — os Mecanismos Moleculares da Genética- apresentada em Sessao em 2010;
b) Sobre as leses genéticas por radiagdes e cancro:

Efeitos genéticos de radiagio ionizante — apresentada em Sessao em 2016

c) Sobre a expressao genética na resisténcia a terapéutica no cancro:

Transportadores de membrana na resisténcia a farmacos em Oncologia — apresentada em Sessao em 2015.

CANCRO E LESAO GENETICA

E comumente aceite que o cancro surge; ou melhor, é iniciado, pelo acumular de mutagdes no DNA
de células sas e que o cancro é desencadeado quando as células atingem um acervo minimo de mutagoes
que transformam a célula iniciadora, conferindo-lhe potencial proliferativo e, posteriormente, potencial
invasivo.

Como referiu Raymond W. Ruddon: “Cancer is essentially a genetic disease” (1), uma vez que as lesdes
iniciadoras respeitam a alteragdes no DNA, i.e., a mutacoes. Estima-se que a iniciacdo tumoral possa
depender de 4-7 (ou até 11) mutacdes, ou seja, 0 processo é multigénico e é também multifasico. Se qui-

i

sermos usar linguagem formal, podemos dizer que a taxa de cancerigénese, i.e., de “éxito” de lesdes
génicas conducentes a tumor que podemos designar por 1%, é o resultado da taxa basal, ou seja, aquela
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atribuivel a mutagoes espontaneas (infidelidade de replicacdo de DNA, reparacao de DNA menos eficaz),
a que se soma a taxa devida ao produto da taxa basal pelo tempo de actuacao de um agente cancerigeno
Ac, em que t €0 tempo de actuagdo do cancerigeno. Assim, temos:

A=)+ cparai= 1...k

em que k sdo as multiplas fases do processo neopldsico, nomeadamente as diversas mutagoes.

Por detras do fenétipo morfoldgico e da biologia de um tumor estao, porém, multiplas mutagdes
génicas que se vao acumulando na evolugao clonal do tumor. De facto, os tumores sao na sua evolucao
formados por oligoclones exibindo uma micro-heterogeneidade génica: ndo ha, assim, dois tumores
iguais, nem dois oligoclones de um mesmo tumor iguais, pois nao ha em todas as células um mesmo
onco-genotipo (2).

Qualquer que seja 0 agente ou mecanismo que desencadeiem mutagoes potencialmente cancerigénicas,
estas distinguem-se, porém, em duas classes funcionais, as “driver mutations” e as “passenger mutations”. As
primeiras constituem fenomenicamente as mutagoes indispensaveis ou cruciais para o desencadear do tumor,
as “passenger” serao primariamente mutacoes neutras que se vao acumulando na evolucao tumoral mas
das quais o tumor ndo necessariamente carece para o seu fenétipo de multiplicagao celular e invasividade.

Este conceito de mutagdes indispensaveis — as “driver mutations” — levou ao conceito de “oncogene
addiction” , termo feliz proposto por Bernard Weinstein (3, 4) para designar as mutagdes sem quais o tumor
nao prolifera e que, se inibido o seu produto génico alterado por um farmaco dirigido-a-alvo (“target
therapies”) resulta num cessar da proliferagao e/ou morte celular (por exemplo por inibi¢ao de proteina
mutada que bloqueie a apoptose: (3, 4).

Todavia, a instabilidade genética tumoral leva com inusitada frequéncia a aquisicao de resisténcia
aos farmacos dirigidos-a-alvo, pelo acumular de mutacdes na proteina-alvo e/ou pela sobre-expressao
de proteinas transportadoras de membrana de efluxo, em particular as ABC (“ATP-binding cassette”).
Qualquer dos possiveis mecanismos traduzir-se-a em resisténcia farmacoldgica que é a causa de morte
em cerca de 90% dos doentes com cancro ja metastisado (2).

Tal instabilidade genética pode mesmo traduzir-se numa alternancia de fungdes entre “driver” e
“passenger mutations” com as tltimas a passarem a contribuir para a manutengao do fenétipo do tumor.

AGENTES QUIMICOS CANCERIGENOS

A taxa de aparigao de novos cancros a nivel mundial (incidéncia) estimada para o computo do ano
de 2018 é de 18,1 milhdes de novos casos e a mortalidade global representara 9,6 milhdes de casos,
projectando-se para 2030 um aumento de incidéncia de 61,7%. Para Portugal o niimero de novos casos
tera sido em 2018 de 58.199 e o niimero de mortes de 28.960 (5, 6).

Globalmente, pode sugerir-se que a mortalidade para varios tipos de cancro terd uma tendéncia de
diminui¢do mas a incidéncia continuard a aumentar e é sobre esta que a prevengao pela detecgao de
agentes cancerigenos se debruga, podendo estimar-se que cerca de 30-70% dos cancros resultam de
exposicoes exdgenas devidas a factores do meio veiculados pela inalagdo, a alimentagdo e/ou os estilos
de vida, em geral.
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Na formalizagao que acima apresentamos: A* = A, + A ¢, parai=1....k, o que a detecgao de agentes
cancerigenos procura contribuir para diminuir € a parcela A, ¢, ou seja, 0 excesso de contributo para a
taxa global de incidéncia.

Desde 1971, mais de 1000 agentes quimicos foram avaliados pelo IARC (International Agency for
Research on Cancer) da OMS (7), tendo mais de 500 sido identificados como:

1) cancerigenos para o homem (classe 1): 120
2) como provéaveis cancerigenos (classe 2A): 82
3) como possiveis cancerigenos (classe 2B): 299

A destringa entre as classes 2A e 2B baseia-se no peso de evidéncia quando ndo ha suficiente
evidéncia do agente ser cancerigeno para o homem em estudos epidemiolégicos, mas hé evidéncia
mais sélida (2A) ou menos consolidada de efeito cancerigeno em animais de experiéncia. Neste
segundo caso, da classe 2B, estao muitas vezes misturas complexas a que o homem esta exposto
mas em que os efeitos sinérgicos ndo permitem isolar na analise de evidéncia um determinado
agente.

Destes cerca de 500 agentes ja classificados pelo IARC, cerca 88% sao agentes lesivos do DNA, isto é
comportam uma inequivoca actividade mutagénica ou clastogénica. Daqui a importancia de utilizar na
avaliacdo os dados que permitam concluir de genotoxicidade do agente pois tal facto, nao somente é
utilizado na andlise de peso-da-evidéncia, como também permite consubstanciar o primum movens da
actividade cancerigénica de que o cancro é iniciado pelo acumular de mutagées no DNA, como acima
referido.

DETECCAO DE PRODUTOS QUIMICOS COMO EVENTUALMENTE
CANCERIGENOS

O mais versétil sistema de teste de mutagenicidade foi o desenvolvido por Bruce Ames (8,9), baseado
em uma coleccdo de estirpes de Salmonella typhimurium auxotréficas para histidina e que expostas a um
potencial xenobidtico mutagénico revertem para autotrofia, detectando assim mutagoes no gene histidina-
-deficiente. O teste foi melhorado na sua sensibilidade pelo desenvolvimento de estirpes com niveis de
lipopolissacaridos de membrana reduzidos (rfa) aumentando a permeabilidade membrandria aos xeno-
bidticos a testar.

Mas talvez o grande desenvolvimento foi o associar as placas de teste extractos de microssomas de
figado de rato, permitindo a metabolizacao de xenobidticos nao directamente reactivos face a DNA. Os
microssomas formam-se a partir de reticulo endoplasmético pela homogeneizacao do tecido hepético e
separagao/ purificacao por centrifugacao a 9000 g, de onde também a designagao de fragao S9. O reticulo
é rico em citocromos P450 ou CYP, que constituem o principal sistema de metabolizagao de xenobidticos
potencialmente cancerigenos, constituindo a denominada Fase I de metabolismo de pré-cancerigenos
que origina formas electrofilicas; a que se seguem reacc¢oes de conjugagao (catalizadas, nomeadamente,
por enzimas com actividade glutatido-transferase, ou acetil-transferase) que formam compostos suscep-
tiveis de eliminacao (ver Figura 1).
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Figura 1. Esquema das vias de metabolizagdo e accdo sobre o genoma de agentes potencialmente cancerigenos.

Occiclo de catalise pelos CYP exige uma importante enzima que é a dadora de electrdes, a citocromoP450-
-oxirreductase (ver também Figura 2):
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Figura 2. Ciclo catalitico do citocromo P450 (com base em B.Brito Palma, “Developmente of human Cytochrome P$% competent
genetoxicity test bacterial systems for high throuput screening — Functional charactarization of huma Cytochrome P45 1A2 polymor-
phic variants”. Tese, 2017).

Quatro importantes limitacdes da adi¢do de microssomas de figado de rato sdo, porém, as seguintes:

(1) ndo é linear que a formacao de metabolitos eletrofilicos extra-celularmente nos microssomas
adicionados atinja de forma sempre eficaz 0 DNA da bactéria;

(2) os CYP do figado de rato podem ter capacidade metabolizadora diversa dos CYP humanos o que
pode constituir uma dificuldade de extrapolacao;
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(3) 0s CYP de rato ndo mimetizam a enorme diversidade de polimorfismos efectivamente existentes
nos CYP humanos, os quais podem constituir substrato de explicacdo para as diferentes suscep-
tibilidades humanas;

(4) o uso de animais em medicina experimental esta hoje sujeito ao triplo principio RRR (Reduce,
Refine, Replace).

ENSAIOS COM BACTERIAS ‘HUMANIZADAS’

Pelo termo bactérias “humanizadas”, referimos aqui estirpes bacterianas para as quais transferimos,
por clonagem, plasmideos gerados por engenharia genética, contendo genes humanos de CYPs e da
reductase do citocromo P450 (CYPOR) e cuja expressao confirmamos e ainda mantendo a estequiometria
fisiologica de 1 CYPOR para 5 CYPs, deste modo mimetizando fielmente o metabolismo na célula
humana, acrescendo que nao se pde o problema potencial de transferéncia dos metabolitos electrofilicos
através da membrana e ainda contribui para o principio RRR.

Genericamente, o sistema € bi-plasmidico, contendo num dos plasmideos o gene CYPOR humano e
uma fusdo entre o gene sulA do sistema de reparagao errénea SOS (que permite aumentar a sensibilidade
de resposta) e o gene gfp (sulA::gfp) que permite a deteccao de resposta por fluorescéncia da GFP (green
fluorescent protein); sendo o segundo plasmideo aquele em que sdo clonadas e expressas as isoformas de
CYPs humanos. Cada estirpe foi transfectada com o plasmideo indutivel de resposta SOS contendo o
gene GFP (estirpe I), ou o plasmideo constitutivo de GFP (estipe C), ou ainda o plasmideo-controlo sem
o gene gfp (estirpe B).

O sistema, permite testar com diferentes isoformas de cada CYP, consentindo, assim, analisar o
papel de polimorfismos génicos de diferentes CYPs e possivel explicacao da questao da susceptibi-
lidade a cancro, uma vez que s6 cerca 30% embora tendencialmente 50% dos seres humanos tém
cancro durante o seu tempo de vida e em condigOes genericamente idénticas de exposigdo ambien-
tal. Ou seja, pode admitir-se que haja isoformas das enzimas de biotransformagdo de agentes qui-
micos potencialmente cancerigenos que ditem diferentes niveis de formagao de produtos reactivos
electrofilicos e susceptiveis de reagirem com nucledfilos no DNA gerando potenciais mutagdes
iniciadoras do processo de cancerigénese. Nestes mecanismos de susceptibilidade, ha evidentemente
que juntar os devidos a enzimas de reparacao de DNA e enzimas de conjugacao (Fase II). Este aspecto
ja o analisdmos antes de forma mais detalhada (10). Certo é, porém, que o problema da cancerigénese
e o ‘éxito tumoral’ ndo podem reduzir-se a estas fases iniciais da cancerigénese: importantes sao
por exemplo a EMT (epihtelial mesenchimal transition) que permite as células epiteliais iniciais do
tumor (e cerca de 90% dos cancros humanos sao carcinomas!) adquirir caracteristicas mesenquima-
tosas e facilitadoras da mobilidade e metastizacdo. A EMT hé que juntar o papel do micro-ambiente
tumoral ou a formagao do nicho de metastizagdao. Ora, nenhum destes aspectos é coberto pela
deteccdo e diagndstico de agentes cancerigenos que constituem apenas a(s) fase(s) inicial(ais) do
processo.

No seu todo, desenvolvemos quatro estirpes-tipo: (a) duas de Salmonella typhimurium (TA 1535 e
TA100 isogénicas para 0 DNA cromossémico, excepto que TA100 possui anda um plasmideo mutador,
o pKM101) e (b) duas de Escherichia coli (FP401 e PD301, isogénicas excepto para o facto de PD301 possuir

291



MEMORIAS DA ACADEMIA DAS CIENCIAS DE LISBOA

também mutagbes nos genes ada e 0gt que aumentam a sensibilidade a agentes alquilantes por défice de
reparacao da respectiva lesdao no DNA).
A resposta é medida pela equagao:

_ /U )
e/ (fE—1%)

em que, representam as unidades de fluorescéncia medidas para as concentragoes x e 0 de cada composto

|

a testar para cada uma das estirpes de teste (I), de controlo (C) e de branco (B), como acima referido, e F,
o factor de inducao.

As poténcias de lesao do DNA sao avaliadas pelo SOSIP (SOS induction potency), calculado como o
declive da parte linear da curva dose-resposta (ver Figura 3), representando a poténcia molar de cada
composto na inducao de GFP pelo gene sulA.

Para oito variantes génicas polimérficas nao-sinénimas do CYP1A2 contruimos estirpes que permitem
avaliar o papel dos respectivos polimorfismos na bioactiva¢ao de pré-cancerigenos.

A familia CYP1A constitui uma das mais representativas na catalise de activagao de pré-cancerigenos,
tais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas heterociclicas e nitroso-aminas e representa
cerca de 17% da bioactivacao de todos os pré-cancerigenos.

O CYP1A2 é ainda responsavel pela metabolizagdo de cerca de 15% dos farmacos humanos, entre os
quais a clozapina, a lidocaina, a fenacetina, ou o propanolol.

A Figura 3 apresenta um exemplo de resposta do 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ) em
estirpe PD301 de E. coli contendo o plasmideo com CYP1A2. O IQ é um produto de pirdlise abundante
em alimentos sujeitos a temperaturas de preparacao alimentar elevadas, como grelhados.
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Figura 3. Exemplo de resposta do 2 -amino -3 -methylimidazo[4,5 -f]quinoline (IQ) em estirpe PD301 de E. coli contendo o plasmideo
com tempos de incubagao de 120 min. e 90 min.
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Para o tratamento dos dados e atento o grande volume destes (4 estirpes, 8 variantes polimérficas, 8
pro-cancerigenos), recorremos a analise multi-variada (11), que permitiu verificar que duas das variantes
polimorficas testadas apresentam diferencas muito significativas de capacidade de catalise face ao tipo
selvagem: a T83M (treonina para metionina na posicao 83) e a G299S (glicina para serina na posicao 299)
(ver Figura 4).

4

wt CYP1A2 ®
B 5

0 ( ] — e |

67

92

Principal component 2
N

-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

Principal component 1

Figura 4. Andlie multivarida para caracterizacdo de polimorfismos de CYP1A2.

Este sistema permite a avaliacao fidedigna de lesio de DNA por agentes do meio aos quais 0 homem
possa estar exposto e que por essa genotoxicidade possam ser considerados potencialmente susceptiveis
de actividade cancerigena.

Avantagem é, além da alta eficdcia de resposta, a utilizacao de genes humanos de biotransformacao,
0s CYPs e a CYPOR, assim mimetizando as reacgdes relevantes no homem, a que acresce o facto de ser
um sistema bi-plasmidico em que podem ser clonadas variantes polimérficas humanas cuja frequéncia
alélica seja significativa na espécie humana e, assim, consentir uma presuncao de susceptibilidade (12,
13, 14).

(COMUNICACAO APRESENTADA A CLASSE DE CIENCIAS
NA SESSAO DE 19 DE JULHO DE 2018)
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