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RESUMO

Os quimioterapicos a base de platina sdo amplamente utilizados no tratamento de varios tipos
de céancer. A ligacdo destes compostos ao DNA é considerada o passo critico para a sua
atividade antitumoral, mas também € indicativo de um risco para 0s pacientes devido ao seu
potencial mutagénico. Atualmente, apenas trés farmacos a base de platina estéo liberados pela
Anvisa para uso clinico no Brasil: cisplatina (CIS), carboplatina (CARB) e oxaliplatina
(OXA). O presente estudo avaliou esta atividade através do teste para detec¢do de mutagdo e
recombinacdo em células somaticas (SMART) de Drosophila melanogaster. Os resultados
obtidos mostram que a CIS e a CARB aumentaram a frequéncia de danos genéticos em todas
as concentragOes utilizadas (0,006, 0,012, 0,025 e 0,05 mM), com excecdo da CARB na
concentracdo de 0,006 mM, apresentando uma evidente relacdo dose-efeito. Adicionalmente,
foi possivel observar que a CIS apresentou frequéncia de danos cerca de 10x maior que a
CARB, além de ter aumentado a frequéncia de manchas gémeas, indicando a ocorréncia de
recombinacdo somatica. Ao contrario destes compostos, os resultados encontrados com a
OXA mostram que este quimioterapico ndo induziu danos genéticos em concentracdes que
variaram de 0,006 a 0,5 mM. Desta forma, somados aos dados descritos na literatura, os
resultados do presente trabalho indicam haver diferencas importantes no padrdo de inducgéo de
lesGes genéticas e também em relacdo aos mecanismos de reparacdo do DNA envolvidos na
correcédo destes danos.
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INTRODUCAO

Muitos compostos sdo utilizados na quimioterapia oncolégica, a maioria deles tem
como mecanismo de ac¢do a interacdo com o DNA, como os analogos das bases nitrogenadas,
agentes intercalantes e os agentes alquilantes. Os agentes alquilantes sdo 0s mais antigos e um
dos grupos de farmacos mais utilizados. A citotoxicidade destes compostos ocorre quando ha
formacdo de ligacOes covalentes com o DNA, interferindo na replicagdo e/ou transcrigéo,
processos essenciais para a divisdo celular. Dentre os agentes alquilantes, os quimioterapicos
a base de platina sdo amplamente utilizados no tratamento de vérios tipos de cancer
(BOWDEN, 2014).

O mecanismo de acgdo antitumoral dos complexos de platina envolve o bloqueio do
ciclo celular na fase G2, podendo desencadear a morte da célula. A ligacdo destes compostos
ao DNA ¢ considerada o passo critico para a sua atividade antitumoral, mas também é
indicativo de um risco para o hospedeiro devido ao seu potencial genotéxico. Além disso, a
interacdo direta e indireta de compostos a base de platina com proteinas, RNA e enzimas
contribui para a complexidade do mecanismo de apoptose envolvido no efeito antitumoral
(BECKER; WEISS; THEILE, 2014).
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OBJETIVO

Ao considerarmos a escassez de informacdes referentes a atividade mutagénica da
oxaliplatina, somada a auséncia de dados referentes a atividade recombinogénica dos
derivados da platina, o presente trabalho avaliou a toxicidade genética dos quimioterapicos
cisplatina, carboplatina e oxaliplatina atraves do teste para a Deteccdo de Mutacdo e
Recombinagdo Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster.

METODOLOGIA

O Teste SMART de asa baseia-se na identificacdo de cerdas com fenotipos mutantes
que representam a expressdo fenotipica da ocorréncia de lesdes em nivel de DNA. Tais
alteracdes sdo primordialmente induzidas nas células dos discos imaginais que, por inimeras
divisdes mitoticas, dardo origem as asas dos adultos com suas cerdas. Os tricomas mutantes
organizam-se em manchas, com fendtipos caracteristicos, que indicam a ocorréncia de
eventos genéticos relacionados com muta¢fes pontuais, aberragdes cromossémicas e
rearranjos estruturais devidos a recombinacdo mitotica. Para maiores detalhes sobre o teste
SMART ver Andrade; Reguly; Lehmann (2004).

Foram utilizadas, no minimo, quatro concentra¢es dos compostos, definidas a partir
da avaliacdo do indice de sobrevivéncia. Para a avaliacdo toxico-genética utilizou-se
concentracdes que apresentaram indice de sobrevivéncia de no minimo 70%.

As frequéncias de manchas obtidas nos tratamentos com as diferentes concentragdes
dos farmacos foram comparadas com o controle negativo. Para tanto, foi utilizado o teste
binomial condicional de Kastembaum e Bowman, seguindo o procedimento de decisfes
multiplas de acordo com Frei e Wiirgler (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados parciais obtidos referentes a toxicidade-genética mostram que a CIS e a
CARB aumentaram a frequéncia de danos genéticos em todas as concentracdes utilizadas,
apresentando uma evidente relacdo dose-efeito. O aumento verificado ocorreu em todos 0s
tipos de manchas, incluindo as manchas gémeas, indicando que estes farmacos induzem
lesbes genéticas originadas também por recombinacdo somatica. Entretanto, € possivel
observar que a CIS apresenta frequéncia de danos cerca de 10x maior que a CARB,
evidenciando assim um maior efeito mutagénico deste farmaco (Tabela 1).

Ao contrario destes compostos, o0s resultados encontrados com a OXA mostram que
este farmaco nao foi capaz de induzir danos genéticos no teste SMART em concentracdes que
variaram de 0,006 a 0,5 mM (Tabela 1). Foi utilizada uma maior amplitude de concentracdes,
pois este farmaco além de ter sido menos téxico que a CIS, ndo apresentou atividade
mutagénica nas concentragdes nas quais CIS e CARB mostraram este potencial.

Os farmacos CIS e CARB sdo descritos na literatura como potentes mutagenos tendo
sido avaliados em bioensaios in vivo e in vitro. Neste sentido, a cisplatina foi capaz de induzir
trocas entre cromatides irmas (TCIs), aberracGes cromossdmicas e aumentar a frequéncia de
micronucleos quando avaliada em cultura de linfocitos humanos, células da medula 6ssea e
sangue periférico de camundongos e ratos (KOSMINDER et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2009; RJIBA-TOUATI et al.,, 2012; SERPELONI et al., 2013). Este farmaco e a
carboplatina, quando avaliados em linfocitos humanos através do teste de micronucleos com
bloqueio de citocinese (CBMN) associado ao uso da técnica de hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH), apresentaram aumento na frequéncia de micronucleos, gerados tanto
por quebras, quanto por alteragdes cromossémicas numéricas (NERSESYAN et al., 2006).
Adicionalmente, foram descritos como indutores de mutacdo génica, quando avaliados através
do SOS-cromoteste em Escherichia coli (OVERBECK et al., 1996; GEBEL et al., 1997) e do



teste de mutac@o do gene Hprt em células de ovario de hamster chinés CHO-K1 (GEBEL et
al., 1997).

Através do teste SMART em Drosophila melanogaster, a cisplatina foi caracterizada
como mutagénica e recombinogénica (DANESI et al., 2010) além de induzir recombinacéo
mitotica em células dipldides de Aspergillus nidulans (MIYAMOTO et al., 2007). Em células
do ganglio cerebral de D. melanogaster este composto foi capaz de aumentar a frequéncia de
quebras na dupla fita de DNA (GARCIA SAR et al., 2008).

Tabela 1: Resultados obtidos no cruzamento padrdo (CP) do teste SMART apds exposi¢do
crénica de larvas de 3° estagio a diferentes concentracbes dos farmacos cisplatina e
oxaliplatina

No. de Manchas por mosca (no. de manchas) diagndstico estatistico®
moscas

Manchas simples  Manchas Manchas Total de Manchas com
Tratamentos pequenas’ simples gémeas manchas’  clones mwh®
(1-2 céls.) grandes” m=5 m=2 (n)
m=2 (>2cels.)
m=5
Controles
CN¢ 30 1,07(32) 0,27(08) 0,07(02) 1,40 (42) 40
CP° 20 6,10(122) + 0,75(15) + 0,30(06) + 7,15(143)+ 140
Cisplatina (mM)
0,006 30 3,40(102) + 1,03(31) + 047(14) + 4,90 (147) + 144
0,012 30 553(166) + 1,93(58) + 0,77(23) + 8,23 (247) + 242
0,025 30 14,47 (434) + 4,53(136) + 1,43(43) + 20,43(613) + 607
0,05 30 26,20(786) + 13,13(394) + 5,17(155) + 44,50 (1335) + 1315
Carboplatina (mM)
0,006 30 1,77(53) + 0,13(04) - 0,00(00) - 1,90 (57) - 57
0,012 30 1,96 (57) + 0,27 (06) - 0,03(01) - 2,20 (66) + 66
0,025 30 1,93(58) + 0,27(08) - 0,07(02) - 2,27 (68) + 68
0,05 30 3,77 (113) + 0,20 (06) - 0,03(01) - 4,00 (120) + 120
Oxaliplatina (mM)
0,006 30 0,97 (29) - 0,00 (00) - 0,07(02) i 1,03(31) - 31
0,012 30 1,00(30) - 0,07 (02) - 0,03(01) - 1,10 (33) - 33
0,025 30 1,43(43) i 0,20 (06) - 0,07(02) - 1,70 (51) - 50
0,05 30 1,17 (35) - 0,03(01) - 0,00(00) - 1,20 (36) - 35
01 30 1,40 (42) - 0,10(03) - 0,00(00) - 1,50 (45) - 45
0,2 30 1,33(40) - 0,10(03) - 0,03(01) - 1,47 (44) - 43
05 30 0,93(28) - 0,30 (09) - 0,03(01) - 1,27 (38) - 38

®Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; —, negativo; i, inconclusivo, P < 0,05.
®Incluindo manchas simples flr® raras. “Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das
manchas gémeas. “CN: controle negativo, 4gua destilada e deionizada; °CP: controle positivo, uretano 20 mM.

A carboplatina quando avaliada in vitro em linfocitos humanos induziu aumentos
significativos de TCls, aberragcbes cromossémicas e micronucleos, assim como aumentou a
frequéncia de aberragdes cromossdmicas em células CHO (CID; MUDRY; LARRIPA, 1995).
Resultados semelhantes foram encontrados em outro estudo com linfdocitos humanos, onde a
carboplatina promoveu aumentos significativos de TCIs e aberragdes cromossémicas in vitro
e in vivo (SHINKAY; SAIJO; EGUCHI, 1988). Adicionalmente, quando avaliado em células
de tumor ascitico de Ehrlich, este farmaco induziu aumento dose-dependente na frequéncia de
micronucleos (QUINTANA et al., 1994). Também em camundongos tratados com trés



injecOes intraperitoneais de carboplatina durante cinco dias consecutivos, foi observado
aumento dose-dependente na frequéncia de micronicleos em eritrocitos da medula déssea
(QUITA et al., 2012).

No que se refere a oxaliplatina, existem poucos estudos descritos acerca de suas
propriedades mutagénicas. Almeida et al. (2006) utilizaram a versdo alcalina do teste cometa
em células da linhagem tumoral H460 para medir a formacdo de pontes no DNA pelos
agentes oxaliplatina e cisplatina, assim como estudar a cinética de reparacdo destes danos.
Adicionalmente, os autores investigaram através deste mesmo bioensaio os adutos induzidos
no DNA dos linfécitos de pacientes submetidos a quimioterapia com a oxaliplatina. Os
autores concluiram que a cisplatina induziu maior quantidade de adutos se comparada a
oxaliplatina in vitro, utilizando as mesmas concentracdes, e que houve diferencas na
eficiéncia de reparacéo dos danos induzidos. Da mesma forma, estes farmacos foram capazes
de induzir lesdes em linfacitos in vivo, apresentando diferencas na formacdo de pontes e no
reparo destas lesdes (KRUGER et al., 2015). Também utilizando a verséo alcalina do teste
cometa, porem em ceélulas de cancer colorretal HCT116, Pang et al. (2007) observaram que
apenas a oxaliplatina e a carboplatina foram capazes de induzir lesdes no DNA, ao contrério
da cisplatina que mostrou-se nao-genotoxica. Esta diferenca encontrada sugere padrdes
distintos de inducdo de danos no DNA entre estes farmacos.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que os farmacos CIS, CARB e
OXA apresentam comportamentos distintos no que se refere a atividade mutagénica.
Enquanto a CIS e CARB mostram-se potentes indutores de danos genéticos, a OXA, em
concentracdes iguais e até 10x superiores, ndo foi capaz de induzir lesbes no material
genético. Desta forma, somados aos dados descritos na literatura, os resultados do presente
trabalho indicam haver diferencas importantes no padrdo de inducdo de lesGes genéticas e
também em relacdo aos mecanismos de reparacdo do DNA envolvidos na correcdo destes
danos.
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