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RESUMO

Muitos compostos sdo utilizados na quimioterapia oncoldgica, e a maioria deles tem como
mecanismo de acdo a interacdo com o DNA, como os anadlogos das bases nitrogenadas,
agentes intercalantes e o0s agentes alquilantes. Dentre o0s agentes alquilantes, os
quimioterapicos a base de platina sdo amplamente utilizados no tratamento de vérios tipos de
cancer. A ligacdo destes compostos ao DNA é considerada o0 passo critico para a sua atividade
antitumoral, mas também € indicativo de um risco para os pacientes devido ao seu potencial
mutagénico. Atualmente, apenas trés farmacos a base de platina estdo liberados pela Anvisa
para uso clinico no Brasil: cisplatina (CIS), carboplatina (CARB) e oxaliplatina (OXA). O
presente estudo avaliou a atividade mutagénicadestes trés farmacos através do teste para
deteccdo de mutagdo e recombinagdo em células somaticas (SMART) de Drosophila
melanogaster. Para tanto foi utilizado o cruzamento padréo, que apresenta niveis basais de
enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo P450. Os resultados obtidos mostram que a CIS
nas concentracdes de 0,006; 0,012; 0,025 e 0,05 mM, e a CARB, nas concentracdes de 0,1;
0,2; 0,5 e 1 mM, aumentaram a frequéncia de danos genéticos em todas as concentragcdes
utilizadas, apresentando uma evidente relacdo dose-efeito. Por outro lado, a OXA néo
apresentou atividade mutagénica nas concentracdes de 2; 1; 0,5; 0,2 e 0,1 mM. Desta forma,
os resultados apresentados neste estudo demonstram que o farmaco OXA apresenta
comportamento distinto das demais drogas no que se refere a atividade mutagénica.

Palavras chave: cisplatina; carboplatina; oxaliplatina; mutacdo; recombinacao.

INTRODUCAO

Muitos compostos sdo utilizados na quimioterapia oncoldgica, a maioria deles tem
como mecanismo de acao a interacdo com o DNA, como os andlogos 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 ligacdes covalentes com o DNA, interferindo na replicacdo e/ou transcricao,
processos essenciais para a divisdo celular. Dentre os agentes alquilantes, 0s quimioterapicos
a base de platina sdo amplamente utilizados no tratamento de varios tipos de cancer (Schmitt
et al., 2013).

O mecanismo de acdo antitumoral dos complexos de platina envolve o blogueio 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 genotoxico. 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
(Ndinguri et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade mutagénica dos farmacos cisplatina
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deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica (SMART), utilizando o cruzamento padrdo,
que possui expressao normal de enzimas citocromo P450.

METODOLOGIA

Neste estudo foi empregado o teste SMART de acordo com o descrito em Andrade et
al. (2004). Foi utilizado o cruzamento padrdo, com fémeas de D. melanogaster da linhagem
flr*e machos da linhagem mwh. As larvas coletadas do meio de ovoposicao foram submetidas
ao tratamento crénico no qual foram utilizados 0s seguintes grupos de tratamento: controle
negativo (agua destilada e deionizada); controle positivo (uretano 20 mM); diferentes
concentracdes dos farmacos.

Apds a eclosdo das moscas, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram retiradas,
colocadas em laminas de vidro e analisadas em microscopio 6ptico com aumento de 400 x.

Para a avaliacdo estatistica dos dados foi utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o procedimento de decisdes multiplas de acordo
com Frei e Wirgler (1988).

As concentracBes utilizadas foram definidas a partir da avaliagdo do indice de
sobrevivéncia. Para tanto, colocou-se 100 larvas em cada tubo de tratamento, com o objetivo
de estabelecer as porcentagens de sobrevivéncia ap0s a contagem das moscas adultas
eclodidas. Para a avaliagdo toxico-genética utilizou-se concentracdes que apresentaram indice
de sobrevivéncia de no minimo 70%.

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 concentracfes utilizadas,
apresentando uma evidente relacdo dose-efeito. O aumento verificado ocorreu em todos os
tipos de manchas, incluindo as manchas gémeas, indicando que estes farmacos induzem
lesbes genéticas originadas também por recombinacdo somatica. Entretanto, é 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).

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento padréo apds exposigéo
cronica de larvas de 3° estagio a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina

Gendtipos N.de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico®
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™
(mM) (N) (1-2 céls)® =2 céls)’
m=2 m=35 m=35 m=2

Controle negativo 60 1,48 (89) 0.23 (14) 0,07 (04) 1,78 (107)
Uretano 20 mM 60 9.17 (550) + 1.53 (92) + 028 (17)+ 1098 (659) +
CIS 0.006 mM 50 3,00 (150) + 1,04 (52) + 036 (18)+ 4.40 (220) +
CIS 0.012 mM 50 4,96 (248) + 1,82 (91) + 062 (31)+ 7,40 (370) +
CIS 0.025 mM 50 12,66 (633) + 436 (218) + 1,56 (78) + 18,58 (929) +
CIS 0.05 mM 50 20,16 (1008) + 11,50 (575) + 4,40 (220) + 36,06 (1803) +
CARB 0.1 mM 50 6,80 (340) + 048 (24) + 0,12 (06) i 7.40 (370) +
CARB 0.2 mM 50 11,00 (550) + 094 (47) + 0,10 (05)1 12,04 (602) +
CARB 0.5 mM 50 35,72 (1786) + 2,10 (105) + 0,26 (13) + 38,08 (1904) +
CARB 1 mM 50 86,98 (4349) + 8.56 (428) + 032 (16) + 95,86 (4793) +
OXA 0.1 mM 50 2,04 (102) f+ 0,12 (06) - 0,00 (00) - 2,16 (108) -
OXA 0.2 mM 50 1,60 (80) - 0.20 (10) - 0,02 (01)i 1,82 (91) -
OXA 0.5 mM 50 142 (71) - 030 (15)1 0.08 (04)1i 1,80 (90) -
OXA 1 mM 50 1,40 (70) - 0.08 (04) - 0,06 (03)i 1,54 (77) -
OXA 2 mM 20 245 (49) + 045 (09) i 005 (01)i 295(59) -

MSP: manchas simples pequenas, MSG: manchas simples grandes, MG: manchas gémeas, TM: total de manchas.
®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988), teste binominal condicional: —, negativo; i, inconclusivo,
quando comparado ao controle negativo. °Incluindo manchas simples flr® raras. “Foram considerados apenas os clones mwh
das manchas simples mwh e das manchas gémeas.



Ao contrério destes compostos, o0s resultados encontrados com a OXA mostram que
este farmaco ndo 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 concentracoes,
pois este farmaco além de ter sido menos téxico que a CIS, ndo apresentou atividade
mutagénica nas concentracdes nas quais CIS e CARB mostraram este potencial.

Os farmacos CIS e CARB séo 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), aberracbes cromossémicas 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 linfécitos humanos através do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese
(CBMN) associado ao uso da técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH),
apresentaram aumento na frequéncia de microndcleos, gerados tanto por quebras, quanto por
alteracbes cromossdmicas 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 mutacdo do gene
Hprt em células de ovario de hamster chinés CHO-K1 (Gebel et al., 1997).

No que se refere a oxaliplatina, existem poucos estudos descritos acerca de suas
propriedades mutagénicas. Almeida et al. (2006) utilizaram a versao alcalina do teste cometa
em ceélulas da linhagem tumoral H460 para medir a formagdo 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 linfocitos 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 reparacdo dos danos induzidos. Da mesma forma, estes farmacos foram capazes
de induzir lesbes em linfécitos in vivo, apresentando diferencas na formagdo de pontes e no
reparo destas lesbes (Krlger et al., 2015). Também utilizando a versdo alcalina do teste
cometa, porém em células de cancer colorretal HCT116, Pang et al. (2007) observaram que
apenas a oxaliplatina e a carboplatina foram capazes de induzir lesées no DNA, ao contrario
da cisplatina que mostrou-se ndo-genotoxica. Esta diferenca encontrada sugere padrfes
distintos de inducao de danos no DNA entre estes farmacos.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que os farmacos CIS, CARB e
OXA apresentam comportamentos distintos no que se refere a atividade mutagénica.
Enguanto a CIS e CARB mostram-se potentes indutores de danos genéticos, a OXA, em
concentracBes iguais e até 10x superiores, ndo foi capaz de induzir lesGes 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 lesdes genéticas e
também em relacdo aos mecanismos de reparacdo do DNA envolvidos na correcdo destes
danos.
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