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RESUMO

A maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma ndo-especifica, lesando tanto
células malignas quanto normais, resultando em diferentes efeitos colaterais. Muitos
compostos tem como mecanismo de acdo a interacdo com o DNA, como os analogos das
bases nitrogenadas, agentes intercalantes e os agentes alquilantes. Dentre 0s agentes
alquilantes, os quimioterapicos a base de platina sdo amplamente utilizados no tratamento de
varios tipos de cancer, e apenas cisplatina (CIS), carboplatina (CARB) e oxaliplatina (OXA)
estdo sendo comercializados. Ao considerarmos a escassez de informacgfes referentes a
atividade toxico-genetica da oxaliplatina, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade mutagénica da CIS (0,006; 0,012; 0,025 e 0,05 mM), CARB (0,1; 0,2; 0,5 e 1 mM)
e OXA (0,1; 0,2; 0,5; 1 e 2 mM) através do teste para deteccdo de mutacdo e recombinagédo
em células somaticas de D.melanogaster (teste SMART). Foi utilizado o cruzamento
aprimorado, que apresenta niveis aumentados de enzimas de metabolizacéo do tipo citocromo
P450 (CYP450). Os resultados obtidos até o presente momento mostram que todos 0s
farmacos foram capazes de induzir lesbes no material genético em todas as concentracGes
avaliadas. Os dados deste estudo somados a outra investigacéo, na qual estes farmacos foram
avaliados no cruzamento padrdo do teste SMART, que diferentemente do cruzamento
aprimorado apresenta niveis normais de CYP450, mostram que a OXA apresentou atividade
mutagénica apenas na presenca de altos niveis destas enzimas. Desta forma, pode-se
caracterizar este farmaco como um agente mutagénico de acdo indireta, cujos metabolitos
apresentam a capacidade de lesar a molécula de DNA.
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INTRODUCAO

A quimioterapia quando aplicada ao cancer é chamada de quimioterapia antineoplasica
ou quimioterapia antiblastica (INCA, 2016). Quando usada como terapia adjuvante apos a
cirurgia e a radioterapia, a quimioterapia prolonga o tempo de progressdo da doenca e a média
de sobrevivéncia, embora muitos quimioterapicos ndo induzam respostas satisfatorias nesses
casos. Os farmacos utilizados no tratamento do céncer interferem nos mecanismos de
sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo celulares. Na década de 1960, a descoberta da agédo
citostatica da cis-diaminodicloroplatina(ll), também conhecida como cisplatina ou cis-DDP,
possibilitou o inicio das investigacfes sobre o potencial antineoplasico deste agente, que mais
tarde conduziram a aprovacdo do seu uso terapéutico, isoladamente ou em combinacdo com
outros farmacos, sendo atualmente utilizado para o tratamento dos tumores de bexiga, ovario,
cabeca e pescoco, testiculo e pulmdo. Apesar da sua ampla utilizacdo, a administracdo deste
composto estd associada a efeitos colaterais envolvendo toxicidade severa, bem como o
aparecimento de resisténcia em varios tipos de cancer. Neste sentido, um grande niimero de
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compostos derivados da platina, similares a cisplatina, foram desenvolvidos e avaliados
clinicamente. Entretanto, apenas dois destes agentes, a carboplatina e a oxaliplatina, foram
aprovadas para uso clinico (Harper et al., 2010). Embora apresentem algumas vantagens em
relacdo a cisplatina, os problemas associados a efeitos-colaterais e resisténcia ainda persistem.
Apesar disto, os derivados de platina continuam sendo utilizados no tratamento de 50 a 70%
dos pacientes com cancer (Theiner et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade mutagénica dos farmacos cisplatina
(CIS), carboplatina (CARB) e oxaliplatina (OXA) em D. melanogaster através do teste para
deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART), utilizando o cruzamento
aprimorado, que possui expressdo aumentada de enzimas de metabolizacéo do tipo citocromo
P450.

METODOLOGIA

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

Apos a eclosdo das moscas, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram retiradas,
colocadas em laminas de vidro e analisadas em microscopio éptico com aumento de 400 Xx.

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 concentracdes 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 concentragdes que apresentaram indice
de sobrevivéncia de no minimo 70%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados parciais obtidos referentes a toxicidade-genética com o cruzamento
aprimorado do teste SMART mostram que os trés farmacos aumentaram a frequéncia de
danos genéticos em todas as concentracdes utilizadas, entretanto apenas a CIS e CARB
apresentaram relacdo dose-efeito (Tabela 1).

Quando comparamos os resultados do cruzamento aprimorado com os dados prévios
obtidos com o cruzamento padrdo, que apresenta niveis basais de enzimas de metabolizacdo
CYP450, observa-se que a CIS e a CARB apresentam resultados similares, mostrando que
ndo ha interferéncia destas enzimas sobre a atividade genotodxica. Entretanto, para a OXA,
enquanto os resultados obtidos com o cruzamento padrdo indicaram auséncia de toxicidade
genética, no cruzamento aprimorado este farmaco mostrou-se genotéxico, evidenciando a
bioativacdo do mesmo pelas enzimas CYP450.

Enquanto a CIS e a CARB ja sdo amplamente descritas como potentes mutagenos,
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 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 o0s 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 comparado a oxaliplatina in vitro,
utilizando as mesmas concentracoes, e que houve diferengas na eficiéncia de reparagdo dos
danos induzidos. Da mesma forma, estes farmacos foram capazes de induzir lesdes em
linfécitos in vivo, apresentando diferencas na formacgdo de pontes e no reparo destas lesdes.
Também utilizando a verséao 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 lesdes no DNA, ao contrario da cisplatina que mostrou-se ndo-genotoxica.
Esta diferenca encontrada sugere padrdes distintos de inducdo de danos no DNA entre estes
farmacos.

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento aprimorado
apos exposi¢do cronica de larvas de 3° estagio a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina

Genoétipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. Estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

(mM) (N) (1-2 céls)e (>2 céls)> mwhe

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3

Controle negativo 30 1,63(49) 0,17 (05) 0,07 (02) 1,87(56) 55
Uretano 20 mM 30 25,63(769) + 4,37 (131)+ 1,60 (48)+ 31,60(948) + 937
CIS 0.006 mM 50 5,22(261) + 1,08 (54)+ 0,20 (10)i 6,50(325) + 325
CIS0.012 mM 50 9,28(464) + 2,16  (108)+ 0,54 (27)+ 11,98(599) + 599
CIS 0.025 mM 30 9,93(298) + 2,27 (68)+ 0,60 (18)+ 12,80(384) + 383
CIS 0.05 mM 42 13,19(554) + 574  (241)+ 1,57 (66)+ 20,50(861) + 861
CARB 0.05 mM 30 5,80(174) + 0,90 (27)+ 0,07 (02)i 6,77(203) + 203
CARB 0.1 mM 29 8,48(246) + 0,86 (25)+ 0,07 (02)i 9,41(273) + 273
CARB0.2 mM 30 17,50(525) + 1,03 (31)+ 0,13 (04)i 18,67(560) + 560
CARB 0.5 mM 35 43,63(1527)+ 2,94  (103)+ 0,06 (02)i 46,63(1632) + 1632
CARB 1 mM 30 76,70(2301)+ 6,93  (208)+ 0,20 (06)i 83,83(2515) + 2515
OXA0.1 mM 30 4,07(122) + 0,63 (19)+ 0,03 (01)i 4,73(142) + 142
OXA0.2 mM 25 4,52(113) + 0,68 (17)+ 0,08 (02)i 5,28(132) + 132
OXA0.5 mM 40 3,78(151) + 0,40 (16)i 0,00 (00)i 4,18(167) + 167
OXA1lmM 40 3,15(126) + 0,28 (11)i 0,03 (01)i 3,45(138) + 138
OXA2 mM 20 6,10(122) + 0,50 (10)+ 0,15 (03)i 6,75(135) + 135

MSP: manchas simples pequenas, MSG: manchas simples grandes, MG: manchas gémeas, TM: total de
manchas.’Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negatlvos Niveis de significancia a = b = 0,05. bInclumdo
manchas simples flr3 raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. “Apenas
manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador
TM3 n&o contém o gene mutante flr’.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo somados a estudos prévios 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 tanto no cruzamento padrdo quanto no aprimorado, a OXA, nédo foi capaz de induzir
lesbes no material genético quando utilizado o cruzamento padrdo, porém mostrou-se
genotoxico no cruzamento aprimorado. Desta forma, somados aos dados descritos na
literatura, os resultados do presente trabalho indicam haver diferencas importantes no padréo
de inducdo de lesBes genéticas, nos mecanismos de reparacdo do DNA envolvidos na
correcdo destes danos e nos aspectos relacionados a interacdo com as enzimas CYP450.
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