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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 agdo a interacdo com o DNA, como os analogos das bases nitrogenadas,
agentes intercalantes e o0s agentes alquilantes. Dentre o0s agentes alquilantes, 0s
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 informacdes referentes a atividade toxico-
genética 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; 0,5e 1 mM) e OXA (0,1;0,2; 0,5 e
1 mM) através do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo em células somaticas de
D.melanogaster (teste SMART). Foram utilizados os cruzamentos padréo e aprimorado, que
apresenta niveis basais e aumentados de enzimas de metaboliza¢do do tipo citocromo P450
(CYP450), respectivamente. Os resultados mostram que a CIS e CARB foram capazes de
induzir lesGes no material genético em todas as concentracdes avaliadas em ambos os
cruzamentos enquanto a OXA apresentou atividade mutagénica apenas no cruzamento
aprimorado na concentracdo de 0,5 mM. Nas demais concentra¢des e no cruzamento padrdo a
OXA ndo foi capaz de induzir lesbes no material genéetico. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os dois cruzamentos no que se refere a acdo mutagénica da CIS e CARB,
porém as enzimas CYP450 podem estar influenciando a atividade mutagénica da OXA.
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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 progressao 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, proliferagdo e migracdo celulares. Na década de 1960, a descoberta da acéo
citostatica da cis-diaminodicloroplatina(ll), também conhecida como cisplatina ou cis-DDP,
possibilitou o inicio das investigacdes sobre o potencial antineoplésico deste agente, que mais
tarde conduziram a aprovacao do seu uso terapéutico, isoladamente ou em combinagdo com
outros farmacos, sendo atualmente utilizado para o tratamento dos tumores de bexiga, ovario,
cabeca e pescoco, testiculo e pulméo. Apesar da sua ampla utilizacdo, a administracdo deste
composto estd associada a efeitos colaterais envolvendo toxicidade severa, bem como o
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aparecimento de resisténcia em varios tipos de cancer. Neste sentido, um grande nimero de
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 mutacao e recombinacdo somatica (SMART), utilizando os cruzamentos padréo e
aprimorado, que possuem expressdo normal e aumentada de enzimas de metabolizagcdo do
tipo citocromo P450 (CYP450), respectivamente.

METODOLOGIA

Neste estudo foi empregado o teste SMART de acordo com o descrito em Andrade et
al. (2004). Foram utilizados os cruzamentos: (i) padrdo, com fémeas de D. melanogaster da
linhagem flr® e, (ii) aprimorado, com fémeas ORR;flr®, ambas cruzadas com machos da
linhagem mwh. As larvas coletadas do meio de ovoposi¢do 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 concentragbes dos
farmacos. Apds a eclosdo das moscas, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram
retiradas, colocadas em laminas de vidro e analisadas em microscépio Optico 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 decisbes multiplas de acordo
com Frei e Wiirgler (1988). As concentragdes utilizadas foram definidas a partir da avaliagcéo
do indice de sobrevivéncia. Para tanto, colocou-se 100 larvas em cada tubo de tratamento,
com o objetivo de estabelecer as porcentagens de sobrevivéncia ap6s a contagem das moscas
adultas eclodidas. Para a avaliagdo toxico-genética utilizou-se concentragcbes que
apresentaram indice de sobrevivéncia de no minimo 70%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos referentes a toxicidade-genética dos farmacos CIS e CARB,
mostram que ambos foram capazes de induzir alta frequéncia de danos no DNA nos dois
cruzamentos utilizados e apresentaram uma clara relagdo dose-efeito (Tabela 1 e 2).

Quando comparamos os resultados do cruzamento aprimorado (Tabela 2) com 0s
dados obtidos com o cruzamento padrao (Tabela 1), 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 genotoxica. Entretanto,
para a OXA, enquanto os resultados obtidos com o cruzamento padréo indicaram auséncia de
toxicidade genética, no cruzamento aprimorado este farmaco mostrou-se genotoxico, apenas
na concentracdo de 0,5 mM, o que pode indicar uma possivel participacdo das enzimas
CYP450 na metabolizacdo deste farmaco.

Enguanto a CIS e a CARB sdo amplamente descritas como potentes mutagenos, no
que se refere a OXA, existem poucos estudos descritos acerca de suas propriedades
mutagénicas. Almeida et al. (2006) utilizaram a verséo alcalina do teste cometa em células da
linhagem tumoral H460 para medir a formacao de pontes no DNA pelos agentes oxaliplatina
e cisplatina, assim como estudar a cinética de reparacdo destes danos. Adicionalmente os
autores investigaram atraveés deste mesmo bioensaio os adutos induzidos no DNA dos
linfdcitos de pacientes submetidos a quimioterapia com a OXA. Os autores concluiram que a
CIS induziu maior quantidade de adutos se comparado a OXA in vitro, utilizando as mesmas



concentracOes, e que houve diferencas na eficiéncia de reparacdo dos danos induzidos. Da
mesma forma, estes farmacos foram capazes de induzir lesdes em linfocitos in vivo,
apresentando diferencas na formacéo de pontes e no reparo destas lesbes. Também utilizando
a versdo alcalina do teste cometa, porém em células de cancer colorretal HCT116, Pang et al.
(2007) observaram que apenas a OXA e a CARB foram capazes de induzir leses no DNA,
ao contrario da cisplatina que mostrou-se nao-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 padréo
apos exposi¢do cronica de larvas de 3° estagio a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina
Manchas por mosca ( n° de manchas ) diagndstico estatistico®

Gendtipos e mosca Manchas simples Manchas simples Total de
concentracdes S pequenas grandes Manchas gémeas® Total de manchas manchas
(N) (1-2 céls)P (>2 céls)" mwh?
m =2 m=5 m=5 m =2 (n)
mwh/flr ®
Controle negativo 60 1,47 (88) 0,18 (11) 0,07 (04) 1,72 (103) 101
Uretano 20 mM 60 9,17 (550) + 1,53 (92) + 0,28 (17) + 10,98 (659) + 652
CIS 0.006 mM 50 3,00 (150) + 1,04 (52) + 0,36 (18) + 4,40 (220) + 217
C1S0.012 mM 50 4,96 (248) + 1,82 (91) + 0,62 (31) + 7,40 (370) + 363
CIS 0.025 mM 50 12,66 (633) + 4,36 (218) + 1,56 (78) + 18,58 (929) + 920
CIS 0.05 mM 50 20,16 (1008) + 11,50 (575) + 4,40 (220) + 36,06 (1803) + 1765
CARB 0.1 mM 50 6,80 (340) + 0,48 (24) + 0,12 (06) - 7,40 (370) + 370
CARB 0.2 mM 50 11,00 (550) + 0,94 (47) + 0,10 (05) - 12,04 (602) + 601
CARB 0.5 mM 50 35,72 (1786) + 2,10 (105) + 0,26 (13) + 38,08 (1904) + 1902
CARB 1 mM 50 86,98 (4349) + 8,56 (428) + 0,32 (16) + 95,86 (4793) + 4793
OXA0.1 mM 50 2,04 (102) - 0,12 (06) - 0,00 (00) - 2,16 (108) - 108
OXA 0.2 mM 50 1,60 (80) - 0,20 (10) - 0,02 (01) - 1,82 (91) - 90
OXA 0,5 mM 50 1,42 (71) - 0,30 (15) - 0,08 (04) - 1,80 (90) - 90
OXA1mM 50 1,40 (70) - 0,08 (04) - 0,06 (03) - 1,54 (77) - 77
mwh/TM3
Controle negativo 40 1,90 (76) 0,35 (14) 2,25 (90) 90
CIS 0.006 mM 40 3,03 (121) + 0,65 (26) + 3,68 (147) + 147
CIS 0.012 mM 40 3,30 (132) + 0,85 (34) + 4,15 (166)  + 166
CIS 0.025 mM 40 7,08 (283) + 1,48 (59) + 8,55 (342) + 342
CIS 0.05 mM 40 11,45 (458) + 2,68 (107) + 14,13 (565) + 565
CARB 0.1 mM 40 555 (222) + 0,40 (16) - 595 (238) + 238
CARB 0.2 mM 40 9,13 (365) + 0,50 (20) - 9,63 (385) + 385
CARB 0.5 mM 40 30,45 (1218) + 1,83 (73) + 32,28 (1291) + 1291
CARB 1 mM 40 69,08 (2763) + 6,25 (250) + 75,33 (3013) + 3013

Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo, quando comparado ao controle negativo (adgua
deionizada e destilada), m, fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b
= 0,05. "Incluindo manchas simples fIr® raras. “Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3,
j& que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr®. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para
as manchas gémeas.

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, nao 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 diferengas 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.



Tabela 2: 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

Manchas por mosca ( n° de manchas ) diagnéstico estatistico®

Genotipos e N° de Manchas simples Manchas simples Total de
concentragoes moscas pequenas grandes Manchas gémeas® Total de manchas manchas
(N) (1-2 céls)" (>2 céls)" nwh®
m=2 m =5 m =5 m =2 (n)
mwhiflr
Controle negativo 60 2,43 (146) 0,42 (25) 0,08 (05) 2,93 (176) 175
Uretano 20 mM 40 31,38 (1255) + 9,90 (396) + 1,98 (79) + 43,25 (1730) + 1712
CIS 0.006 mM 50 522 (261) + 1,08 (54) + 0,20 (10) - 6,50 (325) + 324
CIS 0.012 mM 50 9,28 (464) + 2,16 (108) + 054 (27) + 11,98 (599)  + 594
CIS 0.025 mM 50 21,48 (1074) + 4,94 (247) + 0,76 (38) + 27,18 (1359) + 1348
CIS 0.05 mM 48 22,52 (1081) + 8,52 (409) + 2,35 (113) + 33,40 (1603) + 1594
CARB 0.1 mM 50 8,24 (412) + 0,76 (38) + 0,10 (05) - 9,10 (455) + 460
CARB 0.2 mM 50 17,48 (874) + 0,90 (45) + 0,10 (05) - 18,48 (924)  + 924
CARB 0.5 mM 50 41,18 (2059) + 3,02 (151) + 0,08 (04) - 44,28 (2214) + 2210
CARB 1 mM 50 83,44 (4172) + 9,12 (456) + 0,16 (08) - 92,72 (4636) + 4632
OXA0.1mM 50 3,00 (150) - 0,48 (24) - 0,04 (02) - 352 (176) - 176
OXA0.2mM 50 3,10 (155) - 0,50 (25) - 0,02 (01) - 3,62 (181) - 181
OXA 0.5 mM 50 3,64 (182) + 0,36 (18) - 0,00 (00) - 4,00 (200) + 200
OXA1lmM 50 3,06 (153) - 0,26 (13) - 0,02 (01) - 3,34 (167) - 138
mwh/TM3
Controle negativo 40 3,20 (128) 0,43 (17) d 3,63 (145) 145
CIS 0.006 mM 40 3,33 (133) - 0,83 (33) + 4,15 (166) - 166
CIS$ 0.012 mM 40 5,68 (227) + 1,18 (47) + 6,85 274) + 274
CIS 0.025 mM 40 10,63 (425) + 2,10 (84) + 12,73 (509)  + 509
CIS 0.05 mM 30 12,67 (380) + 2,93(88) + 15,60 (468)  + 468
CARB 0.1 mM 40 6,18 (247) + 0,70 (28) i 6,88 (275) + 275
CARB 0.2 mM 40 12,05 (482) + 1,23 (49) + 13,28 (531) + 531
CARB 0.5 mM 40 33,13 (1325) + 2,98 (119) + 36,10 (1444) + 1444
CARB 1 mM 40 63,68 (2547) + 8,98 (359) + 72,65 (2906) + 2906
OXA 0.5 mM 40 3,08 (123) - 0,73 (29) i 3,80 (152) - 152

Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo, quando comparado ao controle negativo (adgua
deionizada e destilada), m, fator de multiplicagdo para a avaliacéo de resultados significativamente negativos. Niveis de significanciaa =b
= 0,05. *Incluindo manchas simples fIr® raras. ®Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3,
ja que o cromossomo balanceador TM3 nio contém o gene mutante fr®. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para
as manchas gémeas.
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