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RESUMO

No presente estudo foi investigada a atividade mutagénica dos farmacos cisplatina (CIS) e
oxaliplatina (OXA), amplamente utilizados no tratamento do cancer. Esta investigagao foi realizada
através do teste para deteccdo de mutag@o e recombinagdo em células somaticas (SMART) de
Drosophila melanogaster. Os resultados obtidos até¢ o momento mostram que a CIS foi mais toxica
que a OXA. Enquanto a primeira apresentou valores de sobrevivéncia superiores a 70% apenas
nas concentragdes que variaram de 0,006 a 0,05 mM, a OXA mostrou indices de sobrevivéncia
superiores a 85% em todas as concentracdes avaliadas (0,006 a 1,0 mM). Adicionalmente, observou-
se que a CIS ¢ uma potente indutora de danos genéticos e a OXA néo foi capaz de induzir lesdes
no DNA. Estes dados estdo de acordo com estudos prévios que demonstram haver importantes
diferencas quanto ao nimero de lesdes induzidas e nos sistemas de reparagdo de DNA entre os
farmacos estudados.
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ABSTRACT

In the present study it was investigated the mutagenic activity of the drugs cisplatin (CIS)
and oxaliplatin (OXA), which are widely used in cancer treatment. This research was performed
using the somatic mutation and recombination test (SMART) in somatic cells of Drosophila
melanogaster. The results obtained so far show that CIS was more toxic than OXA. While the
first showed survival rates over 70% only at concentrations from 0.006 to 0.05 mM, OXA showed
survival rates over 85% in all tested concentrations (0.006 to 1 mM). Additionally, CIS was shown
to be a potent inducer of genetic damage, and OXA was not able to induce DNA lesions. These
data are consistent with previous studies that demonstrate important differences in the incidence
of induced lesions and DNA repair systems among the drugs studied.

Keywords: Cisplatin, oxaliplatin, genotoxicity, Drosophila melanogaster.
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INTRODUCAO

O cancer ¢ um importante problema de satide publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO, 2002). A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) estimou, para
0 ano 2030, 21 milhdes de novos casos de cancer € 13 milhdes de mortes. O maior efeito
desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas. No Brasil, as estimativas
para o ano de 2014, apontam a ocorréncia de aproximadamente 576.000 casos novos de
cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, refor¢cando a magnitude do problema
desta doenga no pais (INCA, 2014).

Aproximadamente em dois ter¢os dos pacientes, a neoplasia apresenta
micrometastases, sendo necessaria uma abordagem sistémica, na maioria dos casos com
o tratamento quimioterapico. A quimioterapia tem como objetivo principal a destrui¢do
das células neoplasicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma nao-especifica, sendo todos de baixo peso molecular o
que permite que sejam transmitidos através da membrana da maior parte dos tecidos,
lesando tanto células malignas quanto normais, resultando em diferentes efeitos colaterais
(HARPER et al., 2010; INCA, 2014).

Muitos compostos sdo utilizados na quimioterapia oncoldgica, a maioria deles
tem como mecanismo de acdo a interagdo com o DNA, como os analogos das bases
nitrogenadas, agentes intercalantes e os agentes alquilantes. Os agentes alquilantes sdo
os mais antigos ¢ um dos grupos de farmacos mais utilizados. A citotoxicidade destes
compostos ocorre quando ha formagdo de ligagdes covalentes com o DNA, interferindo
na replicagdo e/ou transcri¢do, processos essenciais para a divisdo celular. Dentre os
agentes alquilantes, os quimioterapicos a base de platina sdo amplamente utilizados no
tratamento de varios tipos de cancer (KESKIN et al., 2000; SCHMITT; FREZZA; DOU,
2013, BOWDEN, 2014).

O mecanismo de ac¢do antitumoral dos complexos de platina envolve o bloqueio
do ciclo celular na fase G2, podendo desencadear a morte da célula. A ligagdo destes
compostos a0 DNA ¢ considerada o passo critico para a sua atividade antitumoral, mas
também ¢ indicativo de um risco para o hospedeiro devido ao seu potencial genotoxico.
Além disso, a interacao 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 (HOSTETTER; CHAPMAN; DEROSE, 2009; NDINGURI et al.,
2009; BECKER; WEISS; THEILE, 2014).

A formagdo de adutos de DNA provoca a distor¢do na estrutura desta molécula,
incluindo alteragdes nos processos de compactagdo da dupla hélice, que impede a
replicagdo ¢ a transcrigdo, resultando assim no aumento da morte celular (apoptose) € no
bloqueio do ciclo celular na fase G2 (ALMEIDA et al., 2006; ANG; MYINT; LIPPARD,
2010). A principal via citotoxica desses compostos caracteriza-se pela formagdo de
ligagdes cruzadas intercadeias ou pontes intercadeias de DNA (ICLs), entre duas guaninas
adjacentes (GG) ou entre guanina e adenina (AG), tendo como efeito principal a inibigdo
da replicagdo do DNA (FRANCESCO; RUGGIERO; RICCARDI, 2002, DEEPA;
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KOLANDAIVEL; SENTHILKUMAR, 2013). O risco de tumores secundarios resultantes
do tratamento com estes agentes aumenta possivelmente devido aos efeitos mutagénicos
nas células normais (WU et al., 2011).

Apesar dos efeitos colaterais observados, os complexos de platina ainda so
os farmacos de escolha no tratamento de aproximadamente 50 a 70% dos pacientes
tratados com medicamentos antitumorais (HARPER et al., 2010). Atualmente, apenas
quatro drogas de platina estdo liberadas pelos o6rgaos de controle para uso clinico. Sdo
elas: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina (Figura 1) e, mais recentemente, nedaplatina,
lobaplatina e a heptaplatina, cuja comercializagdo € restrita ao Japao, China e Coréia,
respectivamente (JUNG; LIPPARD, 2007, WHEATE et al., 2010; ALI etal., 2013). Neste
sentido a oxaliplatina (OXA) apresenta algumas vantagens em relag@o a cisplatina (CIS),
sendo elas induzir menor resisténcia das células tumorais ao tratamento quimioterapico
e apresentar menos efeitos colaterais (ALI et al., 2013).

Figura 1: Estrutura quimica dos derivados de platina: cisplatina, carboplatina e oxaliplatina.
Modificado de Ang, Myint e Lippard, 2010.
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Tendo em vista a escassez de informagdes referentes a atividade mutagénica da OXA,
o presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade genética deste quimioterapico
comparado aos dados obtidos com a CIS através do teste para a Detec¢do de Mutagéo e
Recombinacao Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster.

MATERIAIS E METODOS
Agentes Quimicos

Foram utilizados os medicamentos Citoplax® (cisplatina), fabricado por Laboratorio
Quimico Farmacéutico Bergamo Ltda., Tabodo da Serra, Brasil, e Lipoxal® (oxaliplatina),
produzido por Laboratério IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina. O agente quimico
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uretano (URE, CAS n° 51-79-6), utilizado como controle positivo, foi obtido da Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA. As diferentes solu¢des foram preparadas a hora do
tratamento por dissolugdo em agua destilada e deionizada.

Teste para Detec¢io de Mutacao e Recombina¢io Somatica (SMART)

O Teste SMART de asa baseia-se na identificagdo de cerdas com fendtipos mutantes
que representam a expressdo fenotipica da ocorréncia de lesdes em nivel de DNA. Tais
alteragdes sdo primordialmente induzidas nas células dos discos imaginais que, por
inumeras divisdes mitdticas, 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 mutagdes pontuais, aberragdes
cromossomicas € rearranjos estruturais devidos a recombinag@o mitdtica. Para maiores
detalhes sobre o teste SMART ver Andrade, Reguly e Lehmann (2004).

Linhagens Utilizadas

Foram utilizadas linhagens de D. melanogaster portadoras de genes marcadores
especificos localizados no cromossomo 3, que permitem detectar a indu¢ao de mutagao
e recombinagdo em células somaticas. Tais linhagens sdo designadas como fIr¥ € mwh e
apresentam, respectivamente, as seguintes constituigdes genéticas:

o fr - flr/In(3LR)TM3,ri p* sep 1(3)89Aa bx** e Bd®
o mwh - mwh/mwh

Todos os estoques de D. melanogaster, assim como os cruzamentos, foram mantidos
em frascos de vidros de 1/4 L contendo meio de cultura padrao a 25°C +1°C e a umidade
de 60-70%.

Nesta abordagem experimental foi empregado o cruzamento padrdo, no qual foram
cruzadas fémeas virgens f* com machos mwh, originando larvas portadoras de nivel
basal de atividade metabolica dependente de citocromo P450.

Tratamentos

Os cruzamentos foram realizados em massa (80 fémeas:40 machos), durante 3 dias,
em vidros contendo meio de cultura padrdo. Apos este periodo, transferiu-se as moscas
para tubos de 1/4 L contendo meio de ovoposigdo (fermento biologico fresco, agucar e
agua), onde permaneceram por 8 h, tendo sido posteriormente descartadas. Depois de 72
h do inicio do periodo de ovoposicao, coletou-se larvas de terceiro estagio por flotagdo
em agua destilada, sendo posteriormente transferidas para tubos de plastico contendo
1,5 g de meio instantaneo (Carolina Biological Supply, Burlington, NC, EUA) onde se
adicionou 5 mL das diferentes solu¢des de tratamento.
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Empregou-se, no minimo, quatro concentragdes dos compostos, definidas a partir
da avalia¢do do indice de sobrevivéncia. Para tanto, colocou-se 100 larvas em cada tubo
de tratamento, com o objetivo de estabelecer as porcentagens de sobrevivéncia apds a
contagem das moscas adultas eclodidas. Para a avaliagdo tdxico-genética utilizou-se
concentragdes que apresentaram indice de sobrevivéncia de no minimo 70%.

Analise Microscopica

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

As asas de pelo menos 20 individuos de cada sexo foram analisadas, por ponto
de tratamento, observando-se os fendtipos das cerdas existentes nas superficies dorsal e
ventral. Estas cerdas originam-se dos discos imaginais de larvas de terceiro estagio que
foram expostas aos diferentes tratamentos. A ocorréncia - ao longo do desenvolvimento
larval - de alteragdes no material genético destas células leva ao aparecimento, nas asas
dos adultos, de manchas com os fenotipos cerdas multiplas e/ou cerdas com a base
alargada - refletindo a expressdo dos marcadores genéticos, representados pelos genes
recessivos mwh e/ou fIr?, respectivamente.

Os diferentes tipos de manchas sdo designados como simples mwh ou fir}, quando
apenas um dos marcadores se expressa, ou como manchas gémeas, quando ambos os fen6tipos
mutantes, cerdas multiplas (mwh), e base alargada (fIr’) estdo presentes dentro de uma mesma
mancha (Figura 2). Manchas simples com uma ou duas células mutantes sdo designadas
como pequenas e as demais como grandes. Sdo considerados clones independentes aqueles
separados por 3 ou mais fileiras de tricomas normais (GRAF et al., 1984).

Figura 2: Diferentes tipos de manchas e suas variagdes. a. Mancha simples pequena, com duas células ex-
pressando o fenétipo mwh. b. Mancha simples grande, com 5 células expressando o fenétipo mwh.
c¢. Mancha simples grande, com 6 células expressando o fenétipo fir®. d., e., f. Manchas gémeas,
com clones adjacentes de células expressando os dois fenétipos.
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O tipo de mancha mutante observada nas asas dos adultos trans-heterozigotos
permite a caracterizagdo de eventos genotoxicos distintos. Desta forma, manchas
simples - com os fendtipos de cerdas multiplas ou cerdas com a base alargada - podem
originar-se por:

(i) alteragéo no conteudo informacional dos genes selvagens fIr’+ ou mwh+;

(i1) delegdo de um fragmento cromossdmico contendo os marcadores selvagens
mwh* ou fir’*;

Além disso, a ocorréncia de recombinagdo simples entre os locos mwh e fir leva ao
aparecimento de manchas simples com o fendtipo cerdas multiplas, enquanto que uma
recombinagdo simples entre /77 e o centromero, seguida de uma recombinagdo simples
entre fIr° e mwh origina cerdas com a base alargada.

Portanto, as manchas simples podem originar-se tanto por eventos mutacionais
- incluindo mutagdes pontuais e aberragdes cromossdmicas - como também por
recombinagdo mitdtica. Ja as manchas gémeas, que expressam concomitantemente os
fenotipos fIr¥ e mwh, sdo produtos exclusivos de eventos recombinacionais - envolvendo
a ocorréncia de uma recombinagdo simples entre fi° e o centromero, com posterior
segregacdo de um cromossomo recombinado e um parental (GRAF et al., 1989).

Analise Estatistica

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 (1970), seguindo o
procedimento de decisdes multiplas de acordo com Frei e Wiirgler (1988).

O teste binomial condicional ¢ aplicado sobre duas hipoteses e permite a obtengado
de quatro diagnosticos estatisticos: positivo, negativo, fraco-positivo e inconclusivo. Na
hipotese nula (H,) € estabelecido que néo existe diferenca na frequéncia de manchas
induzidas nos dois grupos e na hipotese alternativa (H,) ¢ adicionado um fator
multiplicador (), onde se afirma que um dos grupos apresenta uma frequéncia de manchas
m Vezes maior ou menor que o outro.

Uma vez que as manchas simples pequenas e o total de manchas t€ém uma alta
frequéncia espontanea, o valor multiplicador m ¢ fixado em 2. Para as manchas simples
grandes e gémeas, que apresentam uma frequéncia espontanea baixa, o m ¢ estabelecido
em 5 (FREI; WURGLER, 1995; ANDRADE; REGULY; LEHMANN, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou através do teste SMART de asa em D. melanogaster
o potencial toxico-genético dos farmacos CIS e OXA utilizando o cruzamento padrao.
Inicialmente, foi realizada a avaliagdo de toxicidade dos farmacos para, posteriormente,
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definir as concentracdes a serem empregadas na avaliagdo de mutagenicidade. A partir da
andlise dos dados mostrados na Figura 3 pode-se verificar que a OXA apresentou valores
de sobrevivéncia que variaram de 86 a 94%, considerando a variagdo na concentragao
de 0,006 a 1,0 mM, a CIS apresentou valores de sobrevivéncia superiores a 70% apenas
nas concentragdes de 0,006 a 0,05 mM. Desta forma, é possivel verificar que a OXA ¢
menos toxica que seu andlogo. E possivel explicar estas diferencas na toxicidade através
de informagoes prévias obtidas na literatura que descrevem a OXA como um composto
que induz menos adutos e ligagdes cruzadas no DNA, e também ao fato de que o reparo
destes danos tem se mostrado mais eficiente (FAIVRE et al., 2003; ALMEIDA et al.,
2006; PANG et al., 2007).

Figura 3: Porcentagem de moscas nascidas vivas apds a exposigao cronica de larvas de terceiro estagio a
diferentes concentragdes dos farmacos CIS e OXA.
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Os resultados obtidos referentes a toxicidade-genética mostram que a CIS aumentou
a frequéncia de danos genéticos em todas as concentragdes utilizadas, apresentando
uma evidente relagdo dose-efeito. O aumento verificado ocorreu em todos os tipos de
manchas, incluindo as manchas gémeas, indicando que este farmaco induz lesdes genéticas
originadas também por recombinagdo somatica (Tabela 1).
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Neste sentido, os dados obtidos na literatura cientifica mostram resultados semelhantes.
A CIS foi capaz de induzir trocas entre cromatides irmas (TClIs), aberragdes cromossomicas
e aumentar a frequéncia de micronucleos quando avaliada em cultura de linfocitos humanos,
células da medula 6ssea e sangue periférico de camundongos e ratos (ANTUNES et al.,
2005; KHYNRIAM; PRASAD, 2003; KOSMINDER et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009;
RJIIBA-TOUATI et al., 2012; SERPELONI et al., 2013). Este farmaco quando avaliado em
linfécitos humanos através do teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)
associado ao uso da técnica de hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH), apresentou
aumento na frequéncia de micronucleos, gerados tanto por quebras, quanto por alteragdes
cromossomicas numéricas (NERSESYAN et al., 2006). Adicionalmente, foi descrito como
indutor de mutag@o génica, quando avaliado através do SOS-cromoteste em Escherichia coli
(OVERBECK; KNIGHT; BECK, 1996; GEBEL et al., 1997) e do teste de mutag¢do do gene
Hprt em c€lulas de ovario de hamster chinés CHO-K1 (GEBEL et al., 1997).

Através do teste SMART em D. melanogaster, a CIS foi previamente caracterizada
como mutagénica e recombinogénica (KATZ, 1987; DANESI et al., 2010a,b) além de
induzir recombinacao mitdtica em células diploides de Aspergillus nidulans MIYAMOTO
etal.,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).

Ao contrario da CIS, os resultados encontrados com a OXA no presente estudo
mostram que este farmaco, nas concentragdes avaliadas, nao foi capaz de induzir danos
genéticos através do teste SMART. Por se tratar de uma avaliagdo preliminar, os resultados
aqui obtidos devem ser vistos com cautela, sendo necessario aumentar o numero amostral
e avaliar concentragoes mais elevadas possibilitando esclarecer os resultados inconclusivos
encontrados e também confirmar os dados obtidos até o momento.

Considerando as informagdes descritas na literatura, existem poucos estudos
acerca das propriedades mutagénicas da OXA. Almeida et al. (2000) utilizaram a versao
alcalina do teste cometa em células da linhagem tumoral H460 para medir a formagao de
pontes no DNA pelos agentes OXA e CIS, assim como estudar a cinética de reparagao
destes danos. Adicionalmente, os autores investigaram através deste mesmo bioensaio
os adutos induzidos no DNA dos linfocitos de pacientes submetidos a quimioterapia
com a OXA. Os autores concluiram que a CIS induziu maior quantidade de adutos se
comparada a OXA in vitro, utilizando as mesmas concentragdes, e que houve diferencgas
na eficiéncia de reparacao dos danos induzidos. Da mesma forma, estes firmacos foram
capazes de induzir lesdes em linfocitos in vivo, apresentando diferencas na formacao de
pontes e no reparo destas lesdes. Também utilizando a versao alcalina do teste cometa,
porém em células de cancer colorretal HCT116, PANG et al. (2007) observaram que
apenas a OXA e a carboplatina foram capazes de induzir lesdes no DNA, ao contrario
da CIS que mostrou auséncia de genotoxicidade. Esta diferenga encontrada sugere
padrdes distintos de inducdo de danos no DNA entre estes farmacos.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que os farmacos CIS e OXA
apresentam comportamentos distintos no que se refere a atividade mutagénica. Enquanto a
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CIS mostra-se uma potente indutora de danos genéticos, a OXA, em concentragdes iguais e
até 10x superiores, ndo foi capaz de induzir lesdes no material genético. Desta forma, somados
aos dados descritos na literatura, os resultados do presente trabalho indicam haver diferencas
importantes no padrdo de indugdo de lesdes genéticas e também em relagio aos mecanismos
de reparagdo do DNA envolvidos na correcdo destes danos. Desta forma, sdo necessarios
estudos adicionais que possibilitem esclarecer as diferencas encontradas e assim contribuir para
o desenvolvimento de novos andlogos que apresentem melhor eficacia clinica e que a0 mesmo
tempo induzam menos efeitos colaterais aos pacientes sob tratamento quimioterapico.
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