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Resumo

RESUMO

Os agentes quimicos utilizados para o tratamento do cancer ativam vias de
sinalizacdo que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo celular, ativagio ou
desativacao de mecanismos de reparo do DNA e apoptose. Em relagdo ao
cancer de bexiga, a combinagdo de cisplatina/gencitabina é considerada como
protocolo quimioterapico padrio. Entretanto, o mecanismo exato de agdo
dessas drogas ainda nao foi completamente elucidado, principalmente no que
diz respeito a relagdo com o status do gene TP53, uma das principais alteracoes
encontradas em células tumorais de bexiga. Considerando, portanto, a
necessidade de terapias mais eficazes e com menos efeitos colaterais para o
paciente, o entendimento das respostas celulares frente a exposi¢do a agentes
antineoplasicos pode trazer importantes informagoes sobre a sensibilidade
celular em resposta aos tratamentos. Assim sendo, o presente estudo
objetivou avaliar o potencial genotoxico e mutagénico dos antineoplasicos
cisplatina e gencitabina em linhagens celulares de carcinoma de bexiga de
diferentes graus histolégicos e status do gene TP53. Para isso, foi realizado o
teste do cometa em células RT4, de tumor de baixo grau e gene TP53
selvagem; em células 5637, de tumor de alto grau e gene TP53 mutado; e em
células T24 de tumor de alto grau, com o gene TP53 também mutado, mas
com diferente tipo de mutagdo. O efeito mutagénico dos agentes

quimioterapicos foi avaliado pelo teste do micronucleo nas linhagens celulares
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com o gene TP53 mutado, 5637 e T24. Os resultados mostraram que pelo
teste do cometa o tratamento com a cisplatina induziu aumento de danos
primarios no DNA (efeito genotdxico) somente na linhagem 5637; em relagao
a gencitabina, foram detectados aumentos significativos nas duas linhagens
com o gene TP53 mutado, nos dois momentos apos o tratamento (6 e 24
horas); para a combinacio cisplatina/gencitabina foi obsetvado efeito
genotoxico nas trés linhagens e nos dois tempos de tratamento, com exce¢ao
da linhagem TP53 selvagem, que somente apresentou danos estatisticamente
significativos no tempo de 6 horas. No teste do micronucleo, os dados
evidenciaram o efeito mutagénico somente da menor concentragio de
cisplatina (0,5 uM) na linhagem T24. Os tratamentos com a gencitabina e com
combinacao das duas drogas mostraram evidente efeito citostatico nas
linhagens celulares mutadas para o gene TP53. Concluindo, o tratamento
simultaneo com a cisplatina e a gencitabina mostrou-se mais efetivo sobre as
células de carcinoma de bexiga, independente do status do TP53, atuando por
meio de mecanismos que nao parecem associados a eventos aneugénicos e

clastogenicos.
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I. INTRODUCAO

Cancer de Bexiga

As neoplasias constituem-se na segunda causa de morte no Brasil,
representando aproximadamente 17% dos oObitos de causa conhecida
notificados em 2007 (INCA, 2009). No caso do cancer de bexiga, o nimero
de mortes em 2007 foi de 2.712, sendo 1.866 homens e 846 mulheres. Nos
Estados Unidos, o carcinoma de bexiga é o 4* cancer mais comum em
homens e 0 9* em mulheres (Jemal et al., 2009); no mundo, essa neoplasia é a
9* mais comum e a 13" em causa de morte (Shelley et al., 2010). Caracterizada,
principalmente, pela sua frequente recorréncia, o cancer de bexiga representa
uma das neoplasias de maior custo para os sistemas de saide, ja que ¢é
necessario acompanhamento clinico de rotina (citologia urinaria e cistoscopia)
(Castillo-Martin et al., 2010).

A principal funcao da bexiga urinaria ¢ servir como local de
armazenamento temporario para a urina, que mantém composi¢ao similar a
produzida pelos rins. Em mamiferos, a bexiga caracteriza-se por ser um 0rgao
oco, composto pelas camadas serosa, muscular, submucosa, mucosa muscular,
lamina propria e uma camada de células epiteliais transicionais que cobre a
superficie interna (Lewis, 2000). O urotélio, epitélio de transicio de origem
endodérmica, por sua vez, ¢ composto de trés camadas celulares

morfologicamente distintas: as células basais, as células intermediarias e as
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células superficiais, também chamadas “wmwbreld” (Figura 1) (Lewis, 2000;

Castillo-Martin et al., 2010).

Lumen

Células superficiais

Células intermediarias

Células basais

Figura 1. Camadas celulares do epitélio de transi¢ao (adaptado de Lewis, 2000).

As neoplasias de bexiga caracterizam-se por serem heterogéneas em
relacio ao comportamento clinico e histopatolégico. Ha trés tipos de
neoplasia que se iniciam nas células que revestem a mucosa da bexiga: o
carcinoma de células de transicao (CCT), que representa a maioria dos casos e
se origina nas células epiteliais uroteliais; o carcinoma de células escamosas,
que afeta as células delgadas e planas e que pode surgir na bexiga depois de
infec¢ao ou irritacao prolongada; e o adenocarcinoma, que se inicia nas células
glandulares (de secrecido) e que pode se desenvolver na bexiga depois de um
longo periodo de irritacio ou inflamagao. Aproximadamente 90% dos
tumores urinarios sao do tipo CCT, sendo o restante representado pelos
carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas e, raramente, por tumores

derivados do mesénquima (Chester et al., 2004; Castillo-Martin et al., 2010).
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Quando o cancer se limita ao tecido de revestimento da bexiga, ¢é
chamado de superficial. Quando, no entanto, se inicia nas células de transi¢ao
e se dissemina através do revestimento da bexiga, invade a parede muscular e
dissemina-se até os 6rgaos proximos ou nodos linfaticos, transforma-se em
carcinoma invasivo (INCA 2010). Aproximadamente 70% dos pacientes com
tumores superficiais tém recorréncias, e somente cerca de 10% a 20%
progridem para a invasao muscular (Smith, 1999).

A etiologia e os fatores de risco primario do cancer de bexiga sio bem
conhecidos, mas a sua alta taxa de recorréncia e complexidade clinica
dificultam sua detec¢dao e tratamento, com reflexo na qualidade de vida do
paciente (Latini et al, 2010). Os fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento do cancer de bexiga vém sendo elucidados com base em
dados obtidos a partir de observagoes clinicas, investigacdes epidemiolégicas,
pesquisas com animais de experimentagdo, estudos oncopatologicos e analises
genéticas (Hirao et al., 2009). O cancer de bexiga é o principal cancer humano
associado a exposicao a carcindgenos exogenos. O tabagismo, a exposi¢ao
ocupacional a esses agentes e as reagoes inflamatérias sdo considerados
importantes fatores de risco para esse tipo de cancer. E estimado que 50% dos
carcinomas de células de transicio (CCT) sejam atribuidos ao cigarro.
Arilaminas e outros 60 carcinégenos presentes na fumaca do cigarro ja foram
associados a formacao de aductos de DNA e a alteracdo na expressio de

genes supressores de tumor (Wallerand et al., 2005). Soma-se a isso, a maior
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instabilidade genética encontrada em células uroteliais de individuos
tabagistas (Gontijo et al., 2000). As aminas aromaticas presentes em corantes €
muitos outros compostos sintéticos foram também relacionados ao cancer de
bexiga (Golka et al., 2004; Rouissi et al., 2009). Recentemente, casos de cancer
de bexiga associados a exposi¢ao ocupacional foram registrados em pintores,
envernizadores, cabeleireiros e em trabalhadores de industria téxtil, de couro e
de borracha (Volanis et al., 2010).

Segundo Shariat et al. (2009) a idade é também considerada fator de
risco para o carcinoma urotelial, uma vez que sua incidéncia aumenta
progressivamente, sendo particularmente alta apés os 60 anos, com um pico
durante a septuagésima década de vida, quando o risco de desenvolvimento da
doencga ¢ de 2% a 4% em homens e 0,5% a 1% em mulheres (Kirkali et al.,
2005). Varios fatores associam o processo de envelhecimento a carcinogénese.
Dentre eles, destaca-se a exposicio cronica a agentes genotoxicos e/ou
mutagénicos produzidos endogenamente, ou que estejam presentes no
ambiente. Essa exposicao pode levar ao acumulo de alteragcoes genéticas e
epigenéticas que podem contribuir para a transformagao maligna. Além disso,
pode-se destacar a diminuicao da capacidade de detoxificacdo de xenobiétipos
e a deplecio dos sistemas de reparo do DNA, mecanismos inerentes ao
processo de envelhecimento (Arai et al., 2008; Shariat et al., 2009).

A auséncia de sintomas e de procedimentos clinicos especificos torna

diffcil a detec¢do precoce do cancer de bexiga. A hematuria é geralmente o
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primeiro sintoma, ocorrendo em 85% dos pacientes, muito embora somente
10% desses apresentem hematuria macroscopica (Oosterlink et al., 2000;
Latini et al.,, 2010). Uma vez diante da suspeita de CCT, a avaliacao inicial
consiste em citologia urinaria, cistoscopia e investigacdao radiologica do trato
urinario  (Kaufman, 2006). Aqueles pacientes que sao submetidos a
procedimentos cirargicos para a ressec¢ao do tumor sao considerados de risco
para o desenvolvimento neoplasico de novo (Qureshi et al., 2000) e, também,
mais susceptiveis a recorréncias ¢ ao desenvolvimento de outros tipos de
cancer do trato urotelial (Fleshner, 1999; Hisataki et al,, 2001). Em 2001,
Nilsson et al. atribuiram a possibilidade de recorréncia do CCT a instabilidade
genética urotelial que facilitaria o desenvolvimento de novas lesoes.

Varios estudos demonstraram que inumeras alteracdes genéticas e
moleculares estdo presentes no CCT, muito embora os mecanismos que
levam ao fenoétipo maligno ndo sejam, ainda, completamente entendidos
(Catto et al., 2004). Sabe-se, no entanto, que o acumulo de alteragoes
genéticas, e nao apenas uma unica mutagao, ¢ o que vai determinar o
comportamento clinico do CCT (Kim & Kim, 2006). Analises genéticas tém
mostrado que os oncogenes RAS (correlagio com recorréncia) e erb-B2
(correlagio com sobrevida) e o fator de crescimento EGF/EGFR (cortelagio
com recorréncia e progressao) sao 0s mais importantes marcadores

prognosticos para o cancer de bexiga (Kausch & Bohle, 2002). Além disso, a
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perda de segmento do cromossomo 9q foi observada principalmente em

CCT papilar de baixo grau (Baithun et al., 2001).

As mutagoes no gene TP53, primeiro gene supressor tumoral a ser
identificado, também sido consideradas eventos genéticos comuns em tumores
uroteliais e parecem estar relacionadas a progressao tumoral. Esse gene, que
esta localizado no cromossomo 17p13.1, codifica a proteina p53 que liga-se a
sequiéncias especificas do DNA, formando uma estrutura tetramérica que atua
na transcricio de genes importantes envolvidos no bloqueio do ciclo celular,
apoptose e reparo de DNA (Esrig et al., 1993; Soussi, 2007; Nishiyama et al.,
2008; Vazquez et al., 2008). Em resposta aos danos no DNA, o TP53 inibe
rapidamente a progressao do ciclo celular na fase G1 — S e induz a transcrigao
de genes envolvidos no processo de apoptose. Além disso, ativa os sistemas
de reparo por excisio de nucleotideo (NER), reparo por excisio de base
(BER), por recombina¢io homologa (HR) e o wmismatch repair (MMR),
resultando na sobrevivéncia celular (Sengupta et al., 2005; Nishiyama et al.,
2008). Diversos estudos para deteccdo de mutacdes no gene TP53 tém sido
desenvolvidos e aplicados no contexto clinico de varios tumores, incluindo os
tumores uroteliais (Soussi T., 2000; Hernandez et al., 2005; Russo et al., 2005;

Salani et al., 2008)
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Agentes quimioterapicos

As drogas antineoplasicas, embora comumente utilizadas no tratamento
de diversos tipos de cancer, nao tém suas atividades restritas as células
tumorais, mas podem causar danos genotoxicos em células saudaveis
(Sanches-Suarez et al., 2008). Assim sendo, existe grande preocupacao em se
conhecer, detalhadamente, o mecanismo de acio dos medicamentos
antitumorais, visando maior eficacia em seu uso e menores efeitos colaterais.

A cisplatina é um composto com ampla atividade antineoplasica, sendo
utilizada no tratamento de varios tipos de canceres, dentre os quais os de
testiculo, pulmao, ovario, es6fago, cabeca e pescoco, mama ¢ o carcinoma de
bexiga. Apesar do sucesso clinico do tratamento com a cisplatina, seu uso é
limitado devido a efeitos colaterais como neuropatia periférica, ototoxicidade,
nefrotoxicidade e resisténcia intrinseca e adquirida (Wang & Lippard, 2005;
Pang et al., 2007; Zhang et al., 2009). Alguns pesquisadores tém sugerido que
para resultados mais promissores esta droga deve ser usada em associagao a
radioterapia ou a outros quimiterapicos. (Brabec & Kasparkova, 2005; Kim et
al., 2005; Ecke et al., 2000).

A molécula de cisplatina possui um atomo central de platina rodeado
por dois atomos de cloro e dois grupos amonia e torna-se ativa pela reagao de
moléculas de agua com os ions cloreto, reagindo, assim, com biomoléculas
como DNA, RNA, proteinas e membranas fosfolipidicas (Wang & Lippard,

2005; Cho et al., 2008). Sabe-se que a atividade antitumoral da cisplatina ¢é
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resultado da sua interacio com o DNA. Esta, ao entrar na célula, sofre
reagoes que deixam a platina disponivel para se ligar a bases do DNA e formar
varios tipos de aductos que podem dar origem a ligacdes cruzadas intra e
intercadeia (Figura 2) (Wozniak et al., 2004; Wang & Lippard, 2005; Rabik &
Dolan, 2007). As alteragoes mais freqiientemente observadas no DNA sao os
aductos entre guaninas adjacentes, que representam cerca de 65% de todas as
lesdes; 25% sao representadas por aductos entre guanina e adenina e o
restante ¢ formado por ligacoes cruzadas intercadeias (Kartalou & Essigmann,
2001; Rabik & Dolan, 2007; Koberle et al., 2010). Os aductos cisplatina-DNA
podem inibir processos celulares fundamentais que incluem replicagao,
transcri¢cao, traducao e reparo de DNA (Wozniak et al., 2004; Cho et al,,

2008).

Cisplatina

Posi¢dao N7 da guanina

Inibigdo da replicagio
Inibigao da transcrigao
Bloqueio do ciclo celular
Reparo de DNA

Morte celular

Figura 2. Formacio e efeito dos aductos de cisplatina (adaptado de Wang & Lippard,
2005).

10
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Outro agente quimioterapico, a gencitabina (2°,2"difluorodeoxicitidina;
Figura 3), tem apresentado resultados promissores com relagao a sua atividade
sobre varios tipos de tumores solidos, entre os quais, mama, cabega e pescogo,
ovario, pulmio, pancreas e bexiga (Doyle et al., 2001; Sugiyama et al., 2007).
Dessa maneira, essa droga passou a ser bastante estudada com relag¢do a sua
acao sobre o cancer de bexiga, demonstrando-se segura para uso em pacientes
com CCT (Moore et al., 1997; Stadler et al., 1997; Bellmunt et al., 2000). Com
toxicidade geralmente leve, a gencitabina é tolerada mesmo por pacientes
idosos. Seus principais efeitos colaterais incluem neutropenia, erupgdes
cutaneas ¢ edema periférico leve, sendo os efeitos graves como
mielosupressao, raramente observados (Stadler et al., 1997; Bokemeyer et al.,
1999).

A gencitabina, apos entrar na célula por mecanismo de transporte
facilitado, é fosforilada pela quinase-deoxicitidina gerando nucleosideos ativos
difosfato (dFdCDP), que, por sua vez, inibem a ribonucleotideo redutase e,
consequentemente, reduzem a concentra¢ao de dATP, dCTP, dGTP e dTTP.
O dFdCTP, segundo metabodlito formado, inibe a atividade da DNA
polimerase e compete com o dCTP para incorporagao no DNA (Latz et al.,
1998; Nagourney et al., 2000; Doyle et al., 2001). Estudo 7z vitro demonstrou
que a gencitabina pode inibir a atividade da topoisomerase I, uma vez que
células deficientes para essa enzima foram resistentes ao tratamento,

contribuindo para a citotoxicidade da gencitabina (Pouquier et al., 2002).
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Atualmente, o efeito sinérgico da combinagio cisplatina/gencitabina
tem sido considerado como “segundo” protocolo padrio para o carcinoma
urotelial (von der Maase et al., 2000a; Suyama et al., 2009). von der Maase et
al. (2000b) demonstrou que o tratamento utilizando cisplatina e gencitabina
possui a mesma eficicia e menores efeitos toxicos ao paciente do que o
protocolo MVAC (metotrexato, vinblastina, adriamicina e cisplatina), padrao

para tratamento do cancer de bexiga.

NH,
O
Hc . -~ C T,
N o
e
H H
OH F

Figura 3. Estrutura quimica da gencitabina (2°,2"difluorodeoxicitidina) (adaptado de
Vogelzang & Stadler 1999).

Mutagenicidade

O DNA esta constantemente susceptivel a leses, caracterizadas por
alteracdbes na sua estrutura molecular. Tais lesées podem ocorrer
“espontaneamente”, ou serem geradas por produtos do metabolismo celular
ou por agentes ambientais (Hoeijmakers, 2001; Pages & Fuchs, 2002), e
podem ser estruturalmente distintas dependendo do agente mutagénico

indutor. Dentre os principais tipos de alteragdes no DNA estao as quebras de
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fita (induzidas, por exemplo, pelas radiagoes ionizantes, UV, bleomicina, etc),
os dimeros de pirimidina (induzidos por UV de comprimento de onda curto),
as alquilagoes de base (agentes alquilantes), as liga¢Oes cruzadas ou crosshinks
DNA-DNA e DNA-proteina (induzidas por agentes alquilantes polifuncionais
e UV de comprimento de onda longo) e as intercalagdes (induzidas por
agentes intercalantes como a acridina e a proflavina). No entanto, as células
possuem mecanismos de defesa extremamente eficientes que garantem a
integridade do genoma. Destacam-se entre eles os sistemas de reparo do
DNA que podem ocotrer por excisdo de bases (Base Excision Repair - BER),
por excisao de nucleotideos (Nwucleotide Excision Repair - NER), por correciao do
pareamento erroneo de bases (Mismatch Repair - MMR), por recombinagao
homologa (Homwologous Recombination - HR), por juncao de extremidades nao
homologas (Non-Homologous End Joining - NHE]), dentre outros (Collins, 1998;
Benhamou & Sarasin, 2000, Joseph et al., 2005). No entanto, quando a
extensao dos danos na molécula for grande, sera desencadeada uma cascata de
sinalizacao que podera levar a célula a senescéncia ou morte (Costa & Menck,
2004). Contudo, caso esses mecanismos de defesa ndo sejam eficazes as lesdes
genémicas poderao ser fixadas apos um ciclo de divisao celular e resultarem
em mutagoes que podem envolver um ou poucos pares de bases (mutagao de
ponto), ou fragmentos e cromossomos inteiros (Maslov & Vijg, 2009).

Ha varios testes moleculares e citogenéticos que permitem avaliar

alteragoes no DNA ou nos cromossomos. Na sequéncia, serdo descritas duas
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das metodologias mais amplamente utilizadas na atualidade, o teste do cometa
e o teste do micronucleo, para a deteccdao, respectivamente, de danos
primarios no DNA (lesGes genotoxicas) e de aberragdes cromossOmicas

(mutagenicidade).

Teste do cometa

O teste do cometa ou eletroforese em gel de células individualizadas
(SCGE) ¢ um ensaio bastante utilizado para a avaliagao de danos genotoxicos
devido a sua sensibilidade, necessidade de pequeno nimero de células,
possibilidade de aplicacio a qualquer populag¢io de células viaveis, mas nao
necessariamente em proliferacdo, rapidez e baixo custo quando comparado a
outros testes (Collins et al., 2008).

Em 1978, Rydeberg & Johanson foram os primeiros a quantificarem
danos no DNA de células individualizadas sob condic¢bes levemente alcalinas.
Mais tarde, Ostling & Johanson (1984) introduzindo algumas modifica¢oes na
metodologia, submeteram células lisadas a microeletroforese, para que o DNA
danificado (fragmentos) migrasse para o anodo devido a sua carga negativa.
Em 1988, o uso de condi¢oes alcalinas (pH >13) de eletroforese, aumentou a
sensibilidade do teste, permitindo a detec¢ao de quebras de fita tnica e dupla e

sitios alcali-labeis no DNA (Singh et al., 1988).
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Micronucleo

Os micronucleos (MN) sao corpusculos de cromatina envoltos por uma
membrana nuclear, que se originam de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal das células
filhas durante a divisao celular (Fenech et al., 1997; Fenech et al., 1999). A alta
confiabilidade e o baixo custo do teste do MN tém contribuido para a sua
ampla utilizacdo em estudos 7z vivo e in wvitro para avaliacio do potencial
mutagenico de agentes quimicos fisicos e biologicos e seus possiveis
mecanismos de a¢ao (Salvadori et al., 2003; Bonassi et al., 2005; Holland et al.,
2008).

Inicialmente, o uso do teste do micronucleo se limitava a estudos 2 vivo,
em células de medula 6ssea de roedores. Em 1985, Fenech & Morley
utilizando um composto que bloqueava a citocinese, a citocalasina B (CtB),
ampliaram a aplicagao do teste para estudos 7z vitro. Nesse caso, o uso da CtB
permitia o acumulo de células binucleadas, o que garantia a passagem por
apenas um ciclo de divisao apos a exposi¢ao ao agente mutagénico (Fenech &

Morley, 1985; Figura 4).
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Figura 4. Origem e forma¢ao do micronicleo e ponte nucleoplasmatica (adaptado de

Fenech, 2007).
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II. OBJETIVOS

A resisteéncia a drogas antineoplasicas e a recorréncia tumoral permanecem
entre os maiores obstaculos na quimioterapia do cancer de bexiga. Deste
modo, torna-se relevante investigar os mecanismos de a¢do dos agentes
antineoplasicos, a fim de estabelecer estratégias terapéuticas mais eficazes e
menos toxicas para o pacientes. Nesse contexto, portanto, os objetivos do

presente estudo foram:

Gerais
" avaliar o potencial toxicogenético da cisplatina e da gencitabina em
células de carcinoma de bexiga de diferentes graus e status do gene

TP53.

Especificos
* avaliar, pelo teste do cometa, a habilidade dos agentes
antineoplasicos em induzir danos primarios no DNA (quebras de
fita simples e duplas e sitios alcali 1abeis);
" investigar, por meio do teste do micronicleo, os efeitos
mutagénicos (clastogénicos e aneugénicos) da cisplatina e
gencitabina;

" correlacionar os niveis de danos genotoxicos e mutagénicos
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avaliar a relagdo entre os danos genéticos induzidos pelos agentes
quimioterapicos e o grau do tumor;
avaliar a relacdo entre o status do gene TP53 e os niveis de danos

genotoxicos
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III. MATERIAL E METODOS

Linhagens celulares e agentes antineoplasicos

As linhagens celulares RT4 (tumor de baixo grau; gene TP53 selvagem),
5637 (tumor de alto grau; gene TP53 mutado) e T24 (tumor de alto grau; gene
TP53 mutado) estabelecidas a partir de carcinoma de células transicionais de
bexiga, foram adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFR]J), Brasil. A linhagem 5637 possui duas mutagées no gene
TP53, uma no cédon 280 e outra no cédon 72 (Cooper MJ et al., 1994; Rieger
KM et al., 1995); a linhagem T24 possui um alelo do gene TP53 com delecdo
da tirosina 126 (Cooper MJ et al., 1994); a linhagem RT4 nido apresenta
mutacdo (Cooper MJ et al., 1994). As linhagens celulares RT4 e T24 foram
cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich - USA) e a linhagem 5637 foi
cultivada em meio RPMI (Sigma-Aldrich - USA), ambos suplementados com
10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina, 1% de streptomicina, 1%
kanamicina (Amresco — USA), e foram incubadas a 37°C em atmosfera com
5% de CO,. Os agentes antineoplasicos cisplatina e gencitabina (Gemzar)
foram adquiridos, respectivamente, da Sigma-Aldrich (USA) e do Laboratério

Edi Lilly (Brasil). Para as dilui¢oes foi utilizada agua ultrapura (Milli-Q).

Genotoxicidade (teste do cometa)
Para a avaliacdo da genotoxicidade dos agentes antineoplasicos

cisplatina e gencitabina, foram cultivadas aproximadamente 2 x 10°
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células/poco (placas de 12 pocos) para cada concentracio a ser testada das
drogas. Apos 24 horas, tempo necessario para estabilizacio da cultura, os
agentes antineoplasicos foram acrescentados ao meio de cultura nas
concentragoes de 0,5, 1 ou 2,5 uM de cisplatina; 0,78, 1,56 ou 3,12 pM de
gencitabina; ou com as combinagoes 0,5 UM de cisplatina + 0,78 uM de
gencitabina, 1 pM de cisplatina + 1,56 uM de gencitabina, ou 2,5 uM de
cisplatina + 3,12 pM de gencitabina. Essas concentra¢des foram determinadas
em experimentos anteriores realizados em nosso laboratério (da Silva et al,
2010). As células foram coletadas 6 e 24 horas apos o inicio dos tratamentos
para a realizagdo do teste do cometa (Figura 5). Todos os experimentos foram
feitos em triplicatas.

O teste do cometa foi conduzido conforme a metodologia descrita por
Singh et al. (1988) e Tice et al. (1991). Apos a tripsinizagao, as células de cada
poco foram transferidas para um microtubo de 1,5 ml, previamente
identificado, que foi posteriormente centrifugado a 56 x g, por 3 minutos. O
sobrenadante foi removido, foram adicionados em cada microtubo 100l de
agarose de baixo ponto de fusido a 0,5% (37°C), e a suspensao celular colocada
sobre uma lamina de microscopio previamente recoberta com uma camada de
agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%. Em seguida, a lamina foi deixada a

temperatura de 4°C, por 10 minutos, para solidificacao da agarose e, entao,
imersa em solucao de lise (2,5M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Ttis,

1% de N lauroil sarcosinato, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO), na qual
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permaneceu por aproximadamente 48 horas. Apos esse periodo, a lamina foi
colocada em solu¢ao de PBS por 5 minutos e, em seguida, em uma cuba
horizontal de eletroforese, onde permaneceu em tampao alcalino (NaOH 10
N, 200 EDTA 200 mM, pH > 13) a 4° C por 20 minutos. A eletroforese foi
conduzida a 25 V e 300 mA por 20 minutos. Ap6s a corrida de eletroforese, as
laminas foram colocadas em solu¢iao de neutralizacao (0,4 M de Tris-HCL,
pH 7.5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto. Para a colora¢ao dos
nucledides foi utilizado o Sybr Gold (1:10.000 — Invitrogen - USA). Foram
analisados 100 nucledides por tratamento (50 por lamina), em microscépio de
fluorescéncia acoplado a sistema de analise de imagem (Comet Assay I —
Perceptive Instyruments, UK), em aumento de 200x. O parametro utilizado para a
mensuracao dos danos no DNA foi o tai/ intensity (Yo DNA na cauda do
cometa).

Como controle positivo da corrida de eletroforese foram utilizadas

células 5637 ou T24 tratadas com peroxido de hidrogénio, respectivamente
nas concentracoes de 10uM e 15uM e células RT4 tratadas com metil metano

sulfonato (MMS) na concentracao de 14uM.

Plaqueamento Tratamento leste do Teste do
das células cometa cometa
( ]
Oh 24h 30h 48h

Figura 5. Protocolo de tratamento para o teste do cometa.
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Mutagenicidade (teste do micronucleo)

O teste do micronicleo foi conduzido apenas para as linhagens 5637 e
T24. Para a realizacio dos experimentos, aproximadamente 1 x 10° células
foram semeadas em placas de Pesz (100mm x 20mm) para cada tipo de
tratamento a ser testado. Apos a estabilizagdao da cultura (24 horas), os agentes
antineoplasicos foram acrescentados ao meio de cultura nas mesmas
concentragoes descritas para o teste do cometa. Os experimentos foram
conduzidos em duplicatas. Apds 6 horas, os antineoplasicos foram removidos,
foi adicionada a citocalasina B (3ug/ml) e as células permaneceram na estufa a
37°C e 5% de CO,, por 28 horas (Figura 6). Posteriormente, as células foram
transferidas para um tubo de ensaio de 15 ml previamente identificado, e
centrifugadas a 93 g por 8 minutos. O sobrenadante foi removido e foram
adicionados, vagarosamente, 5 ml de solu¢dao hipotonica gelada (KCL 0,075
M) e novamente centrifugadas a 93 x g por 5 minutos. Na sequéncia, o
sobrenadante foi descartado, o conteudo do tubo foi levemente agitado e¢ 5 ml
de solucio fixadora (metanol/acido acético 5:1) recém-preparada foram
acrescentados. Para auxiliar na preservacao do citoplasma, 3 gotas de
formoldeido foram acrescentadas, procedendo-se a centrifugacio (93 x g por
5 minutos). Ao final desse processo, o sobrenadante foi parcialmente
descartado, restando aproximadamente 1 ml no tubo, que foi levemente
agitado e gotejado sobre laminas limpas e pré-aquecidas em chapa quente.

Como controle positivo foram utilizadas células 5637 e T24 tratadas com
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doxorrubicina (0,4ug/ml) por 2 horas. As células foram coradas em solu¢io
de Giemsa 5%, por 5 minutos e analisadas em microscopio optico de luz, em
aumento de 400x, de acordo com os critérios propostos por Fenech (2000).

O indice de divisao nuclear (IDN) foi calculado de acordo com
Eastmond & Tucker (1989), utilizando-se a seguinte férmula: IDN = M1 + 2
M2) + 3 M3) + 4 M4) / N; M1 — M4: nimero de células com,

respectivamente, 1, 2, 3 e 4 ntcleos; N: numero total de células analisadas.

Plaqueamento T Teste do
das células ratamento CtB micronucleo

v Vool \

Oh 24h 30h 58h

Figura 6. Protocolo de tratamento para o teste do micronuicleo. CtB = citocalasina B

Anailise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o soffware SAS,
v.9.2. Os dados obtidos pelo teste do cometa foram comparados por analise
tatorial considerando os efeitos tempo e concentracao. Devido a distribuicao
nao-normal dos dados, as analises foram feitas com base na distribui¢ao gama.
Para o teste do microntcleo, a comparacao entre os tratamentos foi feita pela
distribuicao binomial. Para a analise do IDN foi utilizada a anélise de variancia

a um critério (one-way ANOVA).
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IV. RESULTADOS

As Tabelas I, I e III e Figuras 7, 8 e 9 mostram a extensao de danos no
DNA (tail intensity) detectada, respectivamente, nas linhagens de carcinoma de
bexiga RT4 (tumor de baixo grau; gene TP53 selvagem), 5637 (tumor de alto
grau; gene TP53 mutado) e T24 (tumor de alto grau; gene TP53 mutado), apos
os tratamentos com as drogas antineoplasicas cisplatina, gencitabina ou com a
combinacao de ambas.

Com relagdo ao tratamento com a cisplatina, os resultados nao
mostraram diferencas estatisticamente significativas na linhagem RT4, em
nenhuma das concentracdes (0,5, 1 e 2,5 uM) e tempos testados (6 e 24 h). Na
linhagem 5637 foi observado aumento significativo de lesées no DNA para as
trés concentragdes (0,5, 1 e 2,5 uM) no tempo de 6 h e somente para a menor
concentra¢ao (0,5 uM) no tempo de 24 h, quando comparados aos seus
respectivos controles negativos. O nivel de danos induzidos pela concentragao
de 0,5 uM no tempo de 24 h, foi maior, também, que aqueles induzidos pelas
concentracbes de 1 e 2,5 uM. Na linhagem T24, foi detectada diferenca
significativa para a concentragao de 0,5 uM, quando comparada a de 1 uM no
tempo de 6 h e para a concentragio de 1 puM quando comparada a
concentraciao de 2,5 uM, tanto no tempo de 6h quanto no de 24h. Foram
também observadas diferencas significativas para as concentragoes de 1 e 2,5

uM no tempo de 6h, quando comparadas ao tratamento de 24 h.
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Nos diferentes protocolos de tratamento com a gencitabina na
linhagem RT4 nio foram observadas diferencas significativas de danos no
DNA, quando comparados aos controles negativos. Nas linhagens 5637 e T24
(TP53 mutado), foram observados aumentos significativos de danos para
todas as concentracdes testadas, nos tempos de 6 e 24 h, exceto para a
concentragao de 0,78 pM no tempo de 6 h na linhagem 5637. Foram
detectados, também, aumentos significativos na linhagem 5637 no tempo de
24 h, quando se comparou as concentracoes de 0,78 ¢ de 1,56 uM com a
concentracdo de 3,12 uM. No que se refere a linhagem T24, tempo de 6 ¢ 24
h, todas as concentra¢des apresentaram diferencas quando comparadas entre
si, exceto a concentragao de 0,78 e 3,12 uM, no tempo de 24 h. Quando
comparados os dois momentos de coleta (6 e 24 h), foi observado diferenca
significativa na linhagem 5637 nas concentragées de 0,78 e 3,12 uM.

Nos tratamentos com a combinacdo das drogas cisplatina e gencitabina,
na linhagem com o gene TP53 selvagem (RT4), foram observados aumentos
significativos de danos em rela¢do ao controle negativo somente no tempo de
24 h, para todas as concentracdes testadas. Foi também detectada diferenca
significativa quando se comparou os niveis de danos no DNA induzidos pela
combinagao 1 uM cisplatina + 1,56 uM gencitabina nos tempos de 6 h e 24.
No tempo de 6 h, a combinacao 0,5 cisplatina + 0,78 pM gencitabina mostrou

diferenca estatistica quando comparada com a combina¢ao 1 pM cisplatina +

1,56 uM de gencitabina. Para as linhagens com o TP53 mutado, os resultados
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mostraram aumentos estatisticamente significativos de danos nos dois
momentos apds Os tratamentos, exceto para a combinacdo 0,5 cisplatina +
0,78 uM gencitabina no tempo de 6 h na linhagem 5637. Quando foram feitas
comparagOes entre as combinagdes, observaram-se diferencas significativas na
linhagem 5637 no tempo de 6 h e 24 h para as combina¢des de 0,5 uM
cisplatina + 0,78 uM gencitabina e 1 uM cisplatina + 1,56 uM de gencitabina e
também para as combinagoes de 0,5 uM cisplatina + 0,78 pM gencitabina e
2,5 uM cisplatina + 3,12 uM gencitabina; para a linhagem T24, foram
encontradas diferencas significativas nos tempos de 6 e¢ 24 h em todas as
combina¢Oes, exceto para as combinagoes de 1 uM cisplatina + 1,56 pM
gencitabina e 2,5 uM cisplatina + 3,12 uM gencitabina no tempo de 6 horas e
0,5 uM cisplatina + 0,78 uM gencitabina e 1 uM cisplatina + 1,56 uM
gencitabina no tempo de 24 horas. Em relagdo aos tempos, foi observado
aumento de danos no DNA para todas as combinagdes nas linhagens com o

gene TP53 mutado.
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Tabela I. Danos no DNA (#ai/ intensity) em células de carcinoma de bexiga — linhagem RT4, tratadas

com cisplatina e/ou gencitabina.

Quimioterdpicos Concentragées Tempos de coleta (ap6s tratamento)
(M) 6 horas 24 horas
Controle Negativo 13,49 + 16,40 16,94 + 20,17
0,5 15,79 + 20,26 12,81 + 15,21
Cisplatina
1,0 12,89 + 1591 12,98 + 17,76
2,5 16,00 + 17,08 12,90 + 15,31
Controle Negativo 16,76 + 19,75 17,14 £ 16,93
Gencitabina 0,78 14,97 + 18,03 22,62 + 21,25 P
1,56 14,82 + 19,75 15,22 £ 19,07
3,12 18,10 + 20,41 14,39 + 16,95

Controle Negativo

16,98 + 19,01

10,31 + 16,01

0,5 + 0,78 18,59 + 21,00° 19,07 £18,43*
Drogas combinadas
1,0 + 1,56 13,71 £ 17,82 22,98 + 24,67%
2,5+ 3,12 18,21 £ 22,40 18,77 £ 22,66"
Controle Positivo 14 4476 + 26.96*

(MMS)

Valores expressos como média * desvio padrio. a: p< 0,05 em relagao ao controle negativo; b: p<

0,05 em relagdo a concentragao intermediaria; c: 0,05 em relagdo a maior concentragdo; *: p< 0,05 em

relacdo ao tratamento de 6 horas.
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Figura 7. Danos no DNA (fai/ intensity) na linhagem de carcinoma de bexiga RT4 apos
tratamento com: A) cisplatina B) gencitabina e C) drogas combinadas (cis + gen);

*P < 0,01 com relagio ao respectivo controle negativo.
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Tabela II. Danos no DNA (ai/ intensity) em células de carcinoma de bexiga — linhagem 5637,

tratadas com cisplatina e/ou gencitabina.

.. , . Concentragoes Tempos de coleta (ap6s tratamento)
Quimioterdpicos M)
(u 6 horas 24 horas
Controle Negativo 7,48 £ 10,34 11,19 £ 12,06
0,5 10,72 + 12,75 17,67 * 16,142
Cisplatina
1,0 10,67 £ 12,97* 11,45 £ 13,30
2,5 11,75 £ 13,43* 9,49 + 11,27
Controle Negativo 8,16 + 10,58 10,69 + 14,23
Gencitabina 0,78 10,72 + 12,85 16,71 + 15,05
1,56 14,08 + 14,88* 14,64 + 16,62%¢
3,12 13,75 + 13,67 2329 + 19,23
Controle Negativo 8,63 £ 11,36 10,01 £ 13,61
bc abc *
Drogas 0,5 + 0,78 9,65 + 11,01 16,49 £ 12,75
combinadas 1,0 + 1,56 13,16 + 13,66" 27,05 + 20,58%*
2,5+ 3,12 13,93 + 14,05 25,52 + 21,27*
Controle Positivo 10 16,59 + 17,59°

(H,0,)

Valores expressos como média + desvio padrio. a: p< 0,05 em relagdo ao controle negativo; b:

p< 0,05 em relagdo a concentracdo intermediaria; c: 0,05 em relagdo a maior concentragao; *:

p< 0,05 em relagdo ao tratamento de 6 horas.
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Figura 8. Danos no DNA (Zai/ intensity) na linhagem de carcinoma de bexiga 5637 apods

tratamento com: A) cisplatina B) gencitabina e C) drogas combinadas (cis + gen);

*P < 0,05 com relagdo ao respectivo controle negativo.
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Tabela III. Danos no DNA (fai/ intensity) em células de carcinoma de bexiga — linhagem T24,

tratadas com cisplatina e/ou gencitabina.

.. . Concentragoes Tempos de coleta (apds tratamento)
Quimioterapicos M
M) 6 horas 24 horas
Controle Negativo 8,25 + 9,68 8,00 £ 9,46
0,5 6,90 + 957" 8,42 + 10,67
Cisplatina
1,0 10,02 £ 11,49¢ 6,33+ 9,17
2,5 6,84 + 8,70 10,41 + 11,08"
Controle Negativo 7,35 £ 9,99 8,88 £ 11,25
abc ab
Gencitabina 0,78 19,66 £ 17,08 22,42 £14,08
1,56 15,64 £ 11,70*¢ 17,59 £ 10,91*¢
3,12 25,18 + 19,33% 27,05 £ 19,19*
Controle Negativo 5,80 + 9,36 9,10 £ 11,39
0,5+ 0,78 13,95 + 11,81%° 25,02 + 16,00°*
Drogas combinadas
1,0 + 1,56 21,08 + 15,46" 33,81 + 17,69
2,5 + 3,12 20,70 + 13,86" 42,65 + 15,90
Controle Positivo
15 27,07 + 24,407
(H,0,)

Valores expressos como média * desvio padrio. a: p< 0,05 em relagao ao controle negativo; b: p<

0,05 em relagdo a concentragdo intermediaria; c: 0,05 em relagao a maior concentragao;*: p< 0,05

em relacdo ao tratamento de 6 horas.
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Figura 9. Danos no DNA (#ai/ intensity) na linhagem de carcinoma de bexiga T24 apos
tratamento com: A) cisplatina B) gencitabina e C) drogas combinadas (cis + gen);

* P < 0,05 com relagdo ao respectivo controle negativo.
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Nas tabelas IV e V estao apresentados os resultados do teste do
micronucleo, respectivamente para as linhagens 5637 (tumor de alto grau;
gene TP53 mutado) e T24 (tumor de alto grau; gene TP53 mutado), apds o
tratamento com o agente antineoplasico cisplatina. Para a linhagem 5637, os
dados nao mostraram diferencas estatisticamente significativas em nenhum
dos tratamentos realizados. Para a linhagem T24 foi observado aumento
significativo apenas para a concentragao de 0,5 uM. Nas duas linhagens, o
controle positivo mostrou diferenca significativa quando comparado ao seu

respectivo controle negativo.

Tabela IV. Freqiiéncia de microntucleo (MN) em células 5637 tratadas com

cisplatina

Tratamento C:;?;;::;;?é‘;ge Numero de MN Mnll\lé{lligo-l_(-) 311\)1#
Controle negativo 17 8,51 0,7
0,5 25 12,5+ 49
Cisplatina 1,0 24 12,0 + 42
2,5 26 13+0
Controle positivo 40 20,0 £ 2,8*

" Média + DP de dois experimentos independentes; BN — células binucleadas; * P<0,05 em

relacdo ao controle negativo; controle positivo: 0,4ug/ml doxorrubicina
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Tabela V. Freqiiéncia de micronicleo (MN) em células T24 tratadas com cisplatina

—
Controle negativo 8 40X 1,4
0,5 20 10,0 £ 1,4*
Cisplatina 1,0 17 85+21
2,5 17 8,5+ 49
Controle positivo 38 19 + 8,4*

# Média *DP de dois experimentos independentes; BN — células binucleadas; * P<0,05 em

relacdo ao controle negativo. Controle positivo: 0,4ug/ml doxorrubicina

As Tabelas VI e VII apresentam o Indice de Divisdio Nuclear (IDN),
respectivamente nas linhagens 5637 e T24, apos os tratamentos com a
gencitabina ou com a combinagao de gencitabina e cisplatina. Os resultados
mostram diferencas estatisticamente significativas para todas as concentragoes

testadas em relagao ao controle negativo, nas duas linhagens.

Tabela VI. indice de divisio nuclear da linhagem 5367 apods tratamentos com a gencitabina e

com a combinagao cisplatina (CIS) e gencitabina (GEN)

Tratamento Concentragio  Nimero de Média IDN * DP*
(uM) células analisadas
Controle negativo 2000 1,96 £ 0,001
0,78 2000 1,02 £ 0,000*
Gencitabina 1,56 2000 1,01 = 0,004*
3,12 2000 1,01 £ 0,002*
0,5+ 0,78 2000 1,05 £ 0,053*
Drogas combinadas
+ + 0,004*
(CIS + GEN) 1,0 + 1,56 2000 1,01 £ 0,004
2,5+ 3,12 2000 1,01 £ 0,002*

# Média = DP de dois experimentos independentes; * P<0,05 em relagio ao controle
negativo para todos os tratamentos.
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Tabela VII. Indice de Divisio Nuclear (IDN) da linhagem T24 apés tratamentos com a

gencitabina e com a combinagao cisplatina (CIS) e gencitabina (GEN).

Tratamento Concentragdo , Numero.de Média IDN + DP#
(M) células analisadas
Controle negativo 2000 1,94+ 0,004
0,78 2000 1,01 £ 0,006*
Gencitabina 1,56 2000 1,01 £ 0,002*
3,12 2000 1,02 £ 0,006*
0,5+ 0,78 2000 1,01 = 0,002*
Drogas combinadas
+ + *
(CIS + GEN) 1,0 + 1,56 2000 1,02 £ 0,009
2,5+ 3,12 2000 1,01 £ 0,013*

# Média = DP de dois experimentos independentes; * P<0,05 em relacio ao controle

negativo para todos os tratamentos.
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V. DISCUSSAO

Os mecanismos moleculares responsaveis pela patogénese do cancer de
bexiga tém sido extensivamente estudados com o objetivo de prevenir a
doenca e buscar estratégias mais eficazes de tratamento (Habuchi et al., 2005;
Sanchez-Carbayo et al.,, 2002). Sabe-se que mutacées no gene TP53 sao
eventos centrais da carcinogénese urotelial e tém sido associadas a progressao
tumoral (Nishiyama et al., 2008), entretanto, seu papel na resposta a
quimioterapia ainda ndo ¢é bem entendida (Kielb et al, 2001).
Hipoteticamente, as células mutadas para o gene TP53 seriam mais resistentes
a drogas antineoplasicas por causa da atividade do TP53 no controle
daapoptose ( Kim et al., 2009). Sabe-se que danos no DNA estimulam uma
resposta rapida do gene TP53 que inibe a progressao do ciclo celular em G1-S
e sinaliza para a ativagdo dos sistemas de reparo levando a sobrevivéncia
celular (Sengupta et al., 2005; Nishiyama et al., 2008).

No presente estudo, trés linhagens de células de cancer de bexiga - RT4
(TP53 tipo selvagem), 5637 e T24 (ambos com o gene TP53 mutado) - foram
utilizadas para avaliar a relacdo entre o status do gene TP53 e os danos
primarios no DNA (efeito genotéxico detectado pelo teste do cometa)
induzidos pelas drogas antitumorais cisplatina e gencitabina. Para se avaliar o
potencial mutagénico (teste do micronicleo) desses agentes foram utilizadas

duas linhagens celulares com o gene TP53 mutado (5637 e T24).
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O teste do cometa ¢ amplamente utilizado para avaliar danos primarios
no DNA em estudos de identificagio de compostos genotdxicos,
biomonitoramento de populagoes e ecotoxicidade, em uma ampla variedade
de tipos celulares. A avaliacio dos possiveis efeitos genotéxicos de compostos
antineoplasicos em células tumorais, por exemplo, pode fornecer informacoes
importantes sobre o mecanismo de a¢dao dessas drogas, especialmente no que
diz respeito a sensibilidade celular a diferentes protocolos de tratamento
(McKenna et al., 2008). O teste do micronucleo, por sua vez, ¢ um ensaio
citogenético que permite avaliar danos cromossémicos em populacdes
expostas a agentes mutagénicos. A alta confiabilidade e o baixo custo dessa
técnica tém contribuido para o seu sucesso e ampla utilizagdo como um
indicador de mutagenicidade tanto em estudos 7z vivo como in vitro (Bonassi et
al., 20006; Bonassi et al., 2010).

Para o cancer de bexiga, protocolos quimioterapicos que incluem a
combinagdo das drogas methotrexate, vinblastine, doxorubicina e cisplatina
(MVAC) tém sido bastante utilizados e avaliados. Nos udltimos anos, a
gencitabina também foi incluida nos esquemas de tratamento dos tumores
uroteliais (Bellmut et al., 2006). Von der Maase et al. (2000b) mostraram em
pacientes com cancer de bexiga avancado que o protocolo combinado de
cisplatina e gencitabina apresenta eficacia similar ao MVAC, mas com
tolerabilidade superior e menor toxicidade. Portanto, com base na interacao

sinergistica entre a cisplatina e a gencitabina, o uso simultaneo dessas drogas
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vem sendo considerado como alternativa ao MVAC (von der Maase et al,

2005; Bellmut et al., 2000).

A cisplatina é um composto que se liga ao DNA formando ligagoes
cruzadas (crosshnks) intra e intercadeia, sendo essas ultimas as menos
frequentes, mas as mais citotoxicas (Zhang et al., 2009; Brozovic et al., 2009).
No teste do cometa, nossos resultados mostraram que a cisplatina, nas trés
concentracdes testadas e avaliadas 6 horas apdés o tratamento, induziu
aumento estatisticamente significativo de danos no DNA somente na
linhagem 5637, que possui o gene TP53 mutado. Quando o efeito foi avaliado
24 horas apés o tratamento, somente a menor concentragio mostrou-se
genotoxica. Nas células 5637, o gene TP53 possui mutacdes pontuais nos
coédons 72 e 280 (core domain) que podem inibir completamente a fun¢ao do
gene, uma vez que a proteina (p53) produzida pode nio atuar exercer sua
atividade na regulagdo de outros genes (Cordon-Cardo et al., 1994).

Estudos sobre o gene TP53 tém mostrado resultados conflitantes, uma
vez que a resposta do gene varia de acordo com a presenca ou niao de
mutacdo e com a localizacio desta (Prives & Manfredi, 2005). Sanchez-
Carbayo et al. (2002) usando métodos bootstrapping para analise de dados de
expressao génica em larga escala, puderam agrupar as linhagens celulares de
cancer de bexiga com base no status dos genes TP53, RB e pl6
(p53/pRB/INK4A). Os autores observaram, contudo, que as células que

possufam muta¢io no exon 8 (como ¢ o caso das células 5637) nido se
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incluiam no agrupamento. Dessa maneira, foi sugerido que apesar do
mecanismo  p53/pRB/INK4A ser importante no desenvolvimento e
progressiao do cancer de bexiga, outros mecanismos estio também envolvidos
e precisam ser ainda identificados. Estudo anterior realizado em nosso
laboratério mostrou que a linhagem T24 (TP53 mutado) apresentava perfil de
expressao génica mais semelhante a linhagem RT4 (TP53 selvagem) do que a
linhagem 5637 (ITP53 mutado), sugerindo que esta (5637) possul background
genético muito diferente das outras duas linhagens. Além disso, as redes
Bayesianas mostraram que nas linhagens 5637 e T24 o gene TP53 interage
com diversos outros genes, sugerindo que outros mecanismos além do TP53,
podem estar associados ao fenotipo maligno (da Silva, 2009).

A auséncia de efeito genotéxico observada nas linhagens celulares RT4
e T24 poderia, também, ser explicada pelo tipo de lesio induzida pela
cisplatina. Dados apresentados na literatura (Pfuhler & Wolf, 1996; Merck &
Speit, 1999) mostram que a ligagdes cruzadas induzidas no DNA por essa
droga niao sao detectadas pelo teste do cometa, nao podendo, portanto,
ser.mensuradas. O teste do cometa é uma técnica sensivel para detectar uma
variedade de lesdes no DNA, entretanto, ndo ¢é efetivo para detectar lesdes
induzidas por agentes que causam ligagoes cruzadas do tipo DNA-DNA e
DNA-proteinas, as quais podem dificultar a migracio do DNA na eletroforese
(Merck & Speit, 1999). Assim sendo, pode-se sugerir que o efeito genotdxico

da cisplatina detectado pelo teste do cometa na linhagem 5637, seria indicativo
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da presenca de outros tipos de lesées no DNA, provavelmente resultantes de
processos relacionados as diferengas genéticas existentes nessa linhagem.

No teste do micronucleo, nossos achados evidenciaram o aumento de
alteragées cromossomicas apenas na linhagem T24 e para a menor
concentracao da cisplatina. Apesar de nao estatisticamente significativo, nao se
pode descartar das considera¢oes biologicas a evidéncia do aumento na
frequéncia de micronicleo em ambas as linhagens com o gene TP53 mutado e
para todas as concentragoes. Estudo realizado por Attia (2010) mostrou
aumento significativo de micronicleos em células de medula de
camundongos, 24 horas apds a administracao da cisplatina. Alves et al. (2007)
também demonstraram que a cisplatina induziu aumento de aberragoes
cromossomicas ¢ do indice mitético, em linfocitos de pacientes com
hemoglobinopatias, evidenciando o potencial mutagénico da droga.

Por outro lado, a atividade da gencitabina ¢ ainda pouco conhecida. Em
nosso estudo, somente a linhagem TP53 selvagem (RT4) ndo apresentou
danos no DNA apés os tratamentos. Este resultado refor¢a os achados que
demonstram que em células TP53 selvagem tratadas com gencitabina, os
danos no DNA levam ao aumento da expressio do gene TP53, que resulta na
ativacao dos mecanismos de reparo (Bergman, et al., 2002). No caso das duas
linhagens mutadas para o gene TP53, o efeito genotdxico detectado nos
diferentes tempos de analise, evidencia a maior sensibilidade dessas células ao

tratamento com a gencitabina. Entretanto, ¢ importante destacar que esse
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quimioterapico caracteriza-se por ser um analogo de nucleotideo, que inibe a
sintese de DNA e, dessa maneira, os efeitos do tratamento observados apos
longos periodos podem nio estar relacionados ao status de TP53. Fencher et
al. (2003) mostraram que a indugdo de apoptose apos o tratamento com a
gencitabina ¢ independente do status de TP53 em linhagens de carcinoma de
células transicionais. Além disso, foi descrito que os efeitos da gencitabina nao
estavam relacionados ao status do gene TP53 em células de epitélio de pulmao
A549 (Paulwels et al., 2005).

Com relacao ao potencial mutagénico da gencitabina, nao foi possivel
realizar a avaliagdao pelo teste do micronucleo nas linhagens utilizadas (5637 e
T24). As células analisadas apdés o tempo de tratamento apresentavam-se
mononucleadas, indicando o Dbloqueio do ciclo de divisio e,
consequentemente, a impossibilidade de detec¢ao, com precisao, dos danos
cromossomicos induzidos pela droga. Dessa maneira, foi possivel avaliar,
apenas, o potencial citotoxico da gencitabina e ndo mutagénico. Para isso,
utilizamos o indice de divisio nuclear (IDN) conforme sugerido por Fenech
(2007). De acordo com esse autor, o calculo do IDN permite avaliar o estado
proliferativo das células viaveis e, portanto, pode ser utilizado como um
indicador de efeito citostatico. O menor valor, 1, observado para este indice,
ocorre quando as células ndo conseguiram passar por um ciclo de divisao e se
apresentam todas mononucleadas (como foi o caso do presente estudo). Caso

todas as células tenham completado um ciclo de divisdo nuclear, o valor do
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IDN sera 2. O valor de IDN sera superior a 2 quando as células tiverem
passado por mais de um ciclo de divisao. Nossos dados mostraram diferenca
estatisticamente significativa do valor do IDN em todas as concentragoes
testadas da gencitabina nas linhagens celulares TP53 mutadas (5637 e T24),
corroborando os resultados apresentados por Aydemir et al. (2005) que
evidenciaram a diminui¢do do indice de replicacao celular em cultura de
linfécitos humanos, apds o tratamento com a gencitabina. O mecanismo de
acao sugerido para explicar tal inibicdo ¢é pela incorporacao da gencitabina na
fita de DNA, competindo com a citosisna, e, dessa maneira, inibindo a
atividade da DNA polimerase (Jiang et al., 2000). Em estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio, observamos o bloqueio do ciclo celular na
fase G1 nas trés linhagens celulares (RT4, 5637 e T24), independente do
status do gene TP53 (da Silva et al., 2010).

Quando analisamos os efeitos do tratamento simultineo com a
cisplatina e a gencitabina, foi observado aumento estatisticamente significativo
de danos no DNA em todas as linhagens celulares, independente do status do
gene TP53. Alguns autores mostram que essas duas drogas sao ideais para o
combinado devido a seus diferentes, mas complementares, mecanismos de
acao. Como a gencitabina ¢ incorporada em cada fita de DNA sintetizada, o
uso combinado da ciplatina pode inibir o reparo de danos causados no DNA,
resultando em aumento da citotoxicidade e morte celular (Moufarij et al.,

2003). Em nosso estudo, foram observados resultados semelhantes, uma vez
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que o tratamento com a gencitabina induziu efeito citostatico nas linhagens
TP53 mutadas. Esses achados corroboram dados anteriores obtidos por nosso
grupo de pesquisa que mostraram o bloqueio do ciclo celular na fase G1 nas
trés linhagens celulares expostas a combinacdo cisplatina/gencitabina. Da
mesma maneira, foram observadas baixas taxas de sobrevivéncia celular e
clonogénica nessas linhagens apds o tratamento combinado da drogas (da
Silva et al, 2010), confirmando o efeito sinérgico dos dois agentes
quimioterapicos. Outros estudos apresentados na literatura também relatam
os efeitos favoraveis do uso simultaneo da cisplatina e gencitabina em
pacientes com carcinoma de células transicionais uroteliais (Bellmunt &
Albiol, 2001; von der Maase et al., 1999).

Finalizando, nossos resultados sugerem que o tratamento combinado
cisplatina/gencitabina foi o mais efetivo em linhagens de carcinoma de células
transicionais de bexiga, independente do status do TP53. No entanto, novas
avaliacoes devem ser conduzidas no sentido de ampliar o entendimento sobre
os mecanismos de a¢do dessas duas drogas isoladamente ou em combinagao, a
fim de definir estratégias de tratamento mais eficazes e com menores riscos

secundarios aos pacientes com cancer urotelial.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sobre os efeitos genotoxicos e
mutagénicos dos agentes antineoplasicos cisplatina e gencitabina em linhagens
celulares de carcinoma de bexiga (RT4 - tumor de baixo grau e gene TP53
selvagem; 5637 - tumor de alto grau e gene TP53 mutado; T24 - tumor de alto

grau e gene TP53 mutado) permitiram as seguintes conclusoes:

a cisplatina apresentou efeito genotéxico somente na linhagem
celular 5637;

a cisplatina induziu efeito mutagénico apenas na linhagem T24
quando utilizada em baixa concentragao (0,5 uM);

o tratamento com gencitabina induziu danos no DNA apenas nas
células com mutacdes no gene TP53 (5637 e T24);

o tratamento simultaneo cisplatina e gencitabina induziu danos no
DNA nas trés linhagens celulares, independente do status do gene
TP53;

os tratamento com a gencitabina e com a combinagio
cisplatina/gencitabina induziram bloqueio no ciclo celular em
linhagens com o gene TP53 mutado;

os efeitos genotoxicos da gencitabina sio dependentes do status do
gene TP53, enquanto os da cisplatina e do tratamento combinado

das drogas nao dependem do status do gene.
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