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RESUMO

Shimabukuro F. Avaliacdo in vitro da cisplatina, em linfocitos de pacientes
com melanoma cutaneo, por meio de testes citogenéticos [dissertagao].
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo. 109p.

O melanoma cutdneo maligno € uma lesdo neoplasica originada nos
melandcitos epidérmicos, sendo altamente invasiva e agressiva, com
elevada taxa de mortalidade, cuja incidéncia vem aumentando nos ultimos
anos. O tratamento do melanoma é cirurgico e os pacientes com metastase
podem receber quimioterapia com cisplatina que ao formarem adutos com o
DNA alteram o processo de replicagdo da célula cancerosa. Sugere-se que
os sistemas de reparo do DNA tenham um papel importante na etiologia do
melanoma (reparo deficiente) e no tratamento do mesmo (eficiente
eliminacao dos adutos). A identificacdo prévia da resposta dos pacientes
com melanoma ao tratamento com cisplatina pode ser um indicador
bioldégico importante na clinica oncolégica. O presente trabalho teve como
objetivo, a partir de linfécitos de sangue periférico de pacientes com
melanoma e de controles, avaliar o dano no DNA antes e apds a adigao,
in vitro, de cisplatina (10uM, 100uM e 250uM), além de estimar a capacidade
de reparo do DNA, apés a retirada da droga (1h, 2,5h e 5h). Foram utilizados
os testes do micronucleo (MN - dano basal) e do Cometa (dano basal, agéao
da cisplatina e reparo do DNA). A analise citogenética foi possivel em 20
pacientes com melanoma (10 homens e 10 mulheres, média de 50,6 £ 5,9
anos) e 19 controles (9 homens e 10 mulheres, média de 49,9 + 5,5 anos) que
também responderam a um questionario sobre habitos e tipos de exposicao a
fatores de risco ao melanoma. A frequéncia do dano basal pelo teste do MN
e do Cometa em linfécitos de pacientes (MN = 1,2 + 1,2 e Cometa = 59,3 +
62,5) foi praticamente o dobro da observada nos controles (MN =0,6 £ 1,0 e
Cometa = 35,3 + 18,6) embora a diferenga entre os grupos, em ambos os
testes, ndo tenha sido considerada estatisticamente significante (p=0,23 e
p=0,85, respectivamente). O tratamento in vitro com cisplatina, em
comparagao com o dano basal, aumentou a frequéncia de Cometas nas trés
concentragdes estudadas (10uM, 100uM e 250uM) tanto para os pacientes
(65,50 + 50,06, 72,74 £ 50,89 e 77,26 + 44,16) quanto para os controles
(66,53 + 49,85, 66,53 £ 26,33 e 81,74 + 43,12) diferenga esta considerada
significante somente para o grupo controle, nas trés concentracdes
avaliadas (p=0,0175, p=0,0002, e p=0,0002, respectivamente). Quanto aos
diferentes tempos de reparo (1h, 2,5h e 5h), apds a retirada de cisplatina nas
diferentes concentragcdes estudadas, verificou-se aumento na frequéncia
média de Cometas tanto para os pacientes com melanoma (93,88 + 33,7,
101,75 £ 35,7 e 99,31 + 32,30) quanto para os controles (92,45 + 38,4,
100,82+ 38,8 e 100,81+ 31,7), diferenga que foi estatisticamente significante
quando comparada ao dano basal observado nos pacientes (p<0,001) e nos
controles (p<0,001). Resultados semelhantes foram observados quando
comparados em conjunto os escores dos tempos de reparo com O escore
obtido apds tratamento com cisplatina nos pacientes (71,09 + 48,2; p<0,005)
e nos controles (71,59 = 40,5; p<0,005). Os resultados obtidos parecem



indicar um padrdo de resposta semelhante em relagdo a cisplatina e ao
reparo do DNA nos dois grupos de individuos avaliados. O periodo de
incubacgao das células, apos a retirada da cisplatina, bem como o numero de
individuos avaliados podem ter influenciado nos resultados obtidos.
Por outro lado, a resposta observada nos linfécitos in vitro, pode nao ser
representativa do efeito in vivo da célula tumoral. Entretanto, a identificagao
de marcadores de resposta a tratamentos com quimioterapicos, a partir de
linfécitos de sangue periférico pode ser uma estratégia de pesquisa
importante na pratica clinica, inclusive para o melanoma.

Descritores: 1.Melanoma 2.Cisplatina 3.Teste do Cometa 4.Reparo do DNA
5. in vitro



SUMMARY

Shimabukuro F. In vitro assessment of cisplatin, in lymphocytes of patients
with cutaneous melanoma, using cytogenetic tests [dissertation]. “Faculdade
de Medicina, Universidade de S&ao Paulo. 109p.

Cutaneous melanoma is a malignant tumor originated from epidermal
melanocytes, highly invasive and aggressive, with high mortality, and
incidence that has been increasing over the years. The treatment for
melanoma is surgery and patients with metastasis may receive
chemotherapy with cisplatin, that results in DNA adducts that alters the
replication process in cancer cells. It is suggested that the DNA repair
systems have an important role in the etiology of melanoma (risk due to
deficient repair) and treatment efficiency (removal of DNA adducts can
decrease the treatment results). The prior identification of the response of
melanoma patients to treatment with cisplatin may be an important biological
marker in clinical oncology. The aim of this study was to assess, in peripheral
blood lymphocytes from melanoma patients and controls, the DNA damage
before and after the addition of cisplatin (10uM, 100uM and 250uM), in vitro,
and estimate the capacity of DNA repair after drug removal (1h, 2.5h and 5h).
The micronucleus test (MN — basal DNA damage) and the Comet assay
(basal DNA damage, action of cisplatin and DNA repair) were used for the
evaluation. Cytogenetic analysis was performed in 20 melanoma patients (10
men and 10 women, average age 50.6 + 5.9 years old) and 19 controls (9
men and 10 women, average age 49.9 £ 5.5 years old) who also answered a
questionnaire on habits and types of exposure to risk factors for melanoma.
The frequency of basal DNA damage by the MN test and the Comet assay in
lymphocytes from patients (MN = 1.2 + 1.2 and Comet = 59.3 + 62.5) was
nearly twice the observed in controls (MN = 0, 6 £ 1.0 and Comet = 35.3 %
18.6), although the difference between the groups in both tests was not
considered statistically significant (p = 0.23 and p = 0.85, respectively). The
in vitro treatment with cisplatin, compared with the basal DNA damage,
increased the frequency of Comets in the three studied concentrations
(10uM, 100uM and 250uM) for patients (65.50 + 50.06, 72.74 + 50.89 and
77.26 + 44.16) and for the controls (66.53 + 49.85, 66.53 + 26.33 and 81.74 +
43.12) and the difference was statistically significant only for the control
group, for all cisplatin concentrations (p = 0.0175, p = 0.0002 and p = 0.0002,
respectively). Considering the different repair times (1h, 2.5h and 5h), after
removal of cisplatin at different concentrations, there was an increase in the
mean frequency of Comets for both melanoma patients (93.88 + 33.7, 101.75
+ 35.7 and 99.31 = 32.30) and for the controls (92.45 + 38.4, 100.82 + 38.8
and 100.81 + 31.7), and the difference was statistically significant when the
repair Comet score was compared to the basal DNA damage observed in
patients (p <0.001) and controls (p <0.001). Similar results were observed
when the Comet scores of repair times were compared to the Comet scores
obtained after treatment with cisplatin in patients (71.09 + 48.2, p < 0.005)
and controls (71.59 + 40.5, p < 0.005). The results seem to indicate a similar
pattern of response to cisplatin and DNA repair in both groups of subjects



evaluated. The period of incubation of the cells after cisplatin removal and
the number of individuals studied may have influenced the results. The
lymphocytes’ response, in vitro, to cisplatin may not be representative of the
in vivo effect of tumor cell. However, the identification of markers of response
to treatment with chemotherapy from peripheral blood lymphocytes may be
an important research strategy in clinical practice, including melanoma.

Descriptors: 1.Melanoma 2.Cisplatin 3.Comet Assay 4.DNA Repair
5.in vitro
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O melanoma cutaneo maligno € uma lesdao neoplasica oriunda de
melandcitos epidermais (Maddodi e Setaluri, 2008). E um cancer altamente
invasivo e agressivo, com elevada taxa de mortalidade, que resulta de
interacdes de fatores genéticos e ambientais (Winsey et al., 2000, Slominski et
al., 2001). A incidéncia e mortalidade do melanoma estdo em ascensdo em
todo o mundo (Dadras et al., 2005, Rigel, 2008) e é previsto que continue a
crescer como resultado de uma redugao continua da concentragao do 0zoénio
estratosférico (Wei et al., 2003). Para 2010, foram previstos 2.960 casos
novos em homens e 2.970 casos novos em mulheres segundo as estimativas
de incidéncia de cancer no Brasil (INCA, 2009). Os maiores indices de
melanoma ocorrem em areas proximas ao Equador e com elevadas altitudes,
no entanto, tais indices também podem variar de acordo com a pigmentagao
da pele e com os padrbes de exposi¢cao solar em dada populagao (Stahl et al.,
2004, Rigel, 2008). A sobrevida média estimada em cinco anos é de 73% nos
paises desenvolvidos, enquanto que nos paises em desenvolvimento é de
56%. A média mundial estimada é de 69% (INCA, 2009).

O prognéstico dos pacientes com melanoma depende do estadio do
tumor a época do diagndstico e € normalmente baseado nos parametros
histopatolégicos e na avaliagao clinico-radiolégica de possiveis metastases.
Dentre os parametros prognésticos, a espessura tumoral € o mais sensivel

em prever o risco de metastases. Entretanto, ainda é dificil de determinar o
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prognostico individual para os pacientes, uma vez que melanomas de
espessura mais fina também podem resultar em metastases letais
(Dadras et al., 2005).

Os melanomas quando sdo reconhecidos precocemente, podem
resultar em cura clinica pela remocgéao cirurgica, sendo que 80% dos casos
sao tratados dessa maneira. No entanto, na fase metastatica ndo ha um
tratamento efetivo, pois os individuos sao frequentemente resistentes a

terapia (Rass e Hassel, 2009).

1.1 Caracteristicas do Melanoma Cutaneo

O melanoma pode surgir a partir da pele normal ou de uma lesao
pigmentada preexistente. A manifestagcdo da doenga na pele normal se da a
partir do aparecimento de uma pinta escura de bordas irregulares e nos
casos de uma lesdo pigmentada preexistente, ocorre aumento no tamanho
com alteracao na coloracio e forma da lesao que passa a apresentar bordas
irregulares. O parametro ABCD é utilizado para o reconhecimento do
melanoma cutaneo em lesdes melanociticas (Assimetria, Bordas irregulares,
Coloragdo e Diametro), além de crescimento rapido, descamagéo,
ulceragao, sangramento, prurido, dor e desenvolvimento de areas papulosas
ou nodulares sobre maculas pigmentadas (Lee e Claridge, 2005, She et al.,

2007, Messadi et al., 2009).
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Parametros histopatolégicos como local de acometimento do tumor,
niveis de invasao de Clark, espessura de Breslow e fase de crescimento
(radial ou vertical) sdo considerados na avaliagcdo do paciente (MacKie,
2000, Rass e Hassel, 2009). O procedimento médico apds o reconhecimento
da neoplasia € a ressecgao cirurgica da lesdo suspeita e a confirmagao
histolégica e, em seguida, procede-se a complementagdo do estadiamento
para se definir a proposta terapéutica.

O estadiamento do melanoma pode ser dado de acordo com o nivel
de invasao tumoral na classificacdo proposta por Clark ou pelo indice de
Breslow, que determina a espessura do tumor sendo esta a classificacao
mais utilizada atualmente (Machado et al., 2004). A classificagcao de Clark,
definida pelo Dr. Walace Clark em 1967, é utilizada para definir o nivel de
invasdo de melanomas finos: nivel | (crescimento intra-epidérmico), nivel |l
(invasao da derme papilar), nivel Il (atinge o limite entre derme papilar e
reticular), nivel IV (invasao da derme reticular) e nivel V (invasao do tecido
celular subcutaneo (Balch et al., 2004). Ja o indice de Breslow, proposto
pelo Dr. Alexander Breslow em 1970, determina a espessura tumoral
(dimenséao vertical a partir do ponto mais profundo de invasdo ao topo da
camada granulosa ou a célula mais superficial em caso de ulceragao) e é
subdividido em quatro niveis: | =< 1,0 mm; Il = 1,01- 2,0 mm; Il = 2,1 - 4,0 mm;
IV =>4,0 mm (Balch et al., 2004).

Em tumores com espessura maior que 1mm €& recomendado ao
paciente a bidpsia do linfonodo sentinela, que € o primeiro sitio de

drenagem na area entre o tumor primario e a cadeia linfatica. Este conceito
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baseia-se na hipotese de que a drenagem linfatica ocorre de maneira
ordenada a partir do tumor primario para um primeiro linfonodo, o sentinela,

e entao para o restante da rede linfatica (Mariani et al., 2002).

1.2 Fatores de Risco do Melanoma

Melanoma acomete individuos jovens e de meia-idade, ao contrario
da maioria dos outros tumores sdlidos, que afetam principalmente adultos
mais velhos. A idade média do diagndstico é de 57 anos, e a média de idade
na morte & de 67 anos (Markovic et al., 2007). A distribuicdo dos locais de
ocorréncia do tumor é sexo-dependente: as areas mais comuns sdo o dorso
para os homens e os bragcos e pernas para as mulheres (Rigel, 2008).
Populagdes brancas apresentam um risco aproximadamente 10 vezes maior
de desenvolver melanomas do que as negras, asiaticas ou hispanicas. Isso
€ provavelmente devido a maior sensibilidade da pele branca a exposicéo
solar (Kauffmann et al., 2008).

Diversos fatores de risco foram identificados como associados ao
desenvolvimento do melanoma, entre eles a historia familial de melanoma,
sensibilidade da pele ao sol, exposicdo a radiacdo ultravioleta,
bronzeamento artificial, 0 niumero de nevos, a presenca de nevos displasicos
ou atipicos, presenca de sardas e cores claras de cabelo, olhos e pele

(Landi et al., 2002, Markovic et al., 2007).
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1.3 Mecanismos de Dano ao DNA por Exposicdo aos Raios UV

Os canceres de pele resultam de eventos bioquimicos simultaneos e
sucessivos, iniciados pela radiacdo ultravioleta (UV) de diferentes
comprimentos de onda (UVA e UVB). Essas radiagdes produzem danos no
DNA que na auséncia de reparo, podem levar a mutagdes em proto-
oncogenes e genes supressores de tumor, originando assim o cancer
(Sarasin, 1999). Dados epidemioldgicos e experimentais sugerem que a
radiacao ultravioleta (UV) é um importante carcindgeno ambiental envolvido
na iniciagdo e na progressao do cancer de pele (Bendesky et al., 2006,
Rigel, 2008). Quando a pele é exposta a luz solar, uma parte da radiagéo é
refletida enquanto a outra parte é absorvida, sendo que os raios UVA e UVB
agem diferentemente nas células deste tecido (Marrot e Meunier, 2008).

O comprimento de onda curto do UVB (290-320nm) pode causar
danos em proteinas ou em membranas celulares, e gerar estresse oxidativo,
no entanto, ele também pode agir diretamente no DNA das células epiteliais
e induzir lesdes resultantes da absorcao direta de fotons. Essas lesbes tém
sido relatadas como importantes fatores na morte celular, inducdo de
mutagdes e cancer em decorréncia da exposicdo aos raios UV. Os danos
gerados no DNA apresentam-se na forma de dimeros de pirimidina de
ciclobutano (ligagdo entre os carbonos 5 e 6 das bases pirimidicas
adjacentes) e fotoprodutos de pirimidina (ligagado entre os carbonos 6 e 4)
conforme apresentado na Figural. A dimerizagao de pirimidinas, induzidas

pela radiacdo UV, resulta na distorcdo da estrutura do DNA que pode
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bloquear a replicacdo e transcricdo da molécula (Bendesky et al., 2006,
Marrot e Meunier, 2008) ou dar inicio ao processo de fotocarcinogénese

(Heo et al., 2001, Wang et al., 2005).

5 5
o o
. [
0-1; =0 0=p =0
1
0 0
H a!: oH | o_H
2 Q H,C
HH .\: N 9_“
( o T
4] H 0
. CH, . A
Q=P =0 O0=p =0
| CH, |
o] N o T o =
I }—H |
HC O o Hzc o Y
clx H o H
o-? =0 o-;:- =0
Ca'-‘ o
3! 3|
dimera de pirimidina B-4 dimera
de ciclobutana de pirimidina

Figura 1. Representacdo esquematica de estruturas quimicas de dimeros
de pirimidina que se formam na molécula de DNA apds exposi¢ao
aos raios UV (Adaptado de Marrot e Meunir, 2008)

Os raios UVA (320-400nm) quando incidentes nas células epiteliais
podem causar quebras de fitas simples do DNA, crosslink de DNA-proteina,
além de induzirem a formacao de radicais livres, as chamadas espécies
reativas de oxigénio (ROS), que causam danos oxidativos ao DNA. As
células respondem a essas lesbes causadas pela irradiagcdo UV por meio da
ativacao de diferentes mecanismos de reparo do DNA (Winsey et al., 2000,

Marrot e Meunier, 2008).
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A evidéncia de que apenas uma fragcdo dos individuos expostos a luz
solar desenvolvem o melanoma sugere que a variabilidade genética tenha
um papel importante na etiologia do melanoma (Wei et al., 2003). As
pessoas diferem quanto a resposta aos mutagenos em decorréncia de
fatores individuais, que incluem nao s6 os habitos diarios (fumo,
medicamentos, drogas ilicitas, alcool ou mesmo a ingestdo de antioxidantes,
entre outros), provavelmente em decorréncia do perfil genético que pode
favorecer ou nao a eliminacdo de metabdlitos potencialmente mutagénicos
e/ou carcinogénicos (Autrup, 2000, Millikan et al., 2006). A capacidade
individual de reparo de danos gerados no DNA também pode ser modulada
por variaveis genéticas como os polimorfismos em genes que codificam
proteinas envolvidas no processo de reparo (Bendesky et al., 2006, Garcia-

Sagredo, 2008).

1.3.1 Mecanismos de Reparo do DNA a Exposi¢do aos UV

Sistemas de reparo do DNA atuam na manutencao da integridade
do genoma e possuem um papel fundamental no reconhecimento de
mutagdes que podem levar ao processo carcinogénico (Mohrenweiser e
Jones, 1998, Sarasin e Kauffmann, 2008). Evidéncias sugerem que o
processo de reparo quando nao eficiente esta associado com a maior
suscetibilidade a outras neoplasias (Yu et al., 2004). A auséncia ou reparo
incorreto do DNA pode iniciar a carcinogénese pela ativagao de

oncogenes, inativacado de genes supressores de tumor, ou pela perda de
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heterozigose (Winsey et al., 2000). A perda de um dos alelos em um locus
especifico pode modificar a expressao de genes que ndao se manifestam
em heterozigose. Essa perda pode ocorrer devido a delecdo de um
cromossomo ou de parte dele, resultando ao final em um fendtipo
homozigoto. Quando esta perda ocorre em um gene supressor tumoral,
onde somente um dos alelos € selvagem e condiciona a caracteristica, tal
delecao pode favorecer a expressao do alelo mutante e resultar em uma
transformacgao celular neoplasica.

Os mecanismos de reparo do DNA estdo intimamente interligados
com a regulagao do ciclo celular, transcrigao e replicagdo, processos esses
que usam em parte, fatores comuns. Quando o tipo e a quantidade de danos
superam a capacidade de reparo das células, esses mecanismos celulares
essenciais podem ser seriamente afetados. Caso essas lesbes nao sejam
removidas, podem levar as células a morte, ou resultarem na incorporagao
de mutagbes no genoma, que podem ser transmitidas para as geragdes
futuras (Berra et al., 2006). A capacidade individual de reparar danos no
DNA pode refletir a suscetibilidade de um individuo em desenvolver cancer
ou mesmo outras doengas (Schmezer et al., 2001, Andersson et al., 2007).
Um exemplo é o Xeroderma Pigmentoso (XP), uma rara doenga
autossbmica recessiva, associada a um risco mil vezes maior de
desenvolver cancer de pele. Os portadores desta sindrome apresentam
acumulo de mutacdes no DNA, resultantes da exposi¢cao a radiacdo UV e
decorrente da falta de um mecanismo eficiente de reparo do DNA

(Tomescu et al., 2001, Kauffmann et al., 2008).
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Existem diferentes tipos de lesdes que podem ocorrer no DNA como
oxidagao, alquilacdo, hidrolise e mau pareamento de bases, crosslinks,
quebras de fita — simples e dupla, além de adutos de DNA, entre outros. Para
cada um desses processos ocorre um reparo especifico no DNA por meio de
uma via de sinalizacdo comum e como resultado, a alteracdo ou mesmo
interrupcéo do ciclo celular (Rouse e Jackson, 2002, Houtgraaf et al., 2006).
Basicamente, as vias de reparo do DNA podem ser classificadas em: reversao
da leséo, reparo por excisao, reparo recombinacional e tolerancia a lesdes.

Trés diferentes mecanismos podem ocorrer no reparo por excisao:
reparo por excisao de base (BER), reparo por excisdo de nucleotideo (NER)
e mismatch repair (MMR) (Leibeling et al., 2006, Sarasin e Kauffmann,
2008). O principal sistema de reparo de danos induzidos pela radiagdo UV é
0 reparo por excisao de nucleotideo (Millikan et al., 2006, Kauffmann et al.,
2008). O NER é a via de reparo que elimina a variedade mais ampla de
lesdes no genoma humano: é responsavel pela remogado de dimeros de
pirimidina causados pela radiagao UV, adutos volumosos, crosslinks e danos
oxidativos (Houtgraaf et al., 2006, Maddodi e Setaluri, 2008). Tal
mecanismo de reparo consiste num processo de multiplas etapas,
envolvendo pelo menos 25 proteinas diferentes. Primeiramente a lesdo no
DNA é reconhecida e demarcada, em seguida ocorre incisdo da fita em
ambos os lados da lesdo. Posteriormente, ocorre a excisdo do segmento
contendo a lesao e o espaco é preenchido com um novo segmento de DNA
que é sintetizado a partir da fita ndo danificada, que serve como molde e
finalmente, ocorre a unido da molécula de DNA reparada (Blankenburg et al.,

2005, Leibeling et al., 2006).
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Estudos epidemiolégicos vém sendo realizados com a finalidade de
avaliar a contribuicao de polimorfismos de genes de reparo do DNA no risco
de diferentes tumores como de mama, tiredide, cabega e pescoco, pele,
pulmao, entre outros. (Collins e Harrington, 2002, Blankenburg et al., 2005,

Wei et al., 2005).

1.4 Tratamento do Melanoma

Os melanomas quando s&o reconhecidos precocemente, isto €,
numa fase de crescimento radial, e a doenca ainda esta localizada e restrita
a pele, uma remocgao cirurgica apropriada pode resultar em cura clinica,
sendo que 80% dos casos sao tratados dessa maneira. No entanto, uma
populacdo celular com capacidade de desenvolver crescimento vertical
possui um impacto negativo na sobrevida do paciente, com uma média de
sobrevida entre seis meses e cinco anos (Kauffmann et al., 2008).
Melanomas na fase de crescimento vertical possuem capacidade
metastatica, e uma vez que o processo se inicia, o tumor pode ser resistente
a terapia (Gray-Schopfer et al. 2007, Rass e Hassel, 2009).

Pacientes com neoplasias malignas disseminadas sao frequentemente
tratados com uma combinagdo de drogas citostaticas que sdo, em sua
maioria, genotdxicas (Elsendoorn et al., 2001, Rass e Hassel, 2009).
As drogas citostaticas entram na célula por difusdo ion-dependente ou
transporte ativo mediado por proteinas carreadoras. Dentro da célula,

agentes alquilantes reagem com sitios nucleofilicos de macromoléculas e
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formam adutos de proteina, RNA ou DNA. A reacdo com DNA gera adutos
monofuncionais assim como crosslinks intra e inter-fitas da molécula. A
formacao de adutos resulta na inibicao da replicacdo de DNA, transcrigao de
RNA, pausa na fase G2, e subsequente inducdo da morte celular
programada (Réckmann e Schadendorf, 2003).

A maioria das drogas antineoplasicas é soluvel em fluidos corporais,
podendo dessa maneira, ser distribuida sistemicamente. Apesar de os
esforgos terapéuticos serem direcionados aos tecidos cancerigenos, o DNA
de células ndo cancerigenas também esta sujeito aos danos decorrentes da
quimioterapia (Kopjar et al., 2002). Assim, ndo somente as ceélulas tumorais
sofrerdo danos celulares e lesées no DNA, mas também tecidos normais
podem ser severamente danificados durante a quimioterapia (Elsendoorn et
al., 2001). Mais de 50 drogas citotoxicas estdo disponiveis comercialmente
para tratamento de pacientes com cancer. Estudos clinicos e laboratoriais tém
provado que muitas destas sdo mutagénicas, carcinogénicas, ou
teratogénicas em humanos e animais. Os pacientes que receberam dosagens
terapéuticas dessas drogas apresentaram diversos efeitos colaterais agudos e
cronicos, como nausea, vomito, nefrotoxicidade, insuficiéncia renal, mucosite,
anemia, e inclusive canceres secundarios (Sanchez-Suarez et al., 2008).

O prognéstico do melanoma pode ser considerado bom, se detectado
nos estagios iniciais. Nos ultimos anos, houve uma grande melhora na
sobrevida dos pacientes, principalmente devido a detecgdo precoce do
cancer (Rass e Hassel, 2009). Nos paises desenvolvidos, a sobrevida média
estimada em cinco anos é de 73%, enquanto que, para o0s paises em
desenvolvimento, a sobrevida média é de 56% e a média mundial estimada

€ de 69% (INCA, 2009). O baixo progndstico de cinco anos é resultante



Introdugéo 13

principalmente da resisténcia aos quimioterapicos utilizados no tratamento
do melanoma (Grossman e Altieri, 2001).

Uma causa fundamental da eficacia limitada das drogas citotoxicas no
tratamento do melanoma em estadio avancado se deve aos mecanismos de
quimiorresisténcia (Rass e Hassel, 2009). Poucos farmacos mostram
eficacia contra o melanoma, exceto a dacarbazina, as nitrosureias e a
cisplatina. Essas drogas s&o administradas isoladamente ou em
combinagdes (NCCN, 2006). A administracdo de quimioterapicos baseados
na platina tem sido utilizada amplamente em tratamentos de uma variedade
de tumores durante as ultimas trés décadas.

A cisplatina foi o primeiro agente platinico a ser usado como
quimioterapico no comecgo dos anos 70, possui um potencial inibitério na
divisao celular e eficiéncia no tratamento de diversos tipos de cancer como
de ovario, bexiga, pulméo, cabega e pescogo, sendo principalmente efetivo
no cancer de testiculo (Wang e Lippard, 2005, Almeida et al., 2006).

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina (II) ou cis-DDP), conforme
apresentado na Figura 2, € administrada intravenosamente e tem como alvo

principal a molécula de DNA (Hovhannisyan et al., 2004).

Figura 2: Representacdo da estrutura quimica da cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina (ll) ou cis-DDP)
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Acredita-se que o efeito terapéutico € consequéncia da ligacdo da
cisplatina com o DNA que ao formar adutos que ndo sao removidos, podem
bloquear a replicagcéo e transcricdo do DNA, levando a morte celular. A
cisplatina forma uma variedade de adutos como o crosslink inter-fita e o
aduto monofuncional, no entanto, o mais prevalente (>90%) é o crosslink 1,2
intra-fita, em que a cisplatina liga-se preferencialmente com o N7 de purinas
e o0s principais adutos sao cis-Pt(NH3).d(pGpG) e cis-Pt(NH3)d(pApG),
conforme apresentados na Figura 3 (Zamble e Lippard, 1995, Wozniak e
Blasiak, 2002, Martin et al., 2008). Os danos induzidos pela cisplatina nao
sao faceis de reparo devido a eficiente ligacdo com o DNA, o que favorece

sua eficiéncia como droga antitumoral (Kosmider et al., 2005),

(a)

HaN — PL—

HN — py — HN — Pt
HsN HgN g

Figura 3: Representacdo esquematica dos adutos cisplatina-DNA incluindo
crosslink intra-fita (a), crosslink inter-fita (b) e aduto monofuncional
(c) (Adaptado de Zamble e Lippard, 1995)

Um perfil semelhante de adutos é observado em DNA isolados de
linfécitos de pacientes com cancer apds tratamento com cisplatina,

confirmando in vivo a agao da droga in vitro. Entretanto, os niveis de adutos
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sao similares em tumores e em outros tecidos dos pacientes apds a
quimioterapia, indicando que a cisplatina nao se localiza especificamente no
tecido tumoral (Trimmer e Essigmann, 1999).

A cisplatina parece exercer seu efeito citotoxico pela inibicado da
replicacdo do DNA com efeito seletivo em células em rapida divisdo, como
as ceélulas tumorais. No entanto, a atividade antitumoral da cisplatina, nédo
esta baseada apenas na habilidade de inibir a replicacdo do DNA, sendo que
outros mecanismos, como a inibicdo da transcricdo, também estido
envolvidos (Siddik, 2003). De fato, a sintese de RNA e a replicacdo de DNA
sao eventos mais criticos para uma ceélula tumoral em rapida divisdo, em
relacdo a uma célula estacionaria. Quando ocorre o reparo celular em
resposta ao dano causado pela cisplatina, as células aumentam as chances
de sobrevivéncia. O reparo por excisdo de nucleotideos € o principal
processo pelo qual os adutos de DNA formados pela cisplatina sao
removidos (Jordan e Carmo-Fonseca, 2000).

O NER é um complexo multiprotéico que reconhece o aduto do
crosslink 1,2 intra-fita e remove a parte do DNA lesado, que inclui de 27 a 29
pares de bases. A nova fita sintetizada pela DNA polimerase é entao
inserida, reparando o dano (Figura 4). Estudos relatam que pelo menos 16
genes sao essenciais para o reconhecimento do dano no DNA e excisdo do
aduto formado pela cisplatina (Cepeda et al., 2007). Por outro lado, NER
ineficiente talvez contribua para a atividade antitumoral da droga (Trimmer e

Essigmann, 1999, Jordan e Carmo-Fonseca, 2000).
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Figura 4. Esquema das etapas envolvidas no reparo do crosslink 1,2 —
intra-fita pelo sistema de reparo por excisdo de nucleotideos
(NER) (Adaptado de Cepeda et al., 2007)

A resisténcia as drogas muitas vezes impede o funcionamento da
quimioterapia baseada na cisplatina para curar pacientes com cancer e o
aumento da dose do quimioterapico pode ser téxico para o paciente. Ha dois
tipos de resisténcias a cisplatina: intrinseca e adquirida. A resisténcia
intrinseca ocorre em pacientes em que os tumores sido inerentemente
resistentes e ndo respondem a cisplatina no primeiro momento do tratamento.
Ja a resisténcia adquirida pode surgir em populagdes de células tumorais
apos uma resposta inicial a droga (Martin et al., 2008, Rass e Hassel, 2009).

O desenvolvimento de resisténcia € um processo multifatorial,
podendo estar relacionado ao transporte de farmacos, com um aumento do
efluxo da droga apos esta ja ter adentrado na célula tumoral mediado por
proteinas relacionadas ao fenoétipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR);
a alteragbes em moléculas alvo que vao se acoplar com as drogas
quimioterapicas para que estas exercam seus efeitos antitumorais,

diminuindo assim a sua afinidade pela droga quimioterapica; a detoxificagao



Introdugéo 17

e reparo de DNA mais intenso, levando a inativacao de eventuais danos
pelas medicagbes antineoplasicas e a alteragdes no mecanismo de morte
celular programada ou a apoptose do qual dependem algumas medicagdes
quimioterapicas para sua acao antitumoral (Perez, 1998, Jordan e Carmo-
Fonseca, 2000, Grossman e Altieri, 2001). Sendo assim, um tumor pode se
tornar resistente por um ou mais mecanismos (Chu, 1994, Trimmer e
Essigmann, 1999, Martin et al., 2008).

A busca por um indicador que seja capaz de prever as respostas
individuais a quimioterapia antes do tratamento tem sido alvo de pesquisa de
diversos autores (Nadin et al., 2006, Kauffmann et al., 2008, Sarasin e
Kauffmann, 2008). Apesar de o melanoma ser curavel em fase inicial, ndo
existe ainda tratamento efetivo para o melanoma metastatico, em parte em
decorréncia do fato deste tumor ser um dos mais resistentes a terapia.
Identificar os alvos moleculares para o diagnéstico e tratamento de pacientes
€ de extrema importancia e tem sido o foco de pesquisas recentes de

melanoma (Marquette et al., 2007, Hocker et al., 2008, Rass e Hassel, 2009).

1.5 Testes Citogenéticos

Diferentes ensaios citogenéticos tém sido utilizados no monitoramento
de populagdes expostas a agentes mutagénicos, incluindo os pacientes que
se submetem a tratamentos com drogas antineoplasicas. Entre eles estdo

diferentes técnicas que identificam danos em células individualizadas, como
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o teste do Cometa, detecgdo de aberragbes cromossOmicas e troca de
cromatides-irmas em linfécitos de sangue periférico e o teste do micronucleo
em linfécitos de sangue periférico ou células de escamagao da mucosa de
revestimento. Alguns destes testes sao utilizados em populacdes
ocupacionalmente expostas a substancias potencialmente mutagénicas para
avaliar de forma precoce o risco de cancer (Takahashi, 2003, Garcia-
Sagredo, 2008). Esses testes sdo considerados métodos sensiveis e alguns
deles de relativo baixo custo, sendo que em humanos os testes em linfocitos
de sangue periférico sdo os mais utilizados, podendo ser realizados tanto in
vivo como in vitro. A vantagem dos linfécitos humanos é que por circularem
em todos os oOrgédos servem de sentinelas da exposicdo genotdxica,
independentemente da via de administragdo (oral, inalatéria, dérmica,
intravenosa, etc), além de revelarem os danos de exposi¢ao recente em

decorréncia da curta longevidade dessas células (Garcia-Sagredo, 2008).

1.5.1 Teste do Micronucleo (MN)

O teste do micronucleo (MN) é considerado rapido e econémico e
vem sendo aplicado como teste de screening de populagdes humanas
expostas a agentes potencialmente mutagénicos e/ou carcinogéncios
(Heddle et al., 1991, Fenech, 2006). Os MN séo identificados na intérfase de
células em divisdo e se apresentam na forma de pequenos corpusculos
citoplasmaticos. Correspondem a fragmentos acéntricos resultantes de
dele¢des cromossdmicas ou cromossomos inteiros que se atrasam durante

a anafase da divisao celular. Portanto, MN sao visualizados em células que
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passaram por um ciclo de divisdo (Fenech, 1997, Garcia-Sagredo, 2008). A
Figura 5 apresenta de forma esquematica a formagcédo de MN em células
binucleadas apdés manutencdo das células em cultura e adicdo de
citocalasina B, que impede a citocinese.

O aumento na frequéncia de MN em linfécitos binucleados de sangue
periférico, da mesma forma que as aberragdes cromossémicas estruturais,
parecem ser biomarcadores preditivos de cancer em popula¢gdes humanas
(larmarcovai et al., 2008). O reparo de DNA deficiente também pode estar

associado ao aumento da frequéncia de MN (Bonassi et al., 2007).

A
O hora 44 horas T2 horas
MEIO DE CULTURA ADICAO DACITOCALASINA B CELULA BINUCLEADA
FITOHEMAGLUTININA SEM MN
B
O hora 44 horas 72 horas
MEIQ DE CULTURA ADICAO DACITOCALASINA B CELULA BINUCLEADA
FITOHEMAGLUTININA COM MN

Figura 5: Linfécitos de sangue periférico apos serem estimulados a divisao,
in vitro, sdo impedidos de fazer a divisdo citoplasmatica na
presencga de citocalasina B. Células binucleadas sem MN (A) ou
com MN (B) sado consideradas na analise citogenética.
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Murgia e colaboradores (2008) realizaram um estudo para avaliar o
valor preditivo da frequéncia de MN em linfécitos no risco de desenvolver
neoplasias, comparando pacientes com cancer e individuos saudaveis.
Pacientes com cancer apresentavam maior quantidade de MN em relagao
aos individuos controles. O mesmo também foi observado por Karaman e
coloboradores (2008), num estudo com pacientes com adenocarcinoma
colorretal que foram comparados a um grupo controle e estudos também
demonstraram o aumento de formagcdao de MN apds o tratamento de
radioterapia (Gamulin et al., 2008). Os estudos sugerem que a avaliagao da
frequéncia de MN em linfécitos de sangue periférico € um bom preditivo no

risco de suscetibilidade ao cancer.

1.5.2 Teste do Cometa

O teste do Cometa também conhecido como SCG (“single cell gel
assay”) ou MGE (“microgel electrophoresis”) foi introduzido primeiramente
por Ostling e Johanson em 1984 como uma técnica microeletroforética para
visualizacao direta de danos no DNA em células individualizadas (Fairbain et
al., 1995, Collins, 2004). E uma técnica rapida, qualitativa e quantitativa util
para mensurar danos de DNA em células eucariodticas, sendo capaz de
detectar quebras de fita simples e dupla, sitio de reparo incompleto, sitios
alcali-labeis, e crosslinks DNA-proteinas e crosslinks DNA-DNA (Olive e

Durand, 2005, Burlinson et al., 2007).
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Neste ensaio que inclui eletroforese, o DNA que possui algum tipo
de lesédo na sua estrutura migrara para longe do nucleo com DNA integro, o
que resulta a célula o aspecto de um Cometa. Para a interpretacdo dos
resultados, o “cometa” é dividido em duas partes: cabeca e cauda. Assim,
células sem ou com pouco dano no DNA nao apresentam cauda, enquanto
células com mais danos apresentam caudas maiores. Atualmente, o
tamanho, intensidade da fluorescéncia, aspecto e outras caracteristicas dos
Cometas sao mensurados visualmente por microscopia ou por programas
especificos de analise de imagem (Gontijo e Tice, 2003, Liao et al., 2009).

As les6es no DNA, detectadas pelo teste do Cometa, podem ou nao
resultar em mutagdes em uma unica célula e, consequentemente, em
determinadas sub-populag¢des celulares (Gontijo e Tice, 2003, McArt et al.,
2009). O teste do Cometa tem sido frequentemente utilizado como
biomarcador de exposi¢do na avaliagdo de populagbes de risco e nos
estudos de reparo de DNA e apoptose (Kopjar et al., 2002, Moller, 2006).
Também no teste do Cometa, grande parte dos estudos € realizada em
linfécitos humanos, principalmente no biomonitoramento de populagdes
expostas (Trzeciak et al., 2008).

Outra aplicagdo deste teste consiste na identificacdo da variagao
individual na capacidade de reparo do DNA (McArt et al., 2009, Liao et al.,
2009). Com a finalidade de avaliar a resposta clinica a quimioterapia,
pesquisadores verificaram o dano causado no DNA e seu respectivo reparo
comparando linfécitos de sangue periférico de individuos saudaveis e de

pacientes com cancer. A analise da capacidade de reparo de DNA pode ser
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um biomarcador importante para identificacéo de fatores de risco associados
ao cancer (Faust et al., 2004, McKenna et al., 2008). Por outro lado, a
resposta clinica a quimioterapia, também pode ser avaliada por meio do
teste do Cometa comparando linfocitos de sangue periférico de individuos
saudaveis e de pacientes com cancer em tratamento (Nadin et al., 2007).

O teste do Cometa é uma técnica que detecta danos recentes ainda
passiveis de reparo, ja o teste do MN detecta danos consolidados, por isso,
0 uso de ambas as técnicas citogenéticas, em uma mesma populacao
permite sugerir caracteristicas de exposi¢ao, importante em estudos de

biomonitoramento (Maluf, 2004).



2 OBJETIVOS
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O presente trabalho teve como objetivos:
- Avaliar os danos basais do DNA em linfécitos de sangue periférico
de pacientes com melanoma e de individuos sem a doencga, pelos

testes citogenéticos do Cometa e do Micronucleo.

- Avaliar, utilizando o teste do Cometa, a acdo da cisplatina e a
capacidade de reparo do DNA de pacientes com melanoma e
controles, apods tratamento dos linfécitos, in vitro, com o

quimioterapico.



3 METODOS
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3.1 Casuistica

Esse estudo foi realizado em pacientes do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) e os
testes citogenéticos no Laboratério de Imuno-Hematologia e Hematologia
Forense (LIM 40) do Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e
Medicina Social e do Trabalho da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo.

Para a presente investigagdo foram considerados 20 pacientes com
melanoma e 20 controles, ambos selecionados no mesmo hospital. Os
pacientes, de ambos os sexos, foram atendidos na Clinica Dermatoldgica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, com idades entre
35 e 60 anos e diagndstico de melanoma cutaneo, confirmado por exame
histopatolégico e sem tratamento com quimioterapicos. Nao foram elegiveis
os individuos com Xeroderma pigmentoso ou com melanoma acral (planta e
palma), em leito ungueal, area genital, anus, borda anal, ouvido interno e
mucosa oral.

O grupo controle foi selecionado entre os doadores voluntarios do
Banco de Sangue do Hospital das Clinicas, de acordo com o sexo e faixa
etaria dos pacientes com melanoma. Os controles ndo possuiam suspeita de

melanoma ou de qualquer outro tipo de cancer. A selecdo e coleta de



Métodos 27

material biolégico dos pacientes e dos controles foram feitas
simultaneamente e o material foi processado no mesmo dia.

Apos esclarecimentos sobre o projeto, os individuos assinaram um
termo de Consentimento Livre e Esclarecido, previamente aprovado na
Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina USP (Cappesq Processo n° 0862/07).

3.2 Entrevistas

Nas entrevistas realizadas com os pacientes e com os individuos
controles foi utilizado um instrumento de avaliacdo adaptado. Este
instrumento incluiu questbes sobre cor da pele do individuo e de seus
ascendentes, uso de medicamentos, exposicdao a radiacbes ionizantes,
tabagismo, consumo de alcool, historia familial de cancer, ocupagao,
atividades de lazer, local de férias, uso de equipamento de bronzeamento
artificial, exposicao a fontes artificiais de ultravioleta, uso de filtro solar, uso
de bronzeador, histéria de queimadura solar, cor da pele, cor dos olhos, cor
do cabelo, sensibilidade da pele ao sol, entre outras. O mesmo questionario
foi aplicado ao grupo controle (Anexo 1).

A classificagdo da cor da pele dos individuos foi feita no momento da
aplicagao do questionario que incluiu também questdes sobre a cor de pele dos
pais, sendo entéo divididos em brancos e ndo brancos. Quanto aos habitos de

bebida e fumo, foram definidos como consumidores aqueles que relataram
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ingerir bebidas alcodlicas pelo menos uma vez por més e ex-consumidores
aqueles que nado consumiam ha mais de um ano; os ex-fumantes foram

definidos como aqueles que nao fumavam ha mais de um ano.

3.3 Testes Citogenéticos e Critérios de Analise

Amostras de sangue periférico (8mL) dos pacientes e controles foram
coletadas, por puncdo venosa em sistema a vacuo, em tubos contendo
heparina. Para a realizacdo dos testes, os linfécitos foram separados por
centrifugagdo (15 minutos a 3500rpm). O anel de leucdcitos e pequena
quantidade de plasma e soro foram transferidos para um tubo estéril e
utilizados apds serem homogeneizados.

Os testes do micronucleo (MN) e do Cometa foram realizados para
avaliar os danos basais do DNA. Para avaliar os danos do DNA causados
pela cisplatina e a capacidade de reparo dos linfécitos, in vitro, foi utilizado

somente o teste do Cometa.

3.3.1 Testedo MN

O teste do MN foi realizado em metade da populacdo do estudo, ou
seja, 10 pacientes e 10 controles. Culturas de linfocitos de sangue periférico
foram realizadas segundo técnica modificada por Ellard e Parry (1993) para

avaliar os danos basais do DNA. O volume de 185uL de homogeneizado de
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leucdcitos foi distribuido em frascos contendo 5mL de meio cada. O meio de
cultura utilizado constituiu de 80% de RPMI 1640 (Gibco), suplementado
com 20% de soro bovino fetal inativado (Cultilab), o qual apds esterilizagao
em filtro (Seitz Milipore) foi suplementado com 50uL de fito-hemaglutinina-P
(Difco).

Todas as culturas do experimento foram realizadas simultaneamente
e em duplicata (A e B). As culturas foram mantidas em estufa a 37°C, onde
permaneceram por um total de 72 horas. Apds 44 horas de incubacgao, foi
adicionado a citocalasina B (Sigma), dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO -
Merck) na concentragcao de 6ug/mL de meio.

Ao final das 72 horas, o conteudo dos frascos foi transferido para
tubos de centrifuga e submetido a centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos.
Apos desprezar o sobrenadante, foram acrescentados 4mL de solugao de
soro fisiolégico e 4mL de solugao fixadora, constituida de metanol e acido
acético (ambos da Merck), na proporcéo de 3:1. Repetiu-se o processo de
trocar o fixador por mais duas vezes, sempre desprezando o sobrenadante.
O material foi ressuspendido em 1mL de fixador e 2 a 3 gotas dessa
suspensao foram pingadas em laminas de vidro umidas, previamente limpas
e conservadas em 4agua destilada a 4°C. O restante da suspensao foi
conservado no freezer.

Para a coloragao, as laminas foram secas em temperatura ambiente,
e posteriormente coradas com solucédo de Giemsa (Merck) diluido em tampao

fosfato 0,06M, por 5 minutos. Apds a coloragado, a montagem das laminas foi

feita com laminula e Erv-mount.
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Critérios de Andlise

Foram analisados 1000 linfécitos binucleados por amostra de cada
um dos pacientes e controles avaliados neste teste. Foram analisadas
apenas células binucleadas, integras e isoladas, com membranas nucleares
e citoplasmaticas preservadas. Foram considerados MN os corpusculos
citoplasmaticos com tamanho de no maximo 1/3 dos nucleos principais, com
forma arredondada, contorno regular e bem delimitado, com coloragédo e
textura de cromatina em plano focal semelhante aos nucleos principais,
segundo proposto por Fenech (2000). Para a analise dos MN foi utilizado
microscopio NIKON, modelo Alphaphot 2 SYS, com iluminagao simples e
objetiva de 40X. As eventuais alteragdes foram confirmadas em aumento de

100X, com 6leo de imersao (Figura 6).

a | b/v.;

Figura 6: Representacdao de um linfécito de sangue periférico binucleado
obtido apés a adi¢céo de citocalasina B em cultura, sem (a) e com
micronucleo (b). Fotos referentes a culturas analisadas de
pacientes com melanoma e controles
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3.3.2 Teste do Cometa

O teste do Cometa foi realizado em 20 pacientes com melanoma e 20
controles e permitiu a analise dos danos basais existentes, os danos de DNA
causados pela cisplatina e a capacidade de reparo, in vitro, dos linfocitos.

As concentracdes da cisplatina foram previamente determinadas pelo
teste de viabilidade celular. Foram testadas as concentracbes de 10, 30,
100, 250 e 750uM. Para avaliar cada concentragdo de cisplatina, foram
utilizados 10uL de sangue total em 10mL de meio RPMI 1640 que ficaram
em estufa a 37°C por uma hora. Apds esse periodo, acrescentou-se 15uL da
solugdo (suspensao celular + meio) a 15uL de Trypan Blue. Apés
homogeneizar a nova solugao, pingou-se uma gota na Camara de Newbauer
onde as células viaveis foram contadas. Observou-se entdo se havia alguma
célula corada em azul, o que indicaria células inviaveis, ou seja, mortas.
Todas as concentragbes avaliadas apresentaram viabilidade > 90%, e entao
se optou pela avaliagdo das concentragdes de cisplatina de 10, 100 e 250uM
no teste do Cometa. Essas concentragdes selecionadas sdo semelhantes as
testadas na literatura (Blasiak et al., 2000).

O protocolo proposto por Blasiak e colaboradores (2000) foi utilizado e
os tempos de avaliagao pelo teste do Cometa foram: T1 (tempo 1) — apés 1
hora de tratamento com o quimioterapico; T2 (tempo 2) — apds 1 hora de
reparo, T3 (tempo 3) — apds 2 horas e meia de reparo e T4 (tempo 4) — apds

5 horas de reparo.
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T1 T2 T3 T4

| | | |

| | | | |
a b C d e

a) Separacdo dos linfocitos e tratamento dos controles (positivo,
negativo e H,O, - 5 min) e com a cisplatina por 1hora;

b) colheita do 1° cometa (T1) e lavagem dos linfécitos restantes com
meio RPMI, estes permaneceram em estufa a 37°C até o momento de sua
colheita;

c) colheita do 2° cometa (T2) — 1 hora de reparo do DNA,;

d) colheita do 3° cometa (T3) — 2 horas e meia de reparo do DNA;

e) colheita do 4° cometa (T4) — 5 horas de reparo do DNA.

O teste do Cometa foi realizado segundo método de Singh et al.
(1988), modificado. Um esquema dos processos envolvidos na execugao do

teste do Cometa encontra-se descrito na Figura 7.
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Qm/\

O o
- 0
centrifuga ¢ 4
Agarose LMP
Linfocitos ~ (0,5%)

4444
(EEY — —

Neutralizagdo com TRIS 0,4M
Fixagdo com etanol absoluto

Lise (15h) Denaturagéo (60 min)
Eletroforese (30 min)
21V 300mA
Tampao pH >13

‘_./-/

Coloracgao
(brometo de etidio)

Excitagdo 455nm
Barreira 530nm

Figura 7: Representagdo esquematica dos procedimentos utilizados no
teste do Cometa, realizado com linfocitos de sangue periférico de
pacientes com melanoma e individuos controle
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Apos a separacao dos linfécitos, 10uL de linfocitos em meio 1mL de
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 20% de soro bovino inativado
foram incubados por uma hora em estufa 37°C com seus respectivos
tratamentos:

- controle positivo: 25uL de H,0, 30V;

- controle negativo: linfocitos incubados somente em meio de cultura

(considerado na analise como o dano basal de cada individuo);

- controle H,O,: 10uM (5minutos)

- cisplatina 10uM;

- cisplatina 100uM,;

- cisplatina 250 uM.

ApoOs esse periodo de uma hora de agdo da droga, todos os
microtubos contendo cisplatina foram acrescentados com 10uM de H,O,,
que agiu durante 5 minutos para permitir a visualizagdo de cauda do teste do
Cometa. Os microtubos foram entdo centrifugados, retirou-se o
sobrenadante e colocou-se novo meio RPMI 1640 naqueles em que o reparo
do DNA seria avaliado. O primeiro teste do cometa foi realizado para avaliar
a agao de uma hora da droga. Os outros microtubos (com as concentragoes
de 10, 100 e 250uM de cisplatina) permaneceram em estufa, a 37°C,
aguardando o tempo de reparo de 1 hora, 2 horas e meia e 5 horas.

Em relagédo ao procedimento da técnica: apds a centrifugacao dos

microtubos a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o

sedimento, apos ser homogeneizado, foi dividido em duas aliquotas de
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7uL por microtubo. Foram adicionados a cada microtubo 100uL de
agarose (Merck) com baixo ponto de fusao (LMP — low melting point) a
0,07% dissolvida em tampao fosfato (PBS — Phosphate buffered saline)
pH 7,4 a 37°C.

Paralelamente, foram preparadas laminas com a primeira camada de
agarose. As laminas de vidro foram imersas em agarose (Merck) de ponto de
fusdo normal a 1,5% dissolvida em PBS (pH 7,4) a 45°C. Depois de prontas,
as laminas secaram a temperatura ambiente, por 30 minutos, antes da adi¢ao
da segunda camada de agarose LMP (0,5%) com a suspensdao de leucécitos.
O material foi coberto com laminula e mantido a 4°C, por 10 minutos, para
polimerizagao do gel.

Em seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
colocadas em cubetas de vidro com solugdo de lise de membrana (2,5M
NaCl, 100mM EDTA, 10mM TRIS, 10% DMSO, 1% Sarcosinato de Na, 1%
Triton-X) pH 10, por 15 horas, a 4°C, no escuro. A partir dessa etapa até o
final da corrida de eletroforese, todo o procedimento ocorreu a 4°C e no
escuro. Decorrido o tempo de lise, as laminas foram colocadas em cuba de
eletroforese horizontal com tamp&o de eletroforese (1mM EDTA, 300mM
NaOH) pH > 13, onde permaneceram por 60 minutos para o desenrolamento
do DNA e, em seguida, foram submetidas a uma corrente de eletroforese de
21volts e 300mA, por 30 minutos.

Ap0s a corrida de eletroforese foi feita a neutralizagdo das laminas em
3 banhos, de 5 minutos cada, em solugédo de TRIS 0,4M (pH 7,5) e a fixac&o
do material em etanol absoluto por 10 minutos, ambas em temperatura

ambiente. O material foi armazenado em caixas para laminas até o momento
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da analise. Somente no momento da analise, as laminas foram coradas com
40uL/Idamina de solucdo de brometo de etidio (Merck), na concentragéo de
20ug/mL. A Figura 8 apresenta um esquema dos tratamentos por individuo,

antes da realizacao do teste do Cometa.

1 hora de tratamento

vy v

Basal Controle + Controle 10pum * 100pm* 250puM *
{Controle -) H,0; {5min)

1hde reparo* ﬂ H H

10uM  100pM 250uM

|
2,5hdereparo* _ ‘ ‘ ‘ I ‘

10uM  100uM  250pM

!
S5hdereparo* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

10uM  100uMm 250uM

* adicdo de 10uM de H,0O, nos microtubos contendo cisplatina, durante 5 minutos.

Figura 8: Representagdo esquematica dos tratamentos realizados em
linfécitos de sangue periférico de pacientes com melanoma e
controles, totalizando quinze microtubos por individuo
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Critérios de Andlise

Para visualizar os danos no DNA com o teste do cometa, as |aminas
foram analisadas em microscopio de fluorescéncia com filtro de excitagao de
515-560nm e filtro de barreira de 590nm. Para cada tratamento, na avaliagéao
da extensao e distribuicdo do dano ao DNA, foram consideradas 100 células
nao sobrepostas, selecionadas ao acaso. A analise foi qualitativa e os
cometas classificados de 0 a 3, considerando-se a morfologia das células a
partir da avaliagdo do tamanho da cabega, que corresponde ao DNA integro
da célula (nucledide) e tamanho da cauda, que corresponde ao DNA
danificado. Em cada lamina as células foram visualmente classificadas de
acordo com o tamanho da cauda do cometa nas seguintes classes: Classe 0
— nao danificada (ndo possui cauda); Classe 1 — dano pequeno (cauda: até
1 didmetro do nucledide); Classe 2 — dano médio (cauda: 1-2 didmetros do
nucledide) e Classe 3 — dano maximo (cauda: maior que 2 didmetros do

nucleodide) — Figura 9.
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Classe O Classe 1

Classe 2 Classe 3

Figura9: Fotos de Cometas visualizados nas culturas analisadas de
pacientes com melanoma e controles, de acordo com a
classificagdo de danos no DNA (aumento de 40X)

Apos a classificacdo dos cometas em classes, foi calculado o escore,
um valor numérico representativo do numero de cometas em cada classe
que variou de 0 a 300. Assim, para cada tratamento o escore correspondeu
ao numero total de cometas em cada classe multiplicado pelo numero da
classe, ou seja:

Escore = (n°cel classe 0 X 0) + (n°cel classe 1 X 1) + (n°cel classe 2 X 2) +

(n°cel classe 3 X 3)
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3.4 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares
SPSS 15.0 e SAS 8.0. Para avaliar as caracteristicas fenotipicas e os
habitos pessoais foi utilizado o teste exato de Fisher (Bussab e Morettin,
1987) para determinar a associagao entre a variabilidade dos grupos. Para o
teste do Cometa, os escores médios de cada tratamento foram calculados e
o teste ANOVA foi utilizado seguido pelo teste de Tukey (Neter et al., 1996).
Na analise foram utilizados os escores médios de cada tratamento
comparados com a frequéncia de Cometas no controle negativo (dano
basal). Também foi considerada a agdo da cisplatina apés 1 hora de
tratamento e o seu reparo, apdés uma hora, duas horas e meia e cinco horas.
As analises foram interpretadas utilizando grau de significancia de 5%

(p<0,05).



4 RESULTADOS
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4.1 Caracterizacédo da Populacao do Estudo

Na presente investigacdo, 40 individuos participaram do estudo: 20
pacientes com diagnostico de melanoma, de ambos os sexos e 20
individuos controles. No entanto, devido a fatores metodolégicos no
procedimento do experimento, a analise de um individuo controle nao foi
considerada por causa do reduzido numero de células obtido. Os principais
dados avaliados no questionario estao descritos na Tabela 1. Os dois grupos
foram similares quanto ao género (p=0,87) e faixa etaria (p=0,68).

Dentre os pacientes com melanoma, 10 individuos (50,0%) eram do
sexo masculino e 10 (50,0%) do feminino, sendo que as idades variaram
entre 38 e 59 anos (idade média = 50,6 + 6 anos). Ja no grupo controle, 9
individuos eram homens (47,4%) e 10 mulheres (52,6%), com idade média
de 49,9 + 5,5 anos (Tabela 1).

Em relagdo as caracteristicas fenotipicas, observou-se que 40% dos
pacientes com melanoma apresentaram cor dos olhos claros (verdes ou
azuis) em comparagao com 21% dos controles, sendo que essa diferenca
nao foi estatisticamente significante (p = 0,2). O mesmo foi observado
quanto a cor dos cabelos, em que 15% dos pacientes tinham cabelos claros

(loiro ou ruivo) comparados a 5% do grupo controle (p = 0,6). Quanto a cor
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de pele, todos os pacientes com melanoma eram da cor branca (100%) em
comparagcao com 68% dos individuos controles, diferenca essa
estatisticamente significante com p = 0,008 (Tabela 1). Os individuos
classificados como cor de pele ndo branca foram identificados como de cor
negra, mulatos e morenos.

Quando questionados os padroes de consumo de alcool (tipo de
bebida e intensidade) e o uso de cigarros (numero de anos e intensidade)
verificamos que os padroes de consumo de ambos os habitos foram
semelhantes nos grupos, sem diferenga estatisticamente significante, como
demonstrado na Tabela 1 (p = 0,58 e p = 0,69, respectivamente).

Quanto a sensibilidade a exposi¢cao solar verificamos que a mesma
foi maior nos pacientes com melanoma (90,0%), revelada pelo numero
anual de queimaduras de pele e vermelhiddo, quando comparados ao
grupo controle (42,1%) sendo essa diferenga considerada estatisticamente
significante (p = 0,002).

No questionario aplicado, foi investigado o histérico de cancer na
familia, principalmente parentes de primeiro grau. No grupo dos pacientes
com melanoma, 75% dos individuos tinham um membro da familia préximo
que teve algum tipo de cancer e no grupo controle, apenas 42,1% tinha um
histérico de cancer na familia (p = 0,04 — Tabela 1). E interessante ressaltar
que quatro pacientes (P3, P5, P8 e P11 — Tabela 5) informaram ter um

parente que também foi diagnosticado com melanoma.
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Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes com melanoma e controles de acordo
com o sexo, idade, caracteristicas fenotipicas, habitos de bebida
e fumo, sensibilidade a exposi¢cao solar e histéria de cancer na
familia
Pacientes Controles P
20 (%) 19 (%)
Sexo 0,87
Masculino 10 (50,0) 9 (47,4)
Feminino 10 (50,0) 10 (52,6)
Idade média + dp (anos) 0,68
Homens 52,6 £6,5 50,8 £ 5,6
Mulheres 48,7+49 49,156
Total 50,6 £ 5,9 499+5,5
Cor dos olhos 0,20
Castanho claro/escuro 12 (60,0) 15 (78,9)
Azul/verde 8 (40,0) 4(21,1)
Cor dos cabelos 0,60
Castanho claro/escuro 17 (85,0) 18 (94,7)
Loiro/ruivo 3 (15,0) 1(5,3)
Cor da pele 0,008*
Branca 20 (100,0) 13 (68,4)
Nao branca 0 (0,0) 6 (31,6)
Consumo de alcool 0,58
Nao 12 (60,0) 11 (57,9)
Sim 4 (20,0) 6 (31,6)
Ex-consumidor 4 (20,0) 2 (10,5)
Consumo de tabaco 0,69
Nao 13 (65,0) 11 (57,9)
Sim 3(15,0) 2 (10,5)
Ex-fumante 4 (20,0) 6 (31,6)
Queimaduras solares 0,002*
Nao 2(10,0) 11 (57,9)
Sim 18 (90,0) 8 (42,1)
Histéria de cancer 0,04*
Nao 5 (25,0) 11 (57,9)
Sim 15 (75,0) 8 (42,1)

*diferenca considerada estatisticamente significante

dp: desvio padrao
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4.2 Caracterizacao do Tumor nos Pacientes com Melanoma

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo das caracteristicas do tumor
diagnosticado nos pacientes com melanoma, de acordo com a classificagdo
do estadiamento de Clark e espessura da lesdo de acordo com a medida de
Breslow. Atualmente, o indice de Breslow é o mais utilizado na classificacao
dos tumores de melanoma, no entanto, como a maioria dos laudos
hospitalares também apresentava a classificacdo de Clark, os dois indices
foram apresentados.

Alguns dados dos pacientes recrutados ndo foram possiveis de se
obter, por isso as informacbées se referem somente aos laudos
histopatoldégicos de 17 pacientes. O tratamento indicado a todos os
pacientes foi remogdo cirurgica, sendo que em relacédo a classificacédo de
Clark, observa-se que 35,3% dos tumores que foram removidos estavam
invadindo a derme reticular e que apenas 5,9% dos tumores apresentaram
invasdo do tecido subcutdneo. Quanto a espessura do tumor,
aproximadamente 43% dos pacientes teve remocido de tumor que media

menos de 1,0 mm (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo das caracteristicas histopatolégicas do tumor de
pacientes com melanoma, segundo a classificagdo de Clark e
indice de Breslow

Variavel N %
Clark 17
| - Displasia Melanocitica Severa / crescimento intra-dérmico 3 17,6
Il - Invasao da derme papilar 3 17,6
[l - Invasao da transigao derme papilar/reticular 4 23,5
IV - Invasao da derme reticular 6 35,3
V - Invasao do tecido celular subcutaneo 1 5,9
Breslow 14
| - Espessura do tumor<1,0 mm 6 42,9
Il - Espessura do tumor=1,1-2,0 mm 5 35,7
Il - Espessura do tumor =2,1-4,0 mm 2 14,3
IV - Espessura do tumor > 4,0 mm 1 7,1

4.3 Testes Citogenéticos

4.3.1 Testedo MN

O teste do micronucleo (MN) foi realizado em 19 individuos, sendo 10
pacientes com melanoma e 9 controles. Os pacientes eram 6 individuos do
sexo masculino (51,5 £ 7,7 anos) e 4 do sexo feminino (51,5 + 4,9 anos) e 0
grupo controle incluiu 3 individuos do sexo masculino (45,7t 6,7 anos) e 6
do sexo feminino (50,0 + 6,3 anos).

Foram analisados 1000 linfocitos binucleados por individuo,
totalizando ao final 19.000 células analisadas. Na andlise do MN foi

contabilizado o numero de células com MN e o numero de MN por célula
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binucleada. Na presente investigacdo, todas as células analisadas
apresentaram somente um MN, sendo que ao final 0 numero de MN por
célula foi o mesmo que o numero de células com MN.

A Tabela 3 apresenta a distribuigdo do sexo, da idade e do numero de

células com MN dos pacientes com melanoma e dos controles.

Tabela 3: Sexo, idade e frequéncia de linfocitos binucleados com MN
observada nos pacientes (P) com melanoma e nos controles (C)

sexo idade células com MN

Pacientes

P1 F 57 3

P3 M 57 2

P4 F 54 0

P5 M 52 0

P6 M 59 1

P12 F 49 0

P13 F 46 0

P14 M 55 2

P15 M 48 3

P16 M 38 1
Média + dp 51,5+6,4 1,2+1,2
Controles

C3 F 57 1

C5 F 51 3

C7 F 51 0

C9 F 38 0

Cl1 F 51 0

C13 F 52 0

Cl4 M 40 0

C15 M 53 0

C16 M 44 1
Média + dp 48,6 + 6,4 06+1,0

M: masculino, F: feminino; dp: desvio padréao
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Verificou-se que a média de células com MN encontrada nos
pacientes com melanoma (1,2 + 1,2) foi o dobro da observada nos controles
(0,6 £ 1,0), no entanto, esta diferenca nao foi considerada estatisticamente
significante (p=0,23). No grupo dos pacientes 60% dos individuos
apresentou pelo menos uma célula com MN, enquanto que nos controles
isto foi observado apenas em 33,3%.

Se considerarmos em conjunto o grupo de pacientes com melanoma
e 0 grupo controle verificamos que nos pacientes com melanoma foram
identificadas 12 células binucleadas com MN e apenas 5 células no grupo
controle, conforme apresentado na Tabela 4. O grupo dos pacientes
apresentou mais que o dobro de MN em relac&o aos controles, no entanto, a
analise estatistica pelo teste qui-quadrado nao revelou diferenca significante

na frequéncia de MN observada nos individuos (p = 0,22).

Tabela 4. Frequéncia de células binucleadas com MN observada nos
pacientes com melanoma e no grupo controle

N células células
analisadas com MN (%o)
pacientes 10 10.000 12 (1,2)
0,22
controles 9 9.000 5(0,6)

Total 19 19.000 17 (0,9)
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4.3.2 Teste do Cometa

A avaliagao do teste do Cometa totalizou na analise de 58.500 células
que foram classificadas de 0 a 3, dependendo do tamanho da cauda gerada,
e resultou em escores, que variaram de 2 a 277, que serao apresentados a
sequir.

As Tabelas 5 e 6 apresentam o sexo, a idade e os escores obtidos a
partir da analise de linfécitos sem tratamento (dano basal), linfécitos tratados
com H,0, 30V por uma hora (controle positivo) e linfécitos tratados com H,0»
(10uM) por 5 minutos (tratamento necessario para ruptura dos crosslinks
formados apds a adicao de cisplatina). Nas mesmas tabelas sdo também
apresentados os escores observados apds adicdo de cisplatina, em trés
concentracgdes diferentes (10uM, 100uM e 250uM), em culturas de linfocitos
de pacientes com melanoma e de controles.

Na Tabela 5, verificou-se que a média do escore relativo ao dano
basal observada nos pacientes com melanoma (59,3 + 62,5) foi praticamente
o dobro da observada nos individuos controle (35,3 + 18,6 — Tabela 6),
embora nao tenha sido uma diferenca considerada estatisticamente
significante entre os grupos pela analise de variancia com medidas repetidas
(t=1,59; 147 gl; p=0,85).

A identificacdo de resposta dos linfécitos testados a agentes
potencialmente mutagénicos foi feita por meio da adicdo de perdxido de
hidrogénio (30V), por uma hora, nas culturas de linfécitos. Quando

comparados os grupos testados confirmamos a agao mutagénica do controle
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positivo tanto para os pacientes com melanoma onde houve um efeito
praticamente 3,5 vezes maior na produgcdao de Cometas (t = 8,4; 37 gl;
p<0,0001 — Tabela 5), como para os individuos controle, onde a diferenca
entre dano basal (35,3 = 18,6) e controle positivo (194,2 + 37,0) foi
praticamente cinco vezes maior (t = 16,7; 36 gl; p<0,0001), conforme
apresentado na Tabela 6. No entanto, quando comparados os escores
médios do controle positivo dos pacientes com melanoma (201,5 £ 40,0) e
dos individuos controles (194,2 + 37,0), a diferenca entre eles nao foi
considerada estatisticamente significante (t = 0,58; 36 gl; p=0,56).

A adicao de H,0, na concentragao de (10uM) por 5 minutos, produziu
um escore inferior ao observado na cultura controle positiva, tanto para os
casos como para os controles. A adicdo de H,0, ndo alterou de forma
significante a frequéncia de Cometas nos pacientes com melanoma
(83,3 + 60,7) quando comparados com o dano observado nos linfocitos sem
tratamento (t = 1,20; 36 gl; p=0,24 — Tabela 5). Resultados diferentes foram
observados para o grupo controle (78,6 + 24,5), que na presenca de H30,
(10uM) revelou diferenga significante (t = 5,96; 34 gl; p<0,0001 — Tabela 6)
na comparagao da frequéncia de Cometas observada nas culturas sem
tratamento. Comparando os escores médios dos pacientes (83,3 + 60,7) e
controles (78,6 £ 24,5), ndo houve diferencga estatisticamente significante

(t = 0,30; 34 gl; p=0,76).



Tabela 5: Distribuicdo dos 20 pacientes com melanoma quanto ao sexo, idade e frequéncia de Cometas revelado pelo
escore final das culturas sem tratamento (dano basal), culturas tratadas com H,O, (30V) por uma hora (controle
positivo) e culturas tratadas com H2O, (10uM) por 5 minutos além dos tratamentos, in vitro, com cisplatina em trés
concentragdes diferentes (10uM, 100uM e 250uM)

. Idade . Cisplatina
Pacientes Sexo (anos) Dano basal Controle+ H0, (5 min) 10uM 100uM 250uM
P1 F 57 137 269 144 186 136 144
P2 M 56 118 277 139 80 71 96
P3 M 57 28 202 61 58 84 82
P4 F 54 18 195 29 20 29 68
P5 M 52 38 193 102 44 70 51
P6 M 59 19 172 20 33 46 45
P7 F 50 2 173 12 13 21 29
P8 M 48 29 159 67 34 42 30
P9 F 40 91 169 103 122 61 93
P10 F 48 14 120 77 36 16 32
P11 F 51 8 221 57 44 39 40
P12 F 49 17 202 47 20 44 78
P13 F 46 75 207 - 55 79 55
P14 M 55 42 185 - 55 84 77
P15 M 48 218 269 221 116 214 -
P16 M 38 196 - 210 182 170 213
P17 M 54 63 231 81 88 - 80
P18 F 43 14 170 31 33 73 86
P19 F 49 31 213 59 55 66 108
P20 M 59 28 201 39 36 37 61
Média = dp 50,6 +5,9 59,3+625 201,5+40,0° 83,3+60,7° 65,50 50,06° 72,74 + 50,89° 77,26 + 44 16°

M: masculino, F: feminino; dp: desvio padrao; a: diferenca considerada estatisticamente significante em relacdo a média do escore do dano
basal (p<0,0001); b, c, d, e: comparagdes dos escores com o escore do dano basal resultaram em diferengas consideradas estatisticamente nao
significantes: b: (p=0,24); c: (p=0,73); d: (p=0,47); e: (p=0,31).

sopejnsay

0S



Tabela 6: Distribuicdo dos 19 individuos controle quanto ao sexo, idade e frequéncia de Cometas revelado pelo escore final
das culturas sem tratamento (dano basal), culturas tratadas com H,O, (30V) por uma hora (controle positivo) e
culturas tratadas com H;O, (10uM) por 5 minutos além dos tratamentos, in vitro, com cisplatina em trés
concentragdes diferentes (10uM, 100uM e 250uM)

Idade Dano . Cisplatina
Controles Sexo (anos) basal Controle + Hy0; (5 min) 100M 100pM 2500M
Ci1 M 52 11 121 101 34 51 98
C2 M 49 41 176 89 50 43 102
C3 F 57 42 242 87 120 112 198
C4 F 52 83 166 103 60 70 116
C5 F 51 42 204 66 76 66 61
C6 M 57 22 214 52 20 58 43
c7 F 51 18 192 44 37 32 42
C8 M 55 9 146 40 25 41 11
(04°] F 38 16 180 100 45 25 33
c10 F 49 52 151 95 54 70 110
Cl1 F 51 45 178 58 55 58 82
C12 F 41 16 218 65 60 94 72
C13 F 52 32 229 84 77 72 64
Ci14 M 40 36 220 63 52 58 53
C15 M 53 31 223 - 51 87 99
C16 M 44 - 269 134 248 131 143
C17 M 56 54 219 99 86 78 93
Ci18 F 49 35 181 68 37 69 83
C19 M 51 51 161 66 77 49 50
Média + dp 499+55 3533+18,63 194,2+37,0° 78,6+24,5° 66,53 +49,85° 66,53 + 26,33° 81,74 + 43,12°

sopejnsay

M: masculino, F: feminino; dp: desvio padrao; a, b, ¢, d, e: comparagdes dos escores com o escore do dano basal resultaram em diferencas
consideradas estatisticamente significantes: a; b: (p<0,0001); c: (p=0,0175); d; e: (p=0,0002).

LS
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A analise posterior incluiu a identificagdo de possiveis danos no DNA
apos a adicao de cisplatina. Os pacientes com melanoma apresentaram um
crescimento linear na formacao de Cometas, indicando um possivel aumento
do dano dependente da concentracdo da droga, que variou de 65,5 + 50,1 a
77,3 £ 44,2 (Tabela 5). O mesmo nao foi observado no grupo controle,
onde somente a exposicdo a 250uM de cisplatina aumentou o escore
(81,7 £ 43,1) em relacéo as demais concentragdes de 10uM (66,5 £ 49,8) e
100uM (66,5 + 26,3), como demonstrado na Tabela 6. Em ambos os grupos
nao houve diferenga estatisticamente significante entre a frequéncia de
Cometas observada nas trés concentragbes da cisplatina testadas e nem
entre pacientes e controles, apds tratamento. Comparando o dano basal
com as diferentes concentragdes de cisplatina, observou-se que no grupo
controle houve diferenca em relacdo a todas as concentragcbes avaliadas:
10uM (t = 2,5; 35 gl; p=0,0175), 100uM (t = 4,1; 35 gl; p=0,0002) e 250uM
(t=4,2; 35 gl; p=0,0002), conforme apresentado na Tabela 6. O mesmo nao
foi observado nos pacientes, sendo que a comparagao entre o dano basal e
as trés concentragcdes de cisplatina nao foi considerada estatisticamente
significante (Tabela 5).

Todas as culturas testadas com diferentes concentragcbes de
cisplatina, apés uma hora de tratamento, foram lavadas com meio de cultura
sem a droga e mantidas a 37°C por tempos que variaram de 1 a 5 horas.
A Tabela 7 apresenta o escore médio de Cometas observado nos linfocitos
de pacientes e controles que foram submetidos ao processo de reparo,

in vitro, apds a retirada da cisplatina. Verificou-se que os escores médios do
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grupo controle foram maiores quando comparados ao grupo dos pacientes
com melanoma, em praticamente todos os tempos considerados para a
avaliacdo do reparo do DNA, embora a diferenca nao tenha sido
considerada estatisticamente significante quando os dois grupos foram

comparados (Tabela 7).

Tabela7: Comparacdo da média dos escores avaliados pelo teste do
Cometa em linfocitos de 20 pacientes e 19 individuos controle
apos exposicao in vitro a 10uM, 100uM e 250uM de cisplatina e
reparo do DNA, sem a droga, por 1h, 2,5h e 5h
Cisplatina Reparo  Pacientes com Controles t gl P
do DNA Melanoma
1h 82,8 + 23,6 90,9+50,1 0,63 35 0,529
10uM 2,5h 99,8 +384 107,4+£39,3 0,59 34 0,561
5h 102,3+31,9 104,4+29,5 0,2 34 0,842
1h 89,9+234 93,21+34,3 0,35 37 0,725
100uM 2,5h 109,0+ 35,2 93,2+334 1,38 34 0,177
5h 96,1+£33,4 99,6 +341 0,31 34 0,758
1h 108,4 £ 45,0 93,2+ 30,5 1,2 36 0,237
250uM 2,5h 96,7+34,1 101,7+43,7 04 36 0,693
5h 99,5+ 33,0 98,4 +£32,8 0,09 35 0,925

gl: grau de liberdade
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A comparacao entre a frequéncia de Cometas observada nas culturas
sem tratamento, dos pacientes e dos controles, e as frequéncias de
Cometas observadas apos os diferentes tempos de reparo também foram
consideradas. A Tabela 8 apresenta a relagdo entre o dano basal e os
tempos de reparo, dos pacientes e controles, considerando em conjunto as
trés concentragdes de cisplatina, ja que ndo houve diferenga estatistica entre
os escores. Observou-se que em ambos os grupos as diferengas foram
consideradas estatisticamente significantes, com p<0,001, conforme

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Analise de comparacdes multiplas de Tukey (147 gl) para o teste
do Cometa entre os valores do dano basal, observados em
linfocitos de pacientes com melanoma e individuos controle, e os
tempos de reparo (1h, 2,5h e 5h)

Tempo Escore Diferenca
Dano basal o L1 t p
de Reparo meédio meédia
1h 93,88 + 33,7 35,57 491 <0,001*
Pacientes
2,5h 101,75 £ 35,7 42,21 5,76  <0,001*
(59,30 £ 62,5)
5h 99,31 + 32,30 40,9 559 <0,001*
1h 92,45 + 38,4 52,81 6,93 <0,001*
Controles
2,5h 100,82 + 38,8 61,32 8,05 <0,001*
(35,33 £ 18,6)
5h 100,81 £ 31,7 61,89 8,1 <0,001*

* diferencga considerada estatisticamente significante
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A Tabela 9 apresenta a comparagao entre os escores relativos ao
tratamento com as diferentes concentragdes de cisplatina, consideradas em
conjunto, e os tempos de reparo, dos pacientes e controles. Observou-se,
novamente, que em ambos os grupos as diferengas foram consideradas

estatisticamente significantes, com p < 0,005.

Tabela 9: Analise de comparagdes multiplas de Tukey (147 gl) para o teste
do Cometa entre os valores do tratamento com cisplatina,
observados em linfécitos de pacientes com melanoma e
individuos controle, e os tempos de reparo (1h, 2,5h e 5h)

Tratamento Tempo Escore Diferenca ¢ 0
cisplatina de Reparo médio média
1h 93,88 + 33,7 22,16 4,27 0,001*
Pacientes
2,5h 101,75+ 35,7 28,79 5,45 <0,001*
(71,09 + 48,2)
5h 99,31 + 32,30 27,49 5,2 <0,001*
1h 92,45 £ 38,4 20,87 3,94 0,005*
Controles
2,5h 100,82 £+ 38,8 29,38 5,55 <0,001*
(71,59 + 40,5)
5h 100,81 £ 31,7 29,95 5,62 <0,001*

* diferenca considerada estatisticamente significante
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A representacao grafica dos resultados obtidos em todas as analises

para os pacientes com melanoma e os controles, encontra-se na Figura 10.

Verificamos de forma conjunta que os dois grupos estudados apresentaram

comportamentos semelhantes nos diferentes tratamentos, sendo que a

diferenca entre eles em relagao as diferentes concentragdes de cisplatina e

tempos de reparo do DNA nao foi estatisticamente significante pelo teste

ANOVA (F=0,22; p=0,64).
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Concentragao da Cisplatina / Tempo

Figura 10: Médias dos escores do Cometa do grupo controle e dos

pacientes com melanoma em diferentes tempos e
concentracbes da cisplatina. O dano basal corresponde aos
linfocitos sem tratamento com cisplatina
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Considerando que nao houve diferencga estatisticamente significante

entre os grupos em relagdo aos danos no DNA, apdés a exposicdo a

cisplatina em diferentes concentragdes, e também nos diferentes tempos de

reparo, foi efetuada a analise estatistica considerando-se os dois grupos em

conjunto (Tabela 10). Quando os trés tratamentos com cisplatina e o reparo

foram comparados com a frequéncia de Cometas observada nos linfécitos

sem tratamento as diferengas foram todas estatisticamente significantes

(p<0,001), com excecgao apenas das comparacgdes entre o dano basal com o

tratamento de 1h de exposi¢do a cisplatina nas concentragcbes de 10uM e

100uM (p=0,48 e p=0,16, respectivamente).

Tabela 10: Andlise de comparagdes multiplas de Tukey (169 gl) para o teste
do Cometa entre os valores do dano basal, considerando-se em
conjunto os resultados observados nos pacientes e individuos
controle, quanto aos tratamentos com cisplatina (10uM, 100uM e

250uM) e em diferentes tempos de reparo (1h, 2,5h e 5h)

Cdonc_entra(_;éo ;{::\;noesn;oe Esgo_re Dife[epga t p
e cisplatina reparo medio média
1h acéo 66,0 + 49,28 16,08 246 0,476
10uM lhreparo 86,73 + 38,46 38,45 5,79 <0,001*
2,5hreparo 103,64 + 38,50 93,67 8,03 <0,001*
Shreparo 103,36 + 30,32 93,96 8,07 <0,001*
Dano Basal 1h acéo 69,63 + 40,09 19,82 3,01 0,161
(47,95 + 48,08) 100uM lhreparo 91,51 +28,86 41,6 6,36 < 0,001*
2,5h reparo 101,11 + 34,77 51,35 7,68 <0,001*
Shreparo 97,86 + 33,33 49,7 7,44 <0,001*
1h acéo 79,5 + 43,11 31,11 4,72 0,001*
250uM lhreparo 101,21 + 39,08 51,34 7,79 <0,001*
2,5h reparo 9921 + 38,75 49,4 7,5 <0,001*
Shreparo 9897 + 32,45 49,29 7,43 <0,001*

* diferenca considerada estatisticamente significante
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4.3.3 Associacéo dos testes do MN e do Cometa:

A analise conjunta dos resultados observados no teste do MN e no
teste Cometa do somente foi possivel em 10 pacientes e 09 controles,
conforme apresentado nas Tabelas 11 e 12. Considerando os testes do MN
e do Cometa juntamente, observou-se que os pacientes (P1 e P15) que
apresentaram maior numero de MN também apresentaram, pelo teste do
Cometa, maior escore de danos basais (137 e 218, respectivamente),
conforme apresentado na Tabela 11. O mesmo nao foi observado em
relacdo aos controles, em que o individuo C5, apesar de ter apresentado
trés MN, nao revelou nivel elevado de danos nos linfécitos sem tratamento

(Tabela 12).

Tabela 11: Sexo, idade e frequéncia de linfécitos binucleados com MN e de
Cometas (dano basal sem tratamento) observada nos pacientes
(P) com melanoma

Pacientes sexo Idade MN Cometa
P1 F 57 3 137
P3 M 57 2 28
P4 F 54 0 18
P5 M 52 0 38
P6 M 59 1 19
P12 F 49 0 17
P13 F 46 0 75
P14 M 55 2 42
P15 M 48 3 218
P16 M 38 1 196

Média + dp 51,5+6,4 1,2+1,2 78,8 +76,9

M: masculino, F: feminino; dp: desvio padréao
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Tabela 12: Sexo, idade e frequéncia de linfécitos binucleados com MN e de
Cometas (dano basal sem tratamento) observada nos controles
(C) sem melanoma

Controles sexo Idade MN Dano basal
C3 F 57 1 42
C5 F 51 3 42
C7 F 51 0 18
C9 F 38 0 16
Ci11 F 51 0 45
C13 F 52 0 32
Cl4 M 40 0 36
Ci15 M 53 0 31
C16 M 44 1 -
Média + dp 48,6 £ 6,4 06+1,0 32,8 +10,9

M: masculino, F: feminino; dp: desvio padrao

Conforme anteriormente mencionado, a comparacdo entre a
frequéncia média de MN observada nos pacientes com melanoma (1,2 £ 1,2)
e nos controles (0,6 £ 1,0) ndo foi estatisticamente significante (p= 0,23), o
mesmo ocorrendo em relacdo ao teste do Cometa. A média de dano basal
dos pacientes (78,8 + 76,9) também nao foi estatisticamente maior (p=0,11)
quando comparada com o grupo controle (32,8 + 10,9), conforme

apresentado nas Tabelas 11 e 12.



5 DISCUSSAO
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5.1 Caracterizagcao dos Grupos Estudados

Na presente investigagdo, o0s pacientes com melanoma,
diagnosticados em fase inicial da doencga, apresentavam média de idade
relativamente jovem (50,6 + 6 anos) em comparagao a outros tipos de
cancer. A amostra foi homogénea em relagdo ao género, apesar de estudos
(Goodson e Grossman, 2009) relatarem uma maior incidéncia da doenga no
sexo masculino. Quanto as caracteristicas fenotipicas, a cor de pele branca
dos pacientes esteve associada com maior risco de melanoma e relatos de
queimaduras de pele e vermelhidio.

A origem dos individuos parece influenciar na incidéncia, distribuicao
anatébmica, tipo histolégico e no progndstico do melanoma, sendo a doencga
mais comum em caucasianos (Bakos et al., 2009). Nas regides sudeste e sul
do Brasil, em que ha a predominédncia de caucasianos, a incidéncia do
melanoma é cinco vezes maior em relacdo a incidéncia nas areas proximas
ao Equador. Individuos de coloragao de pele mais clara produzem menos
melanina, um fotoprotetor importante contra as radiacbes UV e sao
consequentemente mais sensiveis aos danos que estes raios podem induzir
na epiderme (Brenner e Hearing, 2008, Thingnes et al., 2009).

Bakos e colaboradores (2009) sugeriram que a ascendéncia européia,

principalmente italiana e alema, parece ser um fator de risco ao melanoma
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na populagédo da regido sul do Brasil. A maior tendéncia em desenvolver a
doenga em pacientes com essas origens foi relacionada ndo apenas ao
fototipo cutdneo mais claro, assim como também ao perfil genético
caracteristico desses povos. Um estudo realizado em 2009 por Chang e
colaboradores, relacionou a exposi¢gao solar ao risco de melanoma e
verificou-se a associagao entre a sensibilidade a exposicdo solar com
queimaduras e o desenvolvimento da doenca. Diversos outros estudos
também avaliaram a relagdo entre sensibilidade ao sol, fenétipo cutaneo,
incidéncia de UV com o risco de melanoma, verificando uma associagao
positiva entre esses fatores (Loria e Matos, 2001, Fargnoli et al., 2004,
Nikolaou et al., 2008, Chiarugi et al., 2009).

Quando o histérico familial de céncer foi considerado, 75% dos
pacientes com melanoma tinham um membro da familia préximo que teve
algum tipo de cancer, sendo que quatro pacientes informaram ter um
parente que também foi diagnosticado com melanoma. Aproximadamente
5% a 10% dos melanomas podem ter origem hereditaria e estudos estao
sendo realizados para identificar possiveis fatores genéticos com papel
importante no risco ao melanoma visando utilizar essa informagdo no
tratamento individual dos pacientes (Leachman et al., 2009). O risco de
melanoma aumenta de 30 a 70 vezes em pessoas com historia familial do
melanoma em relagéo a populagao em geral (Santillan et al., 2009).

Na caracterizagdo do tumor dos pacientes, aproximadamente 43% dos
individuos apresentaram espessura do tumor < 1,0 mm (Breslow 1), ou seja,

em estagios iniciais em que o tratamento recomendado foi remogéo cirurgica.
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5.2 Avaliacao Citogenética

O melanoma, apesar de ser curavel quando detectado em fase inicial,
nao possui um tratamento efetivo na fase metastatica, pois € frequentemente
resistente a terapia. Por isso, prever as respostas individuais a quimioterapia
antes do tratamento pode ser uma estratégia importante para prevenir
toxicidades desnecessarias com resultados duvidosos. Apds o tratamento
para o0 melanoma, uma resposta individual ao reparo dos danos causados
pelo quimioterapico também pode alterar de forma significante o resultado
esperado no tratamento.

O presente estudo avaliou os danos basais do DNA existentes em
linfécitos de pacientes com e sem melanoma, por meio dos testes do MN e
do Cometa e também avaliou a resposta in vitro da cisplatina, quimioterapico
utilizado no tratamento do melanoma, e a resposta celular ao reparo apés
tratamento dos linfocitos, utilizando o teste do Cometa.

O teste do MN possibilita a avaliagdo de danos ao DNA que podem
ter ocorrido ha muitos anos atras e que se mantém apds divisdes sucessivas
da célula. Entretanto, ndo € um exame indicado para avaliacdo de reparo do
DNA (Maluf, 2004). Por outro lado, o teste do Cometa que avalia dano
recente ao DNA em uma unica célula, como quebras de fita simples e dupla,
identificacdo de sitios alcali-labeis, assim como crosslinks que se formam
no DNA, tem sido indicado também para avaliacdo do reparo do DNA

(Burlinson et al., 2007).
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Na presente investigagao, o teste do MN foi pesquisado somente na
metade da amostra selecionada para o estudo do dano causado pela
cisplatina e pelo reparo do DNA por questdes técnicas de processamento de
grande volume de amostras. Mesmo assim, consideramos que seria
importante a inclusdo de dois marcadores citogenéticos na avaliacdo de
dano basal dos pacientes com melanoma e dos controles. As culturas
realizadas a partir dos linfécitos de sangue periférico de 10 pacientes com
melanoma e de 09 controles nao revelaram diferencas estatisticamente
significantes na frequéncia de MN, apesar de um maior numero de pacientes
ter apresentado células com MN quando comparado com os controles.

A hipétese de associacao entre a frequéncia de MN, em diferentes
tecidos, como preditivo do risco de cancer encontra subsidios principalmente
pelo fato de pacientes com cancer apresentarem maior frequéncia de MN
quando comparados com controles (Duffaud et al., 1997, Murgia et al., 2008).
Por outro lado, pacientes com sindromes de instabilidade cromossdmica,
como a Sindrome de Bloom e Fanconi, apresentam maior risco de cancer e
incidéncia de MN, bem como individuos expostos a carcindgenos da classe |
como benzeno, radiagdes ionizantes e tabaco (Maluf e Erdtmann, 2001,
Mateuca et al., 2006, Eken et al., 2010, Kim et al., 2010).

Embora a avaliagdo da frequéncia de aberragbes cromossdmicas seja
um marcador genético consistentemente associado ao risco aumentado de
cancer (Boffetta et al., 2007), o teste do MN é um forte candidato para servir de
biomarcador de exposicdo, uma vez que o mesmo pode ser aplicado em

pesquisas de campo em um grande numero de individuos (Bonassi et al., 2007).
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Pesquisas recentes que avaliaram mais de 6000 individuos, por um periodo de
20 anos, revelaram associagao entre a frequéncia de MN e a incidéncia de
cancer e mortalidade (Bonassi et al., 2007). Neste estudo os principais sitios de
neoplasia foram de colo e reto, estdmago, pulmao e mama.

Em um estudo recente de meta-analise (larmarcovai et al., 2008)
pacientes ja diagnosticados com diferentes tipos de cancer apresentaram
frequéncia maior de MN em linfécitos de sangue periférico quando
comparados com controles sem cancer, aumentando 1.45 vezes o risco da
doencga. Os autores verificaram que as frequéncias de MN por 1000 células
analisadas variaram de 2,2 a 60,0 nos casos (média 20,3 + 0,4) e de 2,0 a
36,0 (média 14,8 £ 0,3) nos controles.

Na presente avaliacdo, as frequéncias de MN por 1000 células
analisadas variaram de 1 a 3 nos casos (média 1,2 + 1,2) e de 1 a 3 (média
0,6 + 1,0) nos controles embora essa diferenga nao tenha sido estatisticamente
significante, provavelmente em decorréncia do tamanho da amostra.

Aparentemente, ndo existem dados na literatura sobre a frequéncia
aumentada de MN em linfocitos de pacientes com melanoma, no entanto,
um estudo avaliou a frequéncia de MN em pacientes com melanoma
metastatico, apés o tratamento com dacarbazina (Miele et al., 1998).
Os autores verificaram um aumento na frequéncia de MN, em relacédo a
frequéncia pré-tratamento, apds 72 e 96 horas do tratamento, in vivo.

O teste do Cometa também foi utilizado em nosso estudo para avaliar a
instabilidade cromossémica em linfécitos de sangue periférico de pacientes

com melanoma e controles. Os resultados da analise do Cometa nos mesmos
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10 pacientes da amostra foram comparados com os resultados do MN.
Embora a amostra tenha sido reduzida para comparagdes que permitam
inferir diferengas estatisticamente significantes é interessante ressaltar que os
pacientes que apresentaram um maior numero de MN também apresentaram
0s maiores escores relativos aos danos no DNA pelo teste do Cometa.
Se considerarmos que o teste do Cometa € uma técnica que detecta danos
mais recentes ainda passiveis de reparo, enquanto que o MN detecta danos
consolidados, a utilizacgdo de ambas as técnicas citogenéticas, em
uma mesma populagdo permite sugerir caracteristicas da exposicao,
principalmente em estudos de monitoramento de populagdes expostas.
Em circunstancias especificas como, por exemplo, na exposi¢do ocupacional,
€ importante considerar o risco de mutacdes desfavoraveis serem fixadas nas
divisdes celulares subsequentes (Maluf, 2004, Kopjar et al., 2009).

A exposi¢cao ocupacional no manuseio de drogas citotoxicas, entre
elas a cisplatina, parece alterar a frequéncia de MN. Em um estudo realizado
por Kopjar e colaboradores (2009) os autores verificaram que o manuseio de
quimioterapicos, entre eles a cisplatina, por periodos que variaram de uma a
seis horas por dia (média de 12,9 anos de exposicdo) revelaram um
aumento na frequéncia de MN e de dano no DNA, pelo teste do Cometa, nos
trabalhadores em comparagéo com o grupo controle. Os autores verificaram
também que a frequéncia de MN era maior quanto maior o0 nimero de anos
de exposicdo. Ja em relagao ao teste do Cometa, o tempo de exposicao nao
foi significante, sendo que os danos de DNA nos trabalhadores foram

similares (Kopjar et al., 2009).
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Embora o teste do Cometa identifique danos recentes ao DNA, o
mesmo tem sido utilizado também na avaliagado de populagbes com cancer.
Na presente investigagcdo, quando considerada a amostra total de 20
pacientes com melanoma, um nivel maior de danos no DNA nos linfécitos foi
observado quando comparados aos controles, apesar da diferenga nao ter
sido considerada estatisticamente significante.

A correlacdo entre danos no DNA de linfécitos, com consequente
formagao de Cometas, e o risco de cancer vem sendo investigado na literatura
ainda que os resultados ndo sejam ainda conclusivos (Smith et al., 2003,
Lou et al., 2007). Alguns autores verificaram aumento significativo de Cometas
em linfécitos de pacientes com diferentes tipos de cancer quando
comparados com controles. Entre eles destacam-se o cancer de cabeca e
pescoco (Palyvoda et al., 2003), mama (Kopjar et al., 2002, Smith et al., 2003),
além de figado e pulmao (McKenna et al., 2008). Nos referidos trabalhos,
os autores verificaram que o escore médio para pacientes com cancer
variou de aproximadamente 1,5 a 1,75 vezes maiores em relagdo ao dano
nos individuos sem cancer (Palyvoda et al., 2003, Smith et al., 2003).
E interessante ressaltar que nem todos fizeram avaliagéo visual do Cometa,
tendo sido utilizado programas de analise de imagem para identificacao
inclusive de outros parametros como tamanho e intensidade da cauda
(Djuzenova et al., 2006, Collins et al., 2008).

Em pelo menos uma investigagéo, a analise de MN e de Cometa foi
feita em linfocitos de um mesmo grupo de pacientes com cancer e controles

(Lou et al., 2007). Os resultados deste estudo revelaram que pacientes com
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cancer de pulmao apresentaram maior instabilidade cromossémica em
relacdo aos controles, com frequéncias significantemente elevadas de MN e
de Cometa, antes de qualquer tipo de tratamento.

Aparentemente, ndo existem dados sobre a frequéncia de Cometas
em pacientes com melanoma, no entanto, a literatura relata estudos de
avaliagcao da frequéncia de aberragdes cromossbmica em linfécitos e
cultura in vitro de células tumorais destes pacientes (Balazs et al., 1999,
Wiltshire et al., 2001, Rondén et al., 2009). Entre as aberragbes numéricas
relatadas, as mais comuns s&o a perda dos cromossomos 9 e 10, o ganho
dos cromossomos 7, 20, 22 e X e menos frequentes, as aberragdes
estruturais dos cromossomos 7, 9, 11 e 17. No cromossomo 9 esta
localizado o gene supressor de tumor CDKN2A, cuja mutacao ou perda esta
relacionada a alguns cénceres. Delegdes neste cromossomo parecem estar
associadas com os estagios iniciais do melanoma (Rondon et al., 2009).

Os resultados obtidos por meio de testes como do MN e o Cometa
devem sempre ser avaliados com cautela na correlagéo entre o agente e o
efeito citogenético observado. Além de caracteristicas individuais de cada
genoma investigado, os habitos pessoais, além da idade e do tipo de
ocupacéao, podem interferir na analise final dos dados obtidos (Moller, 2006,
Maluf, 2004, Lu e Morimoto, 2009).

Além disso, na presente avaliagdo o grupo de pacientes revelou
habitos e sensibilidade a exposicdo solar diferentes dos controles, que
podem também ter contribuido para os resultados obtidos na analise
citogenética, apesar dessa comparagcdo nao ter sido efetuada em

decorréncia do tamanho da amostra.
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Segundo Maluf (2004) e Moller (2006), a idade pode contribuir na
frequéncia de mutagdes das células e o aumento do dano com o tempo
talvez se deva a capacidade reduzida do reparo do DNA. Um estudo feito
por Singh e colaboradores (1991) relatou aumento nos niveis de dano do
DNA em linfécitos de individuos saudaveis, ndo fumantes, em decorréncia
da idade, apds radiagcao ultravioleta. Foi observado um aumento tanto na
frequéncia de MN como de Cometas nos individuos mais velhos, quando
comparados aos mais jovens, sugerindo uma maior sensibilidade a radiacao
e deficiéncia no reparo.

Dentre os habitos pessoais, aqueles que parecem mais influir na
frequéncia de danos ao DNA sdo o consumo de bebidas alcodlicas e o
habito de fumar tabaco, situagdes que muitas vezes estdo associadas.
Estudos epidemioldgicos indicam que o fumo parece aumentar o dano no
DNA, uma vez que a combustdo de compostos presentes no tabaco como,
por exemplo, a nicotina e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos podem se
ligar ao DNA resultando em mutagcdes com possivel papel na carcinogénese
(Piperakis et al., 1998, Maluf, 2004, Hoffman e Speit, 2005) Ja em relagao
ao efeito do alcool, Lu e Morimoto (2009) associaram a formacado de
Cometas em linfécitos de sangue periférico com a quantidade de alcool
consumida. E interessante ressaltar que a frequéncia de Cometas em
alcodlicos foi menor do que a observada nos controles provavelmente em
decorréncia da formacao de crosslinks do DNA com o acetaldeido, primeiro
produto de metabolizacdo do alcool. Esses resultados podem ter sido

decorrentes da nao utilizagdo de um agente secundario, como por exemplo,



Discusséao 70

o peréxido de hidrogénio, que possibilitasse a quebra dos crosslinks e
consequentemente a identificacdo do dano (Lu e Morimoto, 2009).

Na presente investigacdo, os dois grupos estudados eram muito
semelhantes em relagao a idade e habitos de consumo de alcool e tabaco,
além da dieta e ocupacéao (dados nao apresentados). A similaridade entre os
grupos parece nao ter influenciado as frequéncias de Cometa e de MN
observadas.

Outra variavel que pode interferir na frequéncia de MN e de Cometa,
mas que nao modificou os resultados encontrados na presente investigacao
€ a ingestdo de medicamentos, em especial uso de quimioterapicos em
pacientes com cancer (Miele et al., 1998). Neste caso, os pacientes além de
serem tratados com drogas capazes de causar danos severos no DNA, se
possivel a morte celular para impedir a divisdo e propagacdo da mesma
(com ou sem o dano gerado), parecem ter também uma resposta diferencial
aos mecanismos de reparo (Braybrooke et al., 2000, Teixeira et al., 2009).

A capacidade de reparo reduzida e/ou deficiente dos pacientes com
cancer pode ser uma das razdes da maior frequéncia de Cometas.
Pacientes com diferentes tipos de cancer, como melanoma, cancer de
pulmdo e de mama, parecem apresentar a frequéncia aumentada de
Cometas em linfécitos de sangue periférico apds tratamento com
radioterapia ou quimioterapicos (Braybrooke et al., 2000, Lou et al., 2007,
Teixeira et al., 2009). Por outro lado, os pacientes também parecem revelar
habilidade reduzida das células em reparar o dano induzido pelos mesmos

agentes genotodxicos (Kopjar et al., 2002, Sanchez-Suarez et al., 2008).



Discussao 71

Nadin e colaboradores (2006) avaliaram a resposta individual a dois
agentes quimioterapicos, doxorrubicina e cisplatina, em linfocitos de
pacientes com diferentes tipos de cancer, como de laringe, osteosarcoma,
linfoma (antes e apds a quimioterapia), e em individuos saudaveis
(exposicao in vitro aos quimioterapicos). Neste estudo foram avaliados os
danos basais e o reparo do DNA, utilizando o teste do Cometa. Os autores
observaram que pacientes com cancer apresentavam maior frequéncia de
dano basal e dano no DNA apds o tratamento com quimioterapicos.
O reparo do DNA, avaliado apds 24 horas, revelou que pacientes tratados
com doxorrubicina nao diferiram em relagdo aos controles pelo teste do
Cometa. No entanto, quanto ao reparo da cisplatina, as diferengas foram
estatisticamente significativas entre os grupos, sendo que a taxa de reparo
observada nos pacientes foi inferior ao dos controles. Também foi observado
nos pacientes tratados com cisplatina que vieram a falecer, que a migracao
do DNA no teste do Cometa foi inferior a média, sugerindo maior reparo do
DNA, e provavelmente resisténcia ao tratamento.

Resultados semelhantes foram descritos por Smith e colaboradores
(2003) quando avaliaram se o reparo deficiente do DNA contribuia para elevar
o dano do DNA e consequentemente o processo de carcinogénese de mama.
Os autores avaliaram, por meio do teste do Cometa, os linfocitos de pacientes
com cancer de mama e individuos controles e observaram que o nivel de dano
basal era de aproximadamente 1,6 vezes maior que o dano nos controles.
Apos a irradiacao dos linfocitos, o reparo do DNA foi avaliado e os resultados

demonstraram uma capacidade de reparo inferior nos pacientes com cancer
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de mama. Eles concluiram que o elevado nivel de dano no DNA esta
associado de maneira significante a maior suscetibilidade ao cancer de
mama. Os autores sugeriram que pacientes com cancer de mama podem
possuir um DNA mais fragil, sendo mais suscetiveis a mutagdes, associado a
uma deficiéncia no reparo do DNA em células somaticas (Smith et al., 2003).

Em relagdo ao melanoma metastatico, um estudo realizado por
Braybrooke e colaboradores (2000), avaliou a resposta a dacarbazina e ao
tamoxifeno, e a eficiéncia do reparo do DNA em 39 pacientes com esta
neoplasia. Os autores observaram, pelo teste do Cometa, aumento do dano
no DNA apds os o tratamento quimioterapico e uma posterior diminuigdo no
tamanho das caudas do Cometa, o que indicaria um provavel mecanismo de
reparo eficiente das células lesadas.

Algumas drogas quimioterapicas, como a cisplatina, formam adutos
com o DNA, gerando os chamados crosslinks. Os crosslinks formados
inibem fortemente a migracdo do DNA na eletroforese utilizada para
identificagcdo do Cometa. Como resultado, ocorre a formagao de um DNA
altamente condensado na “cabega” do Cometa, com diminuigao
acentuada da “cauda”. Esse formato gera um escore “normal”, ou seja, um
resultado falso negativo pela nao identificacdo do dano gerado. Nesses
casos, dependendo da droga que esta sendo avaliada, € necessario o
acréscimo na cultura de um agente secundario, como o peroxido de
hidrogénio (H202) ou a irradiagdo de raios-X. O agente secundario tem o
papel de romper os crosslinks formados e permitir a migragdo do DNA lesado

(Kosmider et al., 2005, Almeida et al., 2006).
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Na presente investigacdo avaliamos a resposta a cisplatina em linfécitos
de pacientes com melanoma e de controles, apds a adigao de H,O, de baixa
molaridade e por um curto periodo de tempo para a visualizagdo das caudas do
Cometa, de acordo com o proposto na literatura (Blasiak et al., 2000).

O H20; na concentragcao de 10uM nao alterou de forma significante a
frequéncia de danos no DNA nos linfocitos dos pacientes com melanoma
embora essa diferenca tenha sido significativa quando avaliado o grupo
controle (p<0,0001). Essa diferengca observada no grupo controle pode ter
sido decorrente da baixa incidéncia de danos observada nas culturas
sem tratamento, pois quando comparada a frequéncia de Cometas apods a
adicao de H>O; no grupo com melanoma (83,3 + 60,7) e no grupo controle
(78,6 + 24,5) a diferenca nao foi estatisticamente significante (p=0,76).

No melanoma metastatico, o tratamento quimioterapico inclui uma
combinagao de drogas, entre elas, a cisplatina, sendo a dose aplicada em
torno de 20 mg/m? (Papadopoulos et al., 2009). Diferentes concentragdes de
cisplatina foram utilizadas na presente investigacao para avaliar a formagao
de Cometas apdés uma hora de tratamento, in vitro, com a droga.
As concentracdes de cisplatina foram escolhidas apds testes de viabilidade
realizados em nosso laboratério que revelaram 90% de células integras
(dados nao apresentados). Essas concentragdes foram também similares as
descritas na literatura (Blasiak et al., 2000).

Na presente avaliacdo, apds uma hora de tratamento com a
cisplatina, o teste do Cometa revelou aumento no escore médio, nas trés

concentragbes avaliadas (10uM, 100uM e 250uM), em relagédo ao escore
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médio obtido nas culturas sem tratamento (dano basal), ainda que essa
diferenca nao tenha sido estatisticamente significante para os pacientes com
melanoma. No grupo controle, a diferenca entre o escore médio observado
antes e apos a adicdo de cisplatina foi considerada estatisticamente
significante (p<0,02) para as trés concentracdes de cisplatina avaliadas.
Os individuos sem melanoma parecem ter uma resposta maior a agcao da
cisplatina quando os linfécitos sdo tratados in vitro. Possivelmente a
instabilidade cromossdmica observada nos pacientes com melanoma nao
permite a identificacdo do dano causado pela cisplatina. A analise de um
numero maior de pacientes diagnosticados com melanoma podera auxiliar
na avaliacdo dos resultados obtidos, uma vez que aparentemente, nao
existem dados da literatura da frequéncia de Cometas em relagao a este tipo
de paciente.

Embora o aumento do escore do Cometa, apds o tratamento com a
cisplatina, sugira uma resposta ao dano que a droga causa por meio da
formagao de adutos, na presente investigacdo os efeitos observados nao
foram dose-dependentes. Estudos como de Blasiak e colaboradores (2000)
e de Kosmider e colaboradores (2005) avaliaram a cisplatina e outros
quimioterapicos em linfécitos de individuos saudaveis e nao fumantes,
também utilizando o teste do Cometa. Diferentes concentragcbées das drogas
foram testadas, no entanto, os autores observaram diminuicdo do tamanho
da cauda dos Cometas com o aumento da concentragao de cisplatina.

Os escores médios do Cometa, em decorréncia do tempo de reparo,

foram maiores no grupo controle em relagdo aos pacientes. Apesar dessa
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diferenca nao ter sido estatisticamente significante, a mesma parece indicar
comportamentos diferentes no sistema de reparo que parece ser mais
eficiente nos individuos sem cancer. Corrobora para esta hipotese o
tamanho da cauda do Cometa que pode ter uma resposta diferencial no
grupo controle sugerindo uma remocg¢ao mais eficiente dos adutos de
cisplatina que foram formados.

Alguns dados na literatura parecem indicar que pacientes com
melanoma possuem um sistema de reparo do DNA menos eficiente
(Tomescu et al., 2001). Individuos com doencgas genéticas, como xeroderma
pigmentoso, apresentam acumulo de mutagdes no DNA decorrente da falta
de um mecanismo eficiente de reparo do DNA e maior suscetibilidade de
desenvolver cancer de pele (Kauffmann et al., 2008). Recentemente foram
descritos polimorfismos em genes de reparo do DNA que podem estar
relacionados com o risco de desenvolvimento do melanoma como XPC,
XPD, XPF, ERCC1, CSB, HR23B, XRCC1, XRCC2 e XRCC3, OGG1,
APEX1 (Fargnoli et al., 2006).

Um estudo caso-controle realizado em nosso laboratério, com 193
pacientes com melanoma e 208 individuos controle, avaliou a contribuicao
de polimorfismos de genes de reparo do DNA (XRCC1/Mspl, XRCC3/Ncol
e XPD/Pstl) no risco de melanoma. Os resultados relataram que uma
associacao entre os polimorfismos em pelo menos um dos alelos dos
genes de reparo do DNA, XRCC1/Mspl e XPD/Pstl, aumenta em
praticamente duas vezes o risco de desenvolver melanoma. O estudo

também avaliou que, em relagédo a interagédo gene-meio ambiente, a falta
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de uso do filtro solar dobrou o risco de melanoma em individuos com
polimorfismo XPD/Pstl. A pesquisa ressalta a importancia da identificagao
de marcadores genéticos de suscetibilidade na prevencao contra esta
doenca (Gongalves, 2009).

No estudo de Almeida e colaboradores (2006), cinco pacientes com
cancer colorretal que estavam em tratamento de quimioterapia com a
oxaliplatina, foram avaliados em relagdo a resposta a agao da droga e ao
reparo do DNA. Os resultados foram comparados com as respostas dos
testes em linhagens celulares tumorais tratadas, in vitro, com cisplatina e
oxaliplatina. O teste do Cometa foi feito nos linfécitos dos pacientes e
realizado em trés momentos: antes do tratamento quimioterapico, logo apés
o tratamento e depois de 24 horas. O dano gerado pela oxaliplatina foi
similar, no entanto, a eficiéncia de reparo do DNA entre os individuos variou.
Enquanto um paciente ndo apresentou reparo algum apos o tempo avaliado,
outro paciente, nesse mesmo periodo apresentou 67% de reparo dos
crosslinks formados. Numa primeira analise, poderiamos supor que o
paciente que nao teve reparo estaria respondendo bem ao tratamento, ao
contrario do individuo que teve mais de 50% de reparo. Este tipo de resposta
pode ajudar a escolha clinica do tratamento.

JA& nas linhagens celulares tumorais tratadas in Vvitro, as
concentragdes das drogas avaliadas variaram de 50 a 500uM e o tempo de
reparo de 4 a 72 horas. Apds o tratamento de uma hora com as drogas,
observou-se 0 aumento do tamanho da cauda do Cometa, de maneira dose-

dependente, assim como observado no presente estudo. Em relacdo ao
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reparo do DNA, considerando a concentracao de 250uM de cisplatina, foi
observado um aumento no tamanho da cauda até o periodo de 6 horas de
reparo, e apdés esse tempo houve um decréscimo nas frequéncias de
Cometas. Os autores justificaram esse aumento no tamanho das caudas
pela remogao dos crosslinks formados em decorréncia da droga e, apds a
retirada total do quimioterapico, o nivel de danos comecou a decrescer
(Almeida et al., 2006).

Blasiak e colaboradores (2000) realizaram um trabalho semelhante ao
desenvolvido neste estudo para avaliar o reparo do DNA, in vitro, em
linfécitos de quatro individuos saudaveis, ndo fumantes. Os linfocitos
foram tratados, in vitro, com trés quimioterapicos, entre eles a cisplatina.
As concentracdes avaliadas nesse estudo foram de 1, 10, 100, 250 e 750uM
e o processo de reparo foi avaliado nos tempos de 30 minutos, 1, 2 e 5 horas.
Os autores verificaram que houve uma diminuicdo na frequéncia dos
Cometas numa resposta dose-dependente, sendo que na maior
concentragédo de cisplatina avaliada (750uM), o tamanho da cauda
chegou a ser seis vezes menor em relagdo ao dano basal. Os autores
justificam essa diminuigdo da cauda com o aumento da formacgido de
crosslinks com o DNA, impedindo assim a migragdo do Cometa na corrida
de eletroforese. Na avaliagao do reparo do DNA, os resultados do estudo
corroboraram com 0s nossos resultados, ou seja, com o aumento do
tempo de reparo houve o aumento no tamanho da cauda dos Cometas,
provavelmente em decorréncia do mecanismo de reparo e remog¢ao dos

crosslinks formados.
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Os crosslinks cisplatina-DNA sao removidos principalmente pela via
de reparo por excisdo de nucleotideos (NER), um processo de varias etapas
que envolve reconhecimento do dano, incisdo e excisdo de uma sequéncia
de DNA que contém o dano, e reparo do DNA por meio de sintese de uma
nova fita (Blasiak et al., 2000, Wang e Lippard, 2005, Leibeling et al., 2006).
Essa deve ser uma das razdes associadas ao maior tempo de reparo
necessario para eliminagcao dos crosslinks.

O curto periodo de reparo utilizado em nosso estudo poderia
explicar os resultados obtidos, uma vez que segundo alguns autores
esse processo pode levar aproximadamente vinte e uma horas para
que ocorra a remogao dos adutos cisplatina-DNA no sangue dos
pacientes (Fichtinger-Schepman et al., 1990). Na presente investigacao,
consideramos que a exposi¢cao da célula a um tempo de reparo superior ao
utilizado poderia acarretar aberragdes decorrentes do tempo de cultura ou
mesmo apoptose e morte celular. No entanto, experimentos com um tempo
maior de reparo podem ser realizados para confirmacao desta hipotese.

Enquanto as diferentes concentragcdes de cisplatina nao interferiram
na quantidade de dano do DNA, a resposta por meio do reparo parece ter
sido ligeiramente maior ao longo do tempo. A relagcéo entre o reparo de
crosslinks induzidos pela cisplatina e a eficiéncia da quimioterapia tem uma
importante implicagao clinica na escolha dos agentes quimioterapicos para
os individuos, pois potencializa a atividade antitumoral enquanto reduz
toxicidades desnecessarias aqueles que provavelmente ndao se beneficiam

do tratamento (Almeida et al., 2006).
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A formacao de adutos cisplatina-DNA e o reparo do DNA em células
tumorais ndo sdo os mesmos que nos linfécitos. Nadin e colaboradores (2006)
relataram uma atividade maior de reparo por excisdao de nucleotideo em
tecidos tumorais quando comparados aos linfécitos de pacientes resistentes a
quimioterapia (agentes platinicos). No entanto, na tentativa de identificar
pacientes resistentes a quimioterapia, os linfocitos foram considerados no
presente estudo, como possiveis candidatos, para tal avaliagao.
Aparentemente, os resultados obtidos em linfocitos podem ser representativos
do que ocorre no tecido alvo, embora isso n&o tenha sido ainda avaliado para
diferentes tipos de tumores, inclusive o melanoma (Almeida et al., 2006).

Apesar de o melanoma cutédneo ser curavel em estadio inicial, o
prognostico do melanoma avangado ainda € muito ruim devido a resisténcia
a maioria dos agentes quimioterapicos. Dessa maneira, identificar alvos
moleculares para o diagnostico e tratamento dos pacientes € de extrema
importancia e tem sido o foco de pesquisas recentes sobre o melanoma.

No nosso estudo, no entanto, como nao se pdde concluir que o
mecanismo de reparo estava sendo eficiente, ndo foi possivel inferir quais
pacientes seriam resistentes a um tratamento quimioterapico com a
cisplatina. Mais estudos deveriam ser desenvolvidos nesse sentido.

O teste do Cometa parece ser um biomarcador sensivel para detectar
dano basal e reparo do DNA em linfécitos de sangue periférico, sugerindo
seu uso na pratica clinica para identificacdo de resposta do paciente a

quimioterapia.
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Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

a)

b)

d)

nao houve diferenca entre os pacientes com melanoma e os
controles quanto a frequéncia de danos basais tanto pelo teste do

MN quanto pelo teste do Cometa.

Os linfécitos de pacientes com melanoma e dos controles
revelaram resposta semelhante apds a exposig¢ao, in vitro, a
cisplatina aumentando de forma semelhante a frequéncia de
Cometas, nas trés concentragcbes estudadas de 10uM, 100uM e
250uM. Entretanto, quando o dano gerado foi comparado com o
dano basal, este aumento foi estatisticamente significante

somente para o grupo controle.

O processo de reparo in vitro (1h, 2,5h e 5h) aos danos no DNA
causados pela exposicdo a cisplatina aumentou de forma
significante a frequéncia de Cometas observada nos pacientes
com melanoma e nos controles quando comparados com o dano
basal identificado nas culturas sem tratamento. No entanto, a
diferenca na frequéncia de Cometas ndo foi estatisticamente

significante entre os trés tempos de reparo, em ambos 0s grupos.

Na avaliagdo do processo de reparo in vitro, verificamos que

houve aumento significante na frequéncia de Cometas, apos os
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trés tempos de reparo, observada nos pacientes com melanoma e
nos controles quando comparados com o dano causado pela
cisplatina, considerando-se em conjunto as trés concentragdes da

droga utilizadas.

Apesar dos resultados obtidos, devemos considerar que os
estudos in vitro sdo indicativos de efeitos que podem ocorrer nos
linfécitos e ndo nas células alvo, como no caso do melanoma.
Entretanto, a identificagdo de marcadores de resposta a
tratamentos com quimioterapicos, a partir de linfocitos de sangue
periférico pode ser uma estratégia de pesquisa de fundamental

importancia na pratica clinica.
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ANEXO 1

QUESTIONARIO

PROJETO: “Avaliacdo in vitro da cisplatina, em linfécitos de pacientes com
melanoma cutaneo, por meio de testes citogenéticos’

D Caso D Controle

Daa / /|  Reg.Proj. Data: / /
Reg. Lab.: Data: / /
Nome: Data de nasci mento: [

Local Nascimento: ( )N ( )NE ( )CO ( )S ( )SE( )SP capita ( )SP interior
( )outro pais

Endereco: ne:  apto:
Bairro: Cidade: U.F.

CEP: Telefone: ( )

Endereco: Bairro:
Telefone: ( )

Observagoes:

Entrevistador:
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INFORMACOES GERAIS

Al  Numero do Registro: |:|

A2 Data de nasci mento: / / idade:

A3  Sexo: ( )Masculino ( ) Feminino

A4 Qual o seu grau de escolaridade?
() n&o estudou
() 12adesérie
( )5*a8série
( ) colegid: ( )completo; ( ) incompleto
() superior: ( )completo; ( ) incompleto
A5  Qual acor dos seus olhos?
( azul ( )verde ( )castanhoclaro ( )castanho ( )

castanho escuro
( ) outra:

A6  Quando vocé tinha 20 anos a cor natural dos seus cabelos era:

( ) loiroclaro () castanho claro
() loiro escuro ( ) castanho médio
( ) ruivo () castanho escuro
( ) castanho avermelhado () preto

A7  Como voceé classificariaa cor de sua pele:
( )branca () amarelo (oriental) () pardo (mulato) ( ) negro
() ndo sel definir

Como voceé classificariaa cor de pele dos seus pais?
Pa: ( )branca ( )amarelo(orienta) ( ) pardo (mulato) () negro
() ndo sel definir
Mé&e: ( )branca ( )amarelo(orienta) ( ) pardo (mulato) () negro
() ndo sal definir

A8  Qual seu estado civil?
( )solteiro; ( )casado; ( )separado; ( )vivejunto; ( ) vilvo;
( ) outro

A9  Seuspaissdo parentesentre si?
( )Néosa ( ) Néo ( )Sm Tipo:
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A10

All

Al2

A13

Vocé tem filhos? () Néo
Se sim, quantos?

com que idade(s):

()Sm

86

Quantos filhos?

Possuem algum problema de salide?

Quantas filhas?

V océ (mulher) ou sua companheiraja sofreu algum aborto? ( )N& ( )Sim
Se sim, quantos?
Provocado ou Espontaneo?

Qual sua profissdo (ocupagao ou cargo gque exerce)?

Em qual periodo da gestacéo?

Nesta ocupacdo, qual ajornada de trabalho?
( ) horario comercial (8-17hs)
( ) turno rodiziante

( ) diurno
( ) noturno

INFORMACOES SOBRE HABITOS

Bl

B2

B3

B4

BS

B6

- TIPO DE DIETA

Quantas vezes por semana vocé come carne vermelha?

() diariamente ( )12
() nenhuma

Quantas vezes por semana vocé come carne branca?

() diariamente ( )12
() nenhuma

Quantas vezes por semana vocé bebe leite ou come derivados do leite?

() diariamente ( )12
() nenhuma

Quantas vezes por semana vocé come verduras e legumes?

() diariamente ( )12
() nenhuma

(

(

(

(

) 3-4

) 3-4

) 3-4

) 3-4

Quantas vezes por semana vocé come frutas?
() diariamente ( )12
() nenhuma

Existe algum tipo de alimento que vocé nunca ou raramente consome?

( )Sm

( )N& Quais

(

) 3-4

(

(

(

(

(

) 5-6

) 5-6

) 5-6

) 5-6

) 5-6




Anexos 87

B7  Quantas vezes por semanavocé come comida oriental (japonesa, chinesa)?
() diariamente ( )12 ()34 ( )5-6
() nenhuma

B8  Quantas vezes por semana vocé utiliza shoyu ou ginomoto em suas
refeicOes?

() diariamente ( )12 ()34 ( )5-6

() nenhuma

- HABITOSDE BEBIDA

B9  Vocétomabebidas alcodlicas pelo menos 1 vez por més?
( )sm ( )nédo () s6 no passado

B10 Quando é que vocé consome ou consumia bebidas alcodlicas?
() nasrefeicOes () entre asrefeicdes () ambos
() nédo consome

B11 Com que idade vocé comegou a beber? anos ( ) ndosel
() ndo bebo

B12 Sevocé bebia anteriormente, ha quanto tempo esté abstinente (meses)?
B13 Teve algumafase nasuavidaem que vocé bebeu mais?

( )Sm ( )N& ( )Néose
Quando: Tipo de bebida:
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B14 Assinalar com um X as op¢Oes de bebida ingeridas, indicando a frequéncia
(média), a quantidade e o periodo em que vocé bebe ou bebeu as bebidas assinaladas.

Exemplo: se vocé toma 4 copos grandes (CG) de cerveja diariamente e um copo
meédio (CM) de vinho, semanal mente, tomando os dois por um periodo meédio de 10
anos em toda a sua vida, complete da seguinte forma:

Sim | N3o Diariamente Semana mente Mensalmente
quantidade | Periodo | quantidade | Periodo | quantidade | Periodo
(anos) (anos) (anos)
Cervegja X 4CG 10
Bebidas X 1CM 10
fermentadas
(vinho, licores)

Considere em quantidade:

Copo pequeno (cachacalcafé): CP
Copo médio (refrigerante/cha): CM
Copo grande (cerveja): CG

Lata: LT

Garrafa: GF

Diariamente Semana mente Mensalmente

guantidade | Periodo | quantidade | Periodo | quantidade | Periodo
(anos) (anos) (anos)

Cerveja

Bebidas
destiladas
(pinga, sagué,
uisque)

Bebidas
fermentadas
(vinho,
licores)

Café

Cha
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B15 Alguém de suafamilia ou amigos sugeriram que vocé deixasse de beber?
()Sm ( ) Néo () Néo bebo

B16 Vocéjaprecisou ausentar-se do trabalho por problemas com bebida?
( )Sm ( ) Né&o () Né&o bebo

B17 Vocéjateve outem o habito de beber pela manha?
()Sm ( )N&o ( )N&obebo

B18 Algumavez sentiu necessidade de parar de beber?
( )Sm () Néo () N&o bebo

- HABITODE FUMO

B19 Vocéfumaou fumou 1 cigarro diariamente, por pelo menos 1 ano?
( )sm ( )nuncafumou ( ) somenteno passado

Se vocé ndo fuma cigarro ou nunca fumou, passe para a questao B25.
B20 Com que idade vocé comegou afumar ? () néosei

B21 Haqguanto tempo vocé fuma? (meses/anos)

B22 Haquanto tempo vocé parou de fumar? (meses/anos)

B23 Qual aquantidade de cigarros por dia:
( )1-3cigaros ( )menosquel0 ( )10a 20 ( ) masque 20 cigarros

B24 Em média, durante quantos anos voceé realmente fumou? (néo incluir periodos
superiores ha um més que ficou sem fumar)

B25 Vocéfumaou jafumou outro tipo de cigarro (de palha, cachimbo e charuto):
( )ndo ( )sm

Tipo:

Frequéncia:

B26 Vocéusaoujiusoualgumtipodedrogas:( )ndo ( )sim
Tipo:
Frequéncia:

B27 Vocé vive junto com um fumante? ( ) Né&o ( )Sm

B28 Vocé trabalhaem lugar fechado onde as pessoasfumam? ( )N ( ) Sim
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- HABITOS GERAIS

B29 Vocé costumarealizar suas atividades de lazer e recreacdo (esportes,
passeios, etc) ao ar livre, exposto ao sol? () N&o ( )Sm

B30 Durante asfériasde verdo costumair apraia? ( ) Néo ( )Sm

Questbes sobre reacdo da sua pele ao sol, bronzeamento artificial e
lampadas fluor escentes

a) No verdo, quando vocé fica exposto(a) ao sol do meio-dia por 1 hora poderia
dizer que...

( ) néo tenho muito risco de me queimar

( ) s6 me queimo apbs longa exposi¢do ao sol forte

( ) me gqueimo se ndo ficar pouco tempo ao sol e se ndo usar protecéo

( ) me queimo mesmo que fique ao sol por pouco tempo ou use protecao

b) Dois dias depois de ter ficado exposto(a) ao sol forte de veréo, vocé poderia dizer
que sua pelefica...

( ) muito escura, com um bronzeado intenso

( ) moderadamente bronzeada

( ) com um bronzeado leve e descascando

( ) sem qualquer bronzeado

¢) Emrelacdo a sensibilidade da sua pele quando exposta ao sol vocé poderia dizer que:
( ) sempre queima, nunca bronzeia
( ) sempre queima, depois bronzeia levemente e com dificuldade
( ) queima moderadamente e bronzeia gradual e uniformemente
( ) gueima pouco, bronzeia bastante
( ) raramente queima, bronzeia intensamente
( ) nunca queima, bronzeia intensamente

B31 Algumavez vocé jafez bronzeamento artificial ? ( ) Né&o ( )Sm
B32 Quando vocé se expbe ao sol, voce utilizafiltro solar?
( ) amaioriadas vezes ( )quase nunca

() asvezes ( ) nunca
() apenas nas primeiras horas

B33 Se voceé utilizafiltro solar, qual o Fator de Protecdo Solar (FPS)?

( ) FPS menor que 15 () FPS30
()FPS15 ( ) FPSigual ou maior que 50
()FPS 20

B34 Vocé tinge ou tingia o cabelo regularmente (mais de duas vezes por ano)
(deconsiderar xampu colorante)? ( ) Né&o ( )Sm
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INFORMACOES SOBRE SAUDE

Cl Vocétemagum problemadesaide? ( ) N&o ( )Sm
Especifique:

C2  Estatomando algum tipo de medicamento (incluindo vitaminas) por pelo
menos 3 vezes por semana, por um periodo de um més ou mais, com ou sem
prescricdo médica? ( )Sm ( ) Néo

Qual o tipo ou nome do medicamento em uso:

C3  Esteve exposto aagum tipo de raio-X (nos ultimos 6 meses, excluindo os

dentarios)?
( )Nao ( )Sm ( ) Néose
Tipo:
C4  O(a) Sr(a) jatevealgumtipodecancer? () Nao ( )Sm

Se sim, quais foram e que idade o(a) Sr(a) tinha quando foi diagnosticado?

Possui casos de cancer nafamilia?

Qual seu grau de parentesco? (pais, irmaos, avés, bisavos, tios, primos, filhos)

Tipo de Cancer
Grau de Parentesco

OUTRASINEFORMACOES

D1 Em relagdo a produtos quimicos/toxicos, qual o grau de sua exposicao
durante suas atividades ocupacionais:

( ) grande parte dajornada diéria (> 20 h/semana)

( ) contato regular (5 a 19 h/semana)

( ) contato ocasional (1 a4 h/semana)

( ) apenas raramente (< 1h/semana) ou esporadicamente
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