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RESUMO

Faria, M.C.S. Avaliacdo da interferéncia do diabetes na biodistribuicdo e na
atividade antitumoral da cisplatina em camundongos. 2011. 59f. Dissertacdo
(mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

A cisplatina (Cis-diamino-dicloro-platina 1) € um dos mais efetivos quimioterapicos,
porém seu uso clinico é altamente limitado devido a sua nefrotoxicidade. Estudos
sugerem que o diabetes atua como fator protetor contra a nefrotoxicidade da
cisplatina, entretanto, os mecanismos envolvidos ainda ndo foram elucidados. Esta
nefroprotecdo tem sido associada ao menor acumulo de cisplatina nos rins, o que
poderia ser atribuido a problemas no transporte ativo das células do tabulo proximal
ou ainda a altera¢6es farmacocinéticas provocadas pelo diabetes. Entretanto, ndo se
sabe ainda se os mecanismos envolvidos na nefroprotecdo do diabetes interferem
na atividade antitumoral da cisplatina. No presente estudo foram avaliados os efeitos
do diabetes na nefrotoxicidade e na atividade antitumoral da cisplatina em
camundongos portadores de sarcoma 180, divididos em 4 grupos (n=8): (i) C, grupo
controle (sem tratamento); (i) CIS, grupo tratado com cisplatina; (iii) DB, grupo
diabético (estreptozotocina) e (iv) DB+CIS grupo diabético tratado com cisplatina. Os
parametros avaliados foram: marcadores de funcdo renal e de estresse oxidativo,
histopatologia do tecido renal, desenvolvimento do tumor, sobrevida dos animais,
genotoxicidade da cisplatina, concentracdo de platina nos O0rgaos e no tumor e
marcadores de apoptose. Os resultados indicam que: (i) o diabetes protege contra o
dano renal induzido pela cisplatina (ii) o diabetes altera a biodistribuicdo da cisplatina
no tumor, nos rins e em varios 6rgaos; (iii) o diabetes diminui a atividade antitumoral
da cisplatina. Os dados obtidos sdo relevantes, dada a prevaléncia de certos tipos
de tumores em pacientes diabéticos e a importancia da cisplatina na quimioterapia e,
portanto, podem indicar a necessidade de uma maior atencdo no tratamento
anticancer de pacientes diabéticos.

Palavras Chave: cisplatina, diabetes, nefroprotecdo, estresse oxidativo, atividade
antitumoral
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l. INTRODUCAO

1. Importancia Clinica da Cisplatina

A cisplatina representa um dos mais marcantes avancos no tratamento do
cancer. A sua descoberta foi acidental (ROSENBERG; VANCAMP; TROSKO et al.,
1969) e desde a sua aprovagao pelo FDA (“American Food and Drug Administration”)
em 1979, a cisplatina tem sido amplamente utilizada para o tratamento de uma
variedade de tumores solidos e hematolégicos (SHERMANN; LIPPARD, 1987;
PABLA; DONG, 2008). O uso clinico da cisplatina revolucionou o tratamento do
cancer de testiculos, elevando o percentual de cura de 20 para 95% (WANG;
LIPPARD, 2005). E também comumente empregada no tratamento do cancer de
ovario e de bexiga, sendo ainda um componente importante na quimioterapia
empregada contra cancer de pulm&o, cabegca e pescogo, pancreas, mama,
endométrio e esbéfago (em conjunto com radioterapia), além de céancer cervical
avancado, osteosarcomas e melanomas metastaticos, dentre outros. E ainda utilizada
nos casos de tumores solidos que nao responderam ao tratamento padrao
empregado. O seu efeito terapéutico poderia ser significativamente aumentado com o
escalonamento da dose, porém a terapia com altas doses é limitada principalmente

pela nefrotoxicidade (CVITKOVIC, 1998; HANIGAN; DEVARAJAN, 2003).

2. Mecanismo de acdo da cisplatina

No meio intracelular, os ions cloreto da molécula da cisplatina se dissociam

da platina sofrendo substituicdo por grupos hidroxila, devido a baixa concentragéo
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de ions cloreto (3mM) comparativamente ao meio extracelular (145mM) (COHEN;
LIPPARD, 2001). Esta hidrdlise intracelular da cisplatina leva a formagao de dois
metabdlitos carregados positivamente e altamente reativos: mono-cloro-mono-aqua-
diamino-platina e diaquo-diamino-platina, devido a substituicido de um ou dois ions
cloreto, respectivamente. Estes metabdlitos sdo capazes de alquilar bases puricas e
pirimidinicas do DNA, formando ligagdes cruzadas intra e interfilamentares, o que
gera distor¢cées na dupla hélice do DNA e impede sua replicagdo. Este mecanismo
tem sido associado ao efeito antineoplasico da cisplatina (ZWELLING; KOHN, 1979;
LIPPARD, 1987; SHERMANN; LIPPARD, 1987; HALABE; WONG; SUTTON, 1991;

EASTMAN, 1999; SCHENELLMANN, 2001).

3. Danos renais induzidos pela cisplatina

A cisplatina caracteriza-se por possuir baixo indice terapéutico e elevado
potencial toxico, sendo que dentre seus efeitos adversos, a nefrotoxicidade constitui
a maior causa de morbidade e de mortalidade (CVITKOVIC, 1998; FAURSKOV;
BJERREGAARD, 1999; KINTZEL, 2001; LEE; SONG; PARK et al., 2001). O rim é o
principal 6érgao de excregao da cisplatina e também o principal sitio de acumulo do
farmaco (SCHENELLMANN, 2001). A concentragdo de cisplatina em células do
epitélio tubular proximal é cinco vezes maior do que sua concentracdo sérica
(KUHLMANN; BURKHARDT; KOHLER, 1997). Apesar das intensas medidas
profilaticas adotadas, tais como hidratagcédo e diurese, cerca de 20% dos pacientes
que recebem altas doses de cisplatina apresentam disfuncédo renal severa (YAO;

PANICHPISAL; KURTZMAN et al., 2007).
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O mecanismo pelo qual a cisplatina produz danos celulares nao é exatamente
conhecido, mas sabe-se que envolve os seus metabdlitos e esta relacionado a lesao
mitocondrial como ja demonstrado em nossos estudos anteriores (SANTOS;
CATAO; MARTINS et al., 2007; MARTINS; SANTOS; CURTI et al., 2008), bem
como por outros autores (SCHENELLMANN, 2001; CULLEN; YANG; SCHUMAKER
et al., 2007). Varios estudos tém abordado as interagdes entre a cisplatina e o DNA
nuclear, porém apenas aproximadamente 1% da cisplatina intracelular esta ligada ao
DNA nuclear, sendo que a maior parte da cisplatina intracelular disponivel interage
com sitios nucleofilicos de outras moléculas, incluindo proteinas de membrana, do
citoesqueleto e do citosol, fosfolipidios, RNA e DNA mitocondrial (GONZALEZ;

FUERTES; ALONSO et al., 2001; FUERTESA; CASTILLAB; ALONSOA et al., 2003).

4. Diabetes e Cancer

O diabete mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da
falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus
efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia crénica com disturbios do metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas. E um importante problema de satde publica, uma
vez que é frequente, esta associado a complicacbes que comprometem a
produtividade, qualidade de vida e sobrevida dos individuos, além de envolver altos
custos no seu tratamento e das suas complicagbes (Consenso Brasileiro sobre
Diabetes, 2002). Atualmente 250 milhdes de pessoas convivem com o diabetes e
estima-se que em 2030 serdao 380 milhdes de pessoas com DM no mundo. Para o
Brasil a estimativa é de 11 milhbes de pessoas com DM em 2030 (Definition,

Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus and its Complications., 1999).
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Estudos recentes tém demonstrado que o risco de varios tumores solidos e
hematolégicos (incluindo cancer de figado, pancreas, rins, bexiga, endometrial, de
mama e linfoma n&do-Hodgkin’s) é mais elevado em pacientes diabéticos (VIGNERI,
FRASCA; SCIACCA et al.,, 2009). Além disso, existe uma clara relagdo entre a
diminuicao da glicemia e a remissao de tumores malignos. (KRONE; ELY, 2005). Um
estudo realizado em um modelo de cancer de mama em camundongos demonstrou
que o0s maiores valores de glicemia estavam associados a maior mortalidade

(SANTISTEBAN; ELY; HAMEL et al., 1985).

5. Diabetes Mellitus e Nefroprotecao

Sabe-se que os rins de ratos diabéticos séo protegidos contra a toxicidade
induzida por compostos nefrotdoxicos estruturalmente diferentes, tais como
gentamicina, cisplatina, cefaloridina, cloreto de mercurio e o praguicida N- (3,5-
diclorofenil) succinimida (TEIXEIRA; KELLEY; ALPERT et al., 1982; SCOTT,;
MADAN; VALENTOVIC, 1989; SCOTT; MADAN; VALENTOVIC, 1990); entretanto,
0S mecanismos responsaveis por tal fenbmeno ainda ndo foram elucidados
(DNYANMOTE; SAWANT; LOCK et al., 2006).

Esta resisténcia a toxicidade é claramente relacionada a duracdo e a
gravidade do estado diabético, sendo pouco evidente apds uma semana, e completa
apos seis semanas de diabetes descontrolado experimentalmente induzido por
estreptozotocina. Observa-se este fenbmeno de protecédo tanto no diabetes insulina-
dependente como no diabetes ndo dependente de insulina (SCOTT; MADAN;
VALENTOVIC, 1989; CACINI; SINGH, 1991; CACINI; HARDEN; SKAU, 1993).

Sabe-se ainda que o tratamento de ratos diabéticos com insulina ndo s6 elimina
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completamente a protecao contra a nefrotoxicidade da cisplatina (apds 21 dias de
tratamento), como ainda € capaz de aumentar a susceptibilidade dos animais a tal
efeito (SARANGARAJAN; CACINI, 2004). A atenuagao da nefrotoxicidade induzida
pela cisplatina em ratos diabéticos tem sido associada a diminuicdo do acumulo
renal de platina, o que por sua vez tem sido atribuido, em parte, a deficiéncias no
transporte ativo do farmaco (CACINI; SINGH, 1991; SARANGARAJAN; CACINI,
1997). Um estudo de farmacocinética demonstrou uma diminui¢do significativa
(p<0,001) nas concentragdes plasmaticas da platina em ratos diabéticos quando
comparados a ratos normoglicémicos, 4 horas ap6s a administragdo da cisplatina;
porém nenhuma alteragao significativa foi detectada apds este periodo (NAJJAR;
SAAD, 2001). Embora o estudo ndo tenha associado este evento precoce a
nefroprotecao (detectada 7 dias apds), ndo se sabe ainda se esta diminuigao inicial
das concentragdes plasmaticas da cisplatina implicaria ou ndo em alteracbes na

biodistribuicdo e no efeito antitumoral do farmaco.

6. Modelos tumorais em camundongos (Sarcoma 180)

O sarcoma 180 foi descoberto em 1914, na regido axilar de um camundongo
albino na Universidade de Columbia e tem sido propagado para estudos desde
1919, sem alteragdo em suas caracteristicas morfolégicas. As células do sarcoma
180 crescem muito rapidamente, sendo que, com 7 dias de implantagao subcutanea
o tumor alcanga aproximadamente 15 x 11 x 8 mm (SUGIURA; STOCK, 1952).

A inoculagdo de células S-180 (provenientes de tumor desenvolvido

naturalmente em camundongos) € um modelo classico indicado por institutos
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regulamentadores e amplamente utilizado na avaliagdo de potenciais drogas
anticancer ha muitos anos (FIELD, 1955; WANG; LEWIS; MITCHELL, 2008).

O modelo experimental original, utilizado nos primeiros estudos in vivo com a
cisplatina por Rosenberg, na década de 70, envolveu a implantagdo do sarcoma 180
em camundongos. De acordo com os experimentos desenvolvidos, os animais
tratados com uma dose unica de cisplatina (8,0 mg/kg) no 8° dia apds a implantagéo
do tumor, apresentaram remissdo completa do tumor no 6° dia apds o inicio do
tratamento (ROSENBERG et al., 1969). No presente estudo utilizamos o mesmo
modelo animal utilizado por Rosenberg, porém associado ao diabetes
experimentalmente induzido com estreptozotocina, o que nos permitiu avaliar as
possiveis alteragdes causadas por esta doenga na atividade antitumoral da

cisplatina.
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V. CONCLUSOES

¢ O modelo experimental desenvolvido mostrou-se adequado para o
estudo da atividade antitumoral da cisplatina em animais diabéticos e pode

ser empregado em estudos com outros quimioterapicos;

¢ O efeito nefroprotetor do diabetes em relagcdo a cisplatina foi
comprovado em nosso modelo experimental pela melhora da fungao renal,
diminuicdo da lipoperoxidacdo; diminuicdo da lesdo histopatoldgica e pela

diminui¢do da apoptose no grupo DB+CIS em comparac¢éo ao grupo CIS;

¢ A biodistribuicdo da cisplatina foi alterada pelo diabetes, como
evidenciado pela menor concentragdo da platina em diferentes tecidos,
inclusive no rim, no grupo DB+CIS em comparagado ao grupo CIS, o que

explica a nefroprotecao exercida pelo diabetes;

+ A atividade antitumoral da cisplatina foi afetada pelo diabetes como
evidenciado pela menor sobrevida dos animais; menor remissao do tumor,
menor concentracdo de platina no tumor e pela menor genotoxicidade no

grupo DB+CIS em comparagao ao grupo CIS.

Em resumo, nossos achados sugerem fortemente que a atividade antitumoral
da cisplatina € afetada pelo diabetes, dado inédito na literatura cientifica.

Considerando-se a prevaléncia de certos tumores solidos e hematologicos em
pacientes diabéticos e a importancia da cisplatina na quimioterapia do cancer até os
dias atuais, os resultados do presente estudo s&o relevantes e sugerem a
necessidade da reavaliagcdo do tratamento anticancer neste grupo particular de

pacientes.
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