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PREFACIO

Em decorréncia das diversas mutacdes do HIV e consequentes falhas nos tratamentos
com apenas um farmaco, tornou-se fundamental o emprego de combinacgdes de dois ou mais
medicamentos antirretrovirais em protocolos de tratamento da AIDS. Diante disso, as
investigacOes realizadas neste trabalho concentraram-se na avaliagdo dos efeitos relacionados
com a citotoxicidade e a genotoxicidade dos medicamentos Efavirenz (EFV) e Tenofovir
(TDF) como medicamentos isolados e em combinacdo com Combivir® (AZT+3TC) e
Lamivudina (3TC). Para isso, foram utilizados trés sistemas-teste: (i) Ensaio Cometa em
Drosophila e medula éssea de camundongos, visando a determinagdo da acdo genotoxica dos
medicamentos testados por meio de quebras na fita de DNA,; (ii) Teste para Deteccdo de
Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em Drosohpila melanogaster, que avalia a
atividade tdxica, mutagénica e recombinogénica dos compostos e (iii) Teste de Micronucleo
(MN) em medula 6ssea de camundongos que detecta o efeito aneugénico e clastogénico dos
agentes. Os resultados demonstraram que o EFV foi toxico nas maiores concentracdes
testadas e ndo apresentou inducdo de eventos mutagénicos e/ou recombinogénicos.
Inversamente, Combivir e Combivir+EFV ndo atingiram dose letal 70 (DL 70) nas
concentracOes utilizadas para analise genotoxica, porém induziram efeitos mutagénicos e/ou
recombinogénicos em todas as concentragcbes testadas, com prevaléncia de eventos
recombinogénicos. Os antirretrovirais TDF, 3TC e TDF+3TC também ndo foram téxicos, mas
foram genotdxicos em todas as concentracbes testadas, com prevaléncia de
recombinogenicidade. Todos os compostos isolados e combinados apresentaram resultados
positivos no Ensaio Cometa com Drosophila melanogaster. No entanto, as combinacdes
Combivir+EFV e TDF+3TC foram negativos no Ensaio Cometa com medula 6ssea de
camundongos. Combivir+EFV induziu MN em 24 e 48h. TDF+3TC induziu MN apenas no
tratamento de 24h. Com base nesses resultados, espera-se ampliar o conhecimento a respeito
da atividade toxica e genotOxica dessas combinagdes e servir de apoio para 0
desenvolvimento de novos estudos nos protocolos de tratamento da AIDS.

Os resultados na integra deste livro foram publicados em dois artigos por mim e 0s
colaboradores: “In vivo genotoxicity evaluation of efavirenz (EFV) and tenofovir disoproxil
fumarate (TDF) alone and in their clinical combinations in Drosophila melanogaster”
publicado na revista mutation research-genetic toxicology and environmental mutagenesis, V.
820, p. 31-38, 2017 e “Genotoxic and Cytotoxic Effects of Antiretroviral Combinations in
Mice Bone Marrow” publicado na revista Plos One, v. 11, p. e0165706, 2016.
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CAPITULO I
INTRODUCAO A AVALIACAO GENOTOXICA DOS COQUETEIS ANTI-AIDS

1.1 Medicamentos antirretrovirais

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € uma doenca, causada pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), que acomete o sistema imunoldgico. Esse virus ataca 0s
linfocitos T CD4", facilitando o contagio de “doencas oportunistas”, que variam desde
resfriados até infeccBes mais graves (BRASIL, 2016a).

Segundo o Programa Conjunto das Nagbes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS), no
mundo, aproximadamente 34 milhdes de pessoas vivem com HIV. No Brasil, desde a
deteccdo da doenca em 1980 até junho de 2012 foram registrados 656.701 casos de AIDS, de
acordo com o ultimo boletim epidemioldgico do Ministério da Sadde. Em 2011, foram
notificados 38.776 casos e a taxa de incidéncia de AIDS no Brasil foi de 20,2 casos por 100
mil habitantes (BRASIL, 2016a, 2016b; UNAIDS, 2016).

Em 1982, dois anos apos a identificacdo da AIDS como doenca, iniciou-se uma busca
intensa por compostos que inibissem a infectividade e replicacdo do virus. Portanto, pesquisas
cientificas focaram nas etapas do ciclo de replicacdo do virus para servirem como alvos para
intervencdo farmacoldgica no intuito de inibir essas etapas e, por conseguinte, tornarem-se
eficazes no tratamento da doenca (PECANHA et al., 2002; DECLERCQ, 2009; TINTORI et
al., 2014).

A partir desses estudos, surgiram 0s medicamentos antirretrovirais usados para
impedir a multiplicagdo do virus no organismo, reduzindo assim, a viruléncia do HIV sem
elimina-lo das células infectadas. Entdo, o uso desses medicamentos tornou-se fundamental
para aumentar o tempo e a qualidade de vida dos portadores de AIDS, por evitarem 0
enfraquecimento do sistema imunoldgico e, consequentemente, reduzirem os riscos de serem
acometidos por “doencgas oportunistas” (BRASIL, 2016c¢).

Portanto, de acordo com o alvo de sua interacdo no ciclo replicativo do HIV, os
medicamentos antirretrovirais séo divididos em diferentes categorias. Essas categorias séo: (i)
os inibidores de proteases (IPs) que atuam nessa enzima, bloqueando a sua agédo e impedindo
a producéo de novas copias de células infectadas com HIV; (ii) inibidores de fusédo (FIs) que
impedem a entrada e, consequentemente, a reproducdo do virus na célula; (iii) inibidores de
correceptores (CRIs) que interagem com os receptores CCR5 ou CXCR4, impedindo a

entrada do virus nas células; (iv) inibidores de integrase, que bloqueiam a atividade dessa
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enzima, responsével pela insercdo do DNA do HIV no genoma humano; (v) inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos (NRTIs); (vi) inibidores da transcriptase
reversa andlogos de nucleotideo (NtRTIs); (vii) inibidores da transcriptase reversa nao-
analogos de nucleosideos (NNRTIs). As drogas pertencentes as categorias NRTIs e NtRTIs
interagem com o sitio catalitico da enzima transcriptase reversa (TR), enquanto as NNRTIs
interagem com sitios alostéricos da enzima. A TR é a enzima responsavel pela conversao do
RNA viral em DNA, antes que o material genético do virus se integre ao genoma da célula
infectada (DECLERCQ, 2009).

No final de 2012, cerca de 9,7 milhGes de pessoas no mundo tiveram acesso a terapia
antirretroviral (UNAIDS, 2016b). Segundo dados do Ministério da Saude, no Brasil, cerca de
313 mil pessoas recebem regularmente os remédios para tratar a doenca. Desde 1996, o pais
distribui gratuitamente o coquetel anti-AIDS para todos que necessitam do tratamento
(BRASIL, 2016c).

O primeiro composto que demonstrou capacidade de inibir a replicagdo do HIV tanto
in vitro quanto in vivo foi a suramina, mas o primeiro agente anti-HIV a ser licenciado para
uso clinico, em 1987, foi a zidovudina (3’-azido-3’-desoxitimidina; AZT). Esse antirretroviral
pertence a classe dos NRTIs e sua metabolizacdo no figado ocorre por enzimas da via UDP-
glicoronosiltransferase (UGT), excretando seu metabolito 5’-O-glicuronideo na urina
(CRETTON et al., 2007; DECLERCQ, 2009).

Quando administrado por via oral, a solucdo de AZT nas doses de 2 a 10 mg/kg
apresentou uma biodisponibilidade de aproximadamente 65% (CLOAD, 1989). Apos sua
entrada na célula, o AZT é fosforilado a sua forma ativa AZT-5’-trifosfato, que agird como
inibidor competitivo ou substrato alternativo da TR ao invés do desoxinucleosideo trifosfato
enddgeno (dNTP). Por ser analogo da timidina-5’-trifosfato, 0 AZT competird como o dTTP e
agird como terminador da cadeia de DNA (BARBIER et al., 2000; DECLERCQ, 2009).

Outro NRTI muito utilizado no tratamento da AIDS é a lamivudina (3TC), também
denominada de enantibmero negativo da 2’-desoxi-3’-tiacitidina. Sua fosforilagdo em 3TC
monofosfato é catalisada pela enzima desoxicitidina quinase. Em seguida sua conversdo da
forma monofosfato em difosfato é realizada pelas enzimas citidina monofosfato quinase e
desoxicitidina monofosfato quinase. Seu metabdlito ativo (3TC-5’-trifosfato) é convertido
pela enzima pirimidina nucleosideo difosfato quinase que, por ser andlogo da citidina,
competird com dCTP e serd incorporado ao DNA viral, ocasionando o término do
elongamento da cadeia. Quando administrado por via oral, sua disponibilidade média absoluta
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variou entre 86 a 88% para solucdo oral, capsula e comprimido (YUEN et al., 1995;
JOHANSON et al., 1999; DECLERCQ), 2009).

Pertencente a classe NNRTIs dos antirretrovirais, o efavirenz (EFV) ou (4S)-6-cloro-
4-(ciclopropiletinil)-1, 4-dihidro-4-(trifluorometil) 2-H-3, 1-benzoxazina 2-1 (RAJU;
BEGON, 2008), destaca-se por ser um dos componentes preferidos do regime de primeira
linha no tratamento de infec¢do pelo HIV em todo o mundo, além de ser a primeira geracéo
de NNRTIs. Levando em consideracdo o aumento do acesso a terapia antirretroviral, a
potencial exposicdo da populacdo mundial ao EFV é muito grande (RAKHMANINA,
ANKER, 2010). Diferentemente dos NRTIs, seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo
alostérica da TR, por meio da ligacdo a um local diferente do sitio ativo dessa enzima, com a
finalidade de alterar a sua configuracdo e, consequentemente, anular a sua capacidade
catalitica. Sdo moléculas ndo competitivas em relacdo a desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTPs) e, portanto, ndo tem qualquer efeito direto sobre o acido nucleico de ligacdo a TR
(I'YIDOGAN; ANDERSON, 2012).

O EFV ¢é metabolizado principalmente por via hepéatica pelo citocromo P450,
isoenzima CYP2B6. O gene CYP2B6 foi mapeado no cromossomo 19 e apresenta
polimorfismos que codificam para a enzima, podendo, portanto, influenciar no metabolismo
do farmaco. Como no caso da variante alélica 516G>T que esta associada com uma menor
atividade da isoenzima CYP2B6 e consequente aumento da concentragdo plasmaética do EFV,
causando maior incidéncia de toxicidade neuropsicologica associada ao farmaco. Ainda na
metabolizacdo do EFV, ha o envolvimento parcial de CYP3A4 e CYP2A6 para metabdlitos
hidroxilados inativos que incluem 8-hidroxiefavirenz e 7-hidroxiefavirenz. O 8-
hidroxiefavirenz é o principal metab6lito do EFV in vitro e in vivo, e a contribuicdo de 7-
hidroxilagdo a depuracgdo total de EFV é considerada pequena. Estudos recentes sugerem que
0 CYP2A6 é o principal responsdvel pela 7-hidroxilacdo e catalisa a segunda etapa de
hidroxilacdo do 8-hidroximetabdlito para 8,14-dihidroxiefavirenz. Estima-se que
aproximadamente 17% de 8-hidroxiefavirenz € ainda oxidado a 8,14-dihidroxiefavirenz in
vitro. Os metabolitos hidroxilados de EFV sofrem excrecdo biliar e urinéria subsequente apds
conjugacdo (OGBURN et al.,, 2010; GOUNDEN et al., 2010). Essa droga quando
administrada por via oral apresenta uma disponibilidade variavel entre 40 e 45%
(CHIAPPETTA et al., 2015).

Também muito utilizado nas terapias antirretrovirais, fumarato de tenofovir
desoproxila (TDF) ou 9-((R)-2-((Bis (((isopropoxicarbonil)oxi) metoxi) fosfonil) metoxi)

propil) adenina fumarato que € o pré-farmaco oral de tenofovir, com atividade antiviral contra
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0 virus da hepatite B (HBV) e o HIV (RAJU; BEGON, 2008). O TDF é um NtRTI, andlogo
da 5’-monofosfato de adenosina, que ndo apresenta uma hidroxila no carbono 3 da
desoxirribose. Portanto, uma incorporagdo de TDF no elongamento do DNA viral interrompe
a sequéncia da transcricdo, impedindo a ligacdo do proximo nucleotideo (JOHNSON et al.,
2010). Essa classe de antirretrovirais é constituida por pré-farmacos que necessitam de
ativacdo metabdlica por meio de vias de fosforilacdo que produzem os seus derivados
difosfato e trifosfato, respectivamente. Estes derivados servem como substratos alternativos
para a sintese do DNA viral catalisada pela TR do HIV-1. Esses analogos competem com 0s
substratos naturais, os desoxiribonucleosideos trifosfatos (ANTP) e interrompem a formacéo
da cadeia de DNA viral apds a sua incorporacéo (I'YIDOGAN; ANDERSON, 2012).

O TDF possui um perfil de citotoxicidade favoravel, por ser um inibidor muito fraco
das DNA polimerases a ¢ B em mamiferos e DNA polimerase mitocondrial y (LEE et al.,
2003; DECLERCQ; HOLLY, 2005; DELANEY et al., 2006). Quando administrado por via
oral, sua biodisponibilidade é de aproximadamente 25% (GALLANT; DERESINSKI, 2003).

No entanto, em alguns estudos com estes farmacos isolados foram relatados varios
efeitos colaterais relacionados com genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade. O
TDF e 0 EFV foram capazes de induzir adenomas e carcinomas hepatocelulares e adenomas
pulmonares alveolar/bronquiolar em camundongos fémeas. A AZT mostrou efeitos
clastogénicos, danos ao DNA nuclear e mitocondrial, troca de cromatides irmas e redugédo dos
telomeros. O 3TC mostrou efeitos clastogénicos com indugdo de micronucleos (GONZALES
CID; LARRIPA, 1994; SCHILLING et al., 1995; BIALKOWSKA et al., 2000; BISHOP et
al., 2004; VON TUNGELN et al., 2004; JI et al., 2005; CARTER et al., 2007; BAYRAM,;
TOPAKTAS, 2008; OLIVERO et al., 2008; DESAI et al., 2009; LOURENCO et al., 2010;
BUTT et al, 2011; FRIEDRICH; OLEJNICZAK, 2011; WU et al., 2012; ANDRE-
SCHMUTZ et al., 2013; OLIVERO et al., 2013; CHIAPPINI et al., 2014; MILLER et al.,
2014, KAUSHIK et al., 2014).

Porém, em decorréncia das diversas mutacbes do HIV e consequentes falhas nos
tratamentos com apenas um farmaco, tornou-se fundamental a necessidade de combinar dois
ou mais medicamentos antirretrovirais para a realizagdo de protocolos de tratamento da AIDS
(BOSSI et al., 1998; DUAN et al., 2001; RE et al., 2003; TURNER et al., 2004; PARIKH et
al., 2006; ENTHESHAMI et al., 2008; WALKER et al., 2009). Somado ao fato de que nos
ultimos anos houve pouco progresso em relacdo ao desenvolvimento da vacina contra o HIV,
obtendo-se eficacia maxima de 31,2% (RERKS-NGARM et al., 2009). Portanto, a terapia de

combinacdo de drogas para combater a infeccdo por HIV, surge como um avango promissor
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no tratamento da AIDS. Entretanto, essa terapia € limitada pelo seu custo, pela exigéncia de
adesdo ao longo da vida e pelos efeitos desconhecidos ao longo do tratamento (RERKS-
NGARM et al., 2009; RICHMAN et al., 2009).

1.2 Terapia antirretroviral altamente ativa (HAART)

As terapias que combinam dois ou mais medicamentos pertencentes & mesma classe
ou a diferentes classes de antirretrovirais, também conhecidas como terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART, do inglés Highly Active Antiretroviral Therapy), favoreceram o
tratamento da AIDS que, devido ao sucesso da supressdo viral, da reconstituicdo imunoldgica
do hospedeiro e, consequentemente, da prevencdo de doencas oportunistas, fez com que essa
doenca passasse a ser considerada como uma doenca crbnica controlavel, melhorando a
qualidade e aumentando a expectativa de vida dos pacientes (HAWKINS, 2010).

No entanto, apesar da HAART ser utilizada desde 1990, faz-se necessarios estudos
que visem correlacionar eficicia e efeitos colaterais no intuito de oferecer protocolos
alternativos que combatam a viruléncia, mas que diminuam a toxicidade e a resisténcia viral
ao tratamento (BROWN et al., 2009; DECLERCQ), 2009).

Comumente, diretrizes para o tratamento da infecgdo por HIV, por meio da utilizagdo
da HAART, incluem as combinacdes de medicamentos: TDF+3TC e EFV+Combivir
(AZT+3TC) (GALLANT et al. , 2006; POZNIAK. et al , 2006; HERD et al., 2014;
GUIDELINES..., 2015). Todavia, estas combinacGes podem potencializar os efeitos
genotdxicos induzidos por essas drogas isoladas, uma vez que seus efeitos secundarios sdo
desconhecidos durante o tratamento (GUIMARAES, 2013; GUIMARAES et al., 2013).

Por isso, tem-se analisado varios antirretrovirais que demonstraram ou ndo a indugéo
de recombinacdo mitdtica, utilizando o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacédo
Somatica (SMART). Em estudo realizado em nosso laboratério foi demonstrado que, no total
de eventos mutagénicos e/ou recombinogénicos induzidos, a zidovudina (AZT) apresentou
85% de eventos recombinacionais, enquanto a didanosina (ddl) foi 100% recombinogénica
(GUIMARAES et al., 2008). Em outro estudo do nosso grupo, desenvolvido por Franchi et
al. (2009), aproximadamente 86% dos clones induzidos pelo lamivudina (3TC) e 76% dos
clones induzidos pela estavudina (d4T) foram relacionados com a recombinagdo mitotica.
Estes resultados sugerem que, devido ao alto indice de recombinagdo mitotica a exposi¢do aos
farmacos pode provocar instabilidade genémica e perda de heterozigose, processo relacionado

com a carcinogénese. Moraes Filho (2013) comprovou a indugdo de recombinacdo mitotica
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no DNA causadas pelo fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) e a auséncia de efeitos
mutagénicos e/ou recombinogénicos induzidos pelo efavirez (EFV) quando testados
isoladamente. Adicionalmente, Guimardes et al. (2013) demonstraram que NRTIs isolados
sd0 mutagénicos e/ou recombinogénicos e, quando combinados, podem ter potencial
sinérgico, aditivo ou antagdnico para a inducdo de mutacéo e/ou recombinacao. Considerando
que a AIDS € uma doenga cronica de alta incidéncia, a ampliacdo dos estudos sobre os efeitos
genotoxicos causados pelos medicamentos antirretrovirais, tornam-se fundamental para
garantir a seguranca dos pacientes que utilizam esses medicamentos (GUIMARAES et al.,
2010).

Adicionalmente, na tentativa de amenizar a viruléncia do HIV/AIDS houve rapido
licenciamento dos antirretrovirais e, consequentemente, rapido aumento das possibilidades de
terapias combinadas. No entanto, hd pouco conhecimento sobre a seguranca desses farmacos
a longo prazo, evidenciando assim, a importancia do constante monitoramento dessas terapias
(CARR; COOPER, 2000). Portanto, com base nesses dados, deve-se aumentar a atencdo em
relacdo a toxicidade da HAART.

1.3 Organismos modelo: Drosophila melanogaster e Mus musculus

O inseto D. melanogaster é um organismo eucarioto, diploide, com um total de quatro
pares de cromossomos, sendo trés deles portadores da maior parte do genoma. Essa espécie
vem sendo utilizada em estudos da area de Genética desde o inicio do seculo XX, em estudos
de genética mendeliana, selecdo natural e teoria cromossémica da heranca. Desde entdo, esse
inseto passou a ser utilizado para diversos outros estudos da area incluindo transmisséo de
caracteres hereditarios, interacdo génica, aberracdes cromossdmicas, evolugdo, entre outros
(FREIRE-MAIA; PAVAN, 1949; FONSECA; PEREIRA, 2004).

Apesar da Drosophila melanogaster possuir aproximadamente 17.000 genes a menos
que os humanos, ambas especies apresentam similaridades geneéticas, bioquimicas e
fisiologicas. As rotas bioquimicas e funcGes regulatorias entre as duas espécies sdo muito
conservadas e, varios genes estudados na D. melanogaster provaram ser homologos aos genes
supressores de tumor e oncogenes humanos. Cerca de 75% dos genes relacionados a doencas
humanas, entre eles os relacionados a regulacdo do ciclo celular, sio homologos aos da
mosca-da-fruta (MIKLOS; RUBIN, 1996; ST. JOHN; XU, 1997; BIER, 2005; LLOYD;
TAYLOR, 2010; PANDEY; NICHOLS, 2011).
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Além desses genes, fatores transcricionais e seus reguladores, proteinas cromossomais,
estruturais e sinalizadoras, canais i0nicos, genes homeobox e a enzima
desoxirribonucleosideo quinase (Dm-dNK) apresentaram semelhancas entre Drosophila e
mamiferos (JOHANSSON et al., 1999). Portanto, devido a tanta similaridade, destaca-se a
relevancia de estudos que utilizam esse organismo modelo para o esclarecimento de
problemas de saude humana, inclusive ciclo celular e cancer. Além disso, existem varias
linhagens de Drosophila com marcadores moleculares e propriedades diversas que auxiliam
as manipulacdes genéticas e sdo bem conhecidas cientificamente (KORNBERG,;
KRASNOW, 2000).

Por esses motivos, a D. melanogaster ¢ amplamente empregada como organismo
modelo nas diversas areas, destacando-se genética, biologia molecular, fisiologia,
comportamento, desenvolvimento e ecologia. Dentre as diversas areas, essa espécie tem sido
utilizada constantemente em testes de genotoxicidade, pois acrescenta-se a essas vantagens
acumuladas sobre 0 seu genoma, o rapido ciclo de vida, a facil manipulagéo laboratorial e a
capacidade de realizar algumas ativagdes metabdlicas semelhantes as que acontecem em
mamiferos (SOBELS; VOGEL, 1976; ADAMS et al., 2000; LENZ et al., 2013).

Além de participar de estudos para a deteccdo de agentes genotdxicos e
antigenotoxicos, a Drosophila tornou-se um excelente modelo em estudos dos mecanismos
moleculares envolvidos nos processos de mutagénese e carcinogénese, podendo fornecer
respostas relevantes, que podem ser extrapoladas para mamiferos superiores (ANDRADE;
LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

As linhagens mutantes de Drosophila sdo bem caracterizadas e possuem uma
variedade de marcadores que permitiram a criagcdo de varios sistemas-teste. Estes ensaios sdo
capazes de detectar os mais variados tipos de eventos genéticos, como mutagdes génicas,
aberracbes cromossdmicas e recombinacdo mitotica (GRAF et al., 1984; ANDRADE;
LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

Complementarmente, o Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos, indica
a utilizacdo desse organismo para minimizar questdes bioéticas quanto ao uso de mamiferos
em testes toxicoldgicos (FESTING et al., 1998; BENFORD et al., 2000; SIDDIQUE et al.,
2005).

Apesar de existirem métodos alternativos in vitro, 0os modelos animais s&éo amplamente
utilizados porque apresentam a vantagem de fornecer informagdes do organismo como um

todo. Dentre esses animais, além da D. melanogaster, o camundongo da espécie Mus
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musculus € um dos organismos mais utilizados, este apresenta 20 pares de cromossomos e um
grande nimero de mutantes geneticamente conhecidos (CHORILLI et al., 2007).

De acordo com Santos (2002), além das similaridades genéticas com humanos, o
camundongo destaca-se como organismo modelo pelo curto periodo de gestacdo, por ser
muito prolifero e pela facil domesticacdo e manutengéo devido ao seu tamanho.

Geneticamente, existe uma grande semelhanca entre camundongos e humanos, pois
99% dos genes humanos foram mapeados em camundongos. Dessa maneira, esses animais
sdo utilizados constantemente em pesquisas que buscam a cura de doengas, 0O
desenvolvimento de novos produtos, vacinas, medicamentos ou cosméticos e em estudos de
carcinogenicidade (CHORILLI et al., 2007).

Ainda, segundo Carvalho e Lopes (2006), os mecanismos fisiolégicos dos
camundongos e dos humanos sdo préximos e, por ser possivel inativar genes especificos, é
interessante 0 emprego desse organismo modelo em pesquisas, pois a possibilidade de utilizar
diversas linhagens geneticamente modificadas contribui com informagdes relevantes para

diversas patologias.

1.4 Genética toxicologica e testes utilizados

A genética toxicoldgica € uma sub-area da genética que engloba estudos relacionados
a efeitos genotdxicos, considerados como precursores para o desenvolvimento de neoplasias,
como o cancer, por exemplo (SILVA et al., 2003). Uma substancia genotdxica é aquela capaz
de causar danos no material genético, podendo causar uma toxicidade que abrange desde o
nivel celular (citotoxica) até o organismo (toxica) (ERDTMANN, 2003). Por ser capaz de
alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética, a substancia genotoxica pode ou nao ser
mutagénica (FAIRBAIRN et al., 1995), visto que o composto mutagénico é aquele capaz de
aumentar a taxa de mutacdo (mudanca estavel e herdavel numa sequéncia nucleotidica do
DNA) em um organismo além da taxa espontanea (GATEHOUSE et al., 1990). Embora
sejam mais raras, podem ocorrer mutacdes favoraveis as celulas, mas em sua maioria, elas sdo
deletérias a célula, podendo causar carcinogénese e teratogénese (LEHNINGER et al., 1995;
NUNES, 2000). Portanto, agentes mutagénicos sdo sempre genotoxicos, mas agentes
genotoxicos nem sempre sdo mutagénicos (VOGEL, 1989).

Varios testes estdo disponiveis para realizar a avaliagdo toxico-genética de um agente
fisico ou quimico. Cada método avalia um nivel especifico de dano, tais como, lesdes no

DNA, danos cromossdmicos, eventos mutagénicos e recombinogénicos. Portanto, €
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imprescindivel a utilizagdo de varios ensaios em estudos quantitativos dos eventos
genotdxicos atribuidos para cada agente, assim como, para o entendimento dos mecanismos
de formacdo das alteracdes e da acao do reparo de DNA (SILVA et al., 2003).

No entanto, realizar avaliacdo da atividade genotoxica de novos farmacos é relevante
para a introducdo de compostos com menos efeitos colaterais. Adicionalmente, quando avalia-
se 0 potencial genotoxico dos farmacos existentes, remete-se a busca de novos compostos
(SANTOS et al., 2007).

Dentre os diversos testes existentes, 0 Ensaio Cometa € muito utilizado para avaliar
genotoxicidade e reparo do DNA, porque avalia lesbes passiveis de reparo. Dentre as suas
vantagens, destacam-se a possibilidade da utilizacdo de varios tipos de células em diferentes
organismos por detectar tipos de danos celulares distintos (SINGH et al., 1998; HARTMANN
et al., 2004; CARMONA et al., 2011a, 2011b; GOLDSCHALK et al., 2013; GUANGGANG
etal., 2013; COLLINS et al., 2014; KRAYNAK et al., 2015; OGIWARA et al., 2015).

Esse teste é utilizado para detectar danos no DNA causados por agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes. Na versdo neutra do teste é possivel detectar quebras duplas das
moléculas de DNA e crosslinks, enquanto a versdo alcalina detecta quebras de fita simples e
dupla, sitios alcalilabeis e crosslinks. O Ensaio Cometa pode ser aplicado em qualquer tipo
celular nucleado de organismos eucariotos, independente das células estarem ou ndo em
proliferacdo (VILLELA et al., 2003; KRAYNAK et al., 2015; OGIWARA et al., 2015).

Outro teste que tem sido amplamente utilizado na avaliacdo do potencial mutagénico
de substancias-teste é o Teste do Microndcleo (MN) (MAFFEI et al., 2002; CHUNG et al.,
2002; DING et al., 2003; KRAYNAK et al., 2015, OGIWARA et al., 2015; RIM; KIM,
2015). Esse bioensaio é aplicado para detectar agentes clastogénicos (que causam alteracoes
estruturais nos cromossomos) e aneugénicos (indutores de alteracbes numéricas, seja por
aneuploidia ou por segregacdo cromossémica anormal), portanto, avalia danos no DNA em
nivel cromossémico (HEDDLE, 1973; RIM; KIM, 2015). Os microndcleos representam o
material genético que foi perdido pelo nucleo principal, devido a acdo de agentes fisicos,
guimicos ou bioldgicos que causaram um dano genético no cromossomo (VILLELA et al.,
2003; RIM; KIM, 2015).

Esse teste pode ser aplicado em populacdes celulares que estdo constantemente em
divisédo, por isso € amplamente executado em células da medula 6ssea de mamiferos, uma vez
gue suas células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo de divisdo celular
(HEDDLE, 1973; KRAYNAK et al., 2015; OGIWARA et al., 2015). Entre 10 e 24 horas, 0s

eritrocitos imaturos ou eritrécitos policromaticos (EPC) apresentam RNA ribossémico e,
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nesse estagio, pode-se detectar o aparecimento de MN. Posteriormente, diferenciam-se em
eritrcitos maduros ou normocrométicos (ENC) que ndo possuem RNA ribossémico
(RABELO-GAY, 1991; KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Tanto o Ensaio Cometa quanto o Teste do MN néo sdo capazes de detectar a inducao
de recombinacgdo mitotica, que é um dos principais processos envolvido com a carcinogénese,
mediada por agentes genotoxicos (ANDRADE; LEHMANN, 2003). Portanto, torna-se
importante a aplicacdo do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somaética
(SMART). Esse bioensaio realiza a deteccdo simultdnea de eventos mutacionais e
recombinacdo mitdtica, além de possibilitar a quantificacdo desses eventos com o intuito de
avaliar a contribuicdo de cada um deles para a genotoxicidade total dos medicamentos em
estudo (GRAF et al., 1984; ANDRADE; LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004;
AVALOS et al., 2015; KOKSAL; GURBUZEL, 2015).

O SMART se baseia no conceito de que durante o desenvolvimento embrionario de
Drosophila melanogaster, grupos de células — discos imaginais — se proliferam mitoticamente
para formar as partes do corpo da mosca adulto. A perda de heterozigose de dois genes
marcadores recessivos (mwh e flr3) pode levar a formacéo de clones de células mutantes que
sdo expressas fenotipicamente como manchas contendo pelos mutantes, presentes nas células
das asas de moscas adultas (GRAF et al., 1984; ANDRADE; LEHMANN, 2003; ANDRADE
et al., 2004; AVALOS et al., 2015; KOKSAL; GURBUZEL, 2015).

1.5 Objetivos

1.5.1 Geral

Avaliar o efeito tdxico, citotoxico e genotoxico dos antirretrovirais EFV e TDF

administrados isolados e em combinag6es (Combivir+EFV e TDF+3TC).

1.5.2 Especificos

I) Avaliar o efeito citotoxico, genotoxico e mutagénico dos medicamentos
antirretrovirais EFV e TDF isolados e em combinagdes (Combivir+EFV e TDF+3TC) por
meio do Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster e camundongos Mus musculus.

I) Avaliar o efeito mutagénico, recombinogénico e toxico dos medicamentos

antirretrovirais em estudo por meio do SMART em Drosophila melanogaster.
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[11) Avaliar o efeito aneugénico e clastogénico das combinacbes de medicamentos
antirretrovirais (Combivir+EFV e TDF+3TC) em medula 6ssea de camundongos Mus
musculus por meio do Teste MN.

IV) Quantificar a frequéncia dos diferentes eventos genotdxicos (mutagénicos,
recombinogénicos, aneugénicos e clastogénicos) induzidos pelos combinados que possuem
EFV e TDF pelo Teste MN e SMART em Drosophila melanogaster e camundongos Mus
musculus.

V) Comparar 0s possiveis efeitos genotoxicos dos medicamentos antirretrovirais em
estudo quando utilizados isoladamente e em combinacfes por meio do Ensaio Cometa e
SMART em Drosophila melanogaster.
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2.1 Agentes antirretrovirais

Os medicamentos Viread®, Lamivudina, Estiva-600® e Combivir® foram utilizados
neste estudo. Cada comprimido de Viread® contém 300 mg de TDF (CAS 202138-50-9); o
comprimido de Lamivudina contém 150 mg de 3TC (CAS 134678-17-4); o comprimido de
ESTIVA-600 contém 600 mg de EFV (CAS 154598-52-4) e o comprimido de Combivir®
contém 300 mg de AZT (CAS 30516-87-1) mais 150 mg de 3TC. Todos os medicamentos
foram cedidos pelo Hospital de Doencas Tropicais Dr. Anuar Auad (HDT, Goiania, GO,

Brasil). As estruturas quimicas dos antirretrovirais estdo representadas na Figura 1.

CAPITULO Il
MATERIAL E METODOS

Figura 1 — Estrutura quimica dos agentes antirretrovirais

TDF
Fonte: (CHEMFINDER, 2012a)

MH

3TC
Fonte: (BECK et al., 2007)

Cl

EFV

Fonte: (CHEMFINDER, 2012b)

AZT
Fonte: (BECK et al., 2007)
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Todas as concentragdes utilizadas foram determinadas de acordo com a proporgao que
é administrada aos pacientes em tratamento antirretroviral: EFV+Combivir (AZT+3TC) =
4:2:1 e TDF+3TC = 2: 1.

As solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso e em todos 0s experimentos

o0 solvente (agua destilada) foi utilizado como controle negativo.

2.2 Testes com Drosophila melanogaster

Nos testes com D. melanogaster foram realizados experimentos com os medicamentos
isolados (Combivir; EFV; TDF e 3TC) e combinados (Combivir+EFV; TDF+3TC) para
comparar a contribuicao genotdxica dos medicamentos individuais e em combinacéo.

Para definir as concentracdes que seriam utilizadas nos testes, foram realizados
experimentos piloto de acordo com a solubilidade méxima do EFV e do TDF. Foram
utilizadas as concentragdes que ndo apresentaram dose letal maior que 70% (DL 70) nas
curvas de sobrevivéncia, ou seja, concentracdes nas quais o numero de adultos sobreviventes
eram igual ou superior a 30%. A partir desse resultado, foram calculadas as concentracdes dos
combinados baseadas na proporcao utilizada em pacientes. As mesmas concentragdes foram
utilizadas para os dois testes.

2.2.1 Teste para Detec¢do de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART)

O SMART investiga a ocorréncia de lesdes em nivel de DNA, por meio da andlise e
quantificacdo de pelos mutantes presentes nas asas de D. melanogaster. Essas alteracOes
ocorrem nas células dos discos imaginais que, por sucessivas divisdes mitoticas, dardo origem
as asas dos adultos, ocasionando a perda de heterozigose de dois genes marcadores para forma
dos pelos presentes nas asas: 0s genes mwh e flr® (GRAF et al., 1984; ANDRADE;
LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

O gene selvagem origina um pelo por célula. O gene mwh origina pelos multiplos
(Figura 2a) e o gene flr3, pelos geralmente com formato de chama de vela (Figura 2b),

indicando a ocorréncia de lesdes mutacionais e/ou recombinacionais.
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Figura 2 — Visualizacéo dos fendtipos de: (A) pelos multiplos e (B) pelo flare

2.2.1.1 Linhagens teste de Drosophila melanogaster

No presente trabalho foram utilizadas as linhagens com as seguintes caracteristicas
genotipicas: (i) flIr® - flr/In(BLR)TM3,rip® sep 1(3)89Aa bx** e Bd® (Figura 3a); (ii) mwh -
mwh/mwh (Figura 3b) e (iii) ORR;flr® — ORR/ORR; flr¥/In(3LR)TM3,rip® sep 1(3)89Aa bx** e
Bd®. Essas linhagens sdo portadoras de genes marcadores especificos, localizados no braco
esquerdo do cromossomo 3, que permitem monitorar eventos relacionados com mutagdo
génica, aberracdes cromossdmicas e recombinagdo mit6tica. Fenotipicamente, a linhagem flr®
assemelha-se a linhagem ORR;flr®, no entanto essa dltima possui alto nivel de enzimas de
metabolizacdo (CYP)6A2, sendo, portanto, utilizada para avaliar compostos que dependem de

ativacdo via citocromo P450 (Graf e van Schaik, 1992).

Figura 3 — Linhagens teste de D. melanogaster: (A) flr3, (B) mwh
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2.2.1.2 Procedimento experimental e tipos de larvas

Para a realizacdo do SMART, larvas de 3° estagio oriundas do cruzamento padrao (ST
— standard cross) - 40 machos mwh x 80 fémeas flr3 - foram distribuidas em frascos contendo
0,9 g de meio de cultura alternativo (puré de batata) e 3 mL das solugbes de tratamento e
permaneceram até atingirem o estidgio de pupa (tratamento crénico). As larvas foram
distribuidas em dois frascos de cada concentracdo, inclusive em frascos somente com agua
destilada (controle negativo). Em um dos frascos foram colocadas exatamente 100 larvas e 0s
adultos sobreviventes foram contados para a determinacdo da curva de sobrevivéncia.
Enquanto que, no outro frasco, foram colocadas aproximadamente 100 larvas e, todos os
adultos que nasceram dos dois frascos de cada concentracdo, em 10-12 dias apds a postura
dos ovos, foram conservados em etanol 70% para posterior montagem das laminas das asas e
andlise dos tricomas presentes. Por meio deste procedimento experimental, as células dos
discos imaginais ficaram expostas as diferentes solucBes de tratamento por 5 a 6 ciclos de
divisdo mitotica - o que corresponde a 95% de todas as divisdes celulares que ocorrem desde
o desenvolvimento do embri&o até o inicio da pupagdo (FREI; WURGLER, 1988). O mesmo
procedimento foi realizado para o cruzamento aprimorado (HB) - 40 machos mwh x 80
fémeas ORR;flr® (ANDRADE; LEHMANN, 2003; GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

As larvas provenientes desses cruzamentos deram origem a individuos adultos de duas
constitui¢bes genotipicas: (i) MH — trans-heterozigotos para os marcadores recessivos mwh e
fir’(mwh +/+ fIr®) e (ii) BH - heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3 (mwh
+/TM3, Bd®). O cromossomo TM3 é indispensavel para manter a heterozigose do gene
marcador flare (fIr®) na linhagem parental e contém maltiplas inversées, tornando inviaveis os
produtos de recombinacdo. Dessa forma, os individuos expressam somente mutaces génicas
e aberracBes cromossomicas. O gene marcador Bd® determina a forma recortada das asas das
moscas adultas, permitindo facilmente a sua diferenciacdo em relacdo ao gendtipo MH, que
determina a forma arredondada das asas. (GRAF et al., 1984; ANDRADE; LEHMANN,
2003; ANDRADE et al., 2004).

2.2.1.3 Montagem e analise microscopica das laminas

Os adultos conservados em etanol 70% tiveram suas asas retiradas do corpo com o
auxilio de duas pincas de relojoeiro (n. 5), e em seguida, embebidas em solucdo de Faure (30

g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 mL de agua e 50 mL de hidrato de cloral) para a
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montagem das ldminas com 5 pares de asas de fémeas e 5 pares de asas de machos. Apds
ficarem na temperatura ambiente por 24 horas, as ldminas foram cobertas com laminulas
(24x32 mm) e cubos de metal de aproximadamente 400 g para auxiliar na fixacdo das asas
sobre a lamina. Apds 24 horas, o peso foi retirado e a laminula foi fixada com esmalte. A
relacdo entre o total de manchas da progénie MH e o total de manchas da progénie BH
possibilita avaliar o potencial recombinégenico dos compostos (ANDRADE et al., 2004).

A superficie dorsal e ventral das asas dos adultos, contendo aproximadamente 24.400
células, foram analisadas em microscopio 6ptico de luz com aumento de 400x (ANDRADE;
LEHMANN, 2003).

2.2.1.4 Bases genéticas e classificacdo das manchas

Os pelos mutantes ocorrem em manchas ou clones com fendétipos caracteristicos. Nas
manchas mwh, as células expressam pelos multiplos, ou seja, trés ou mais pelos em cada
célula. Nas manchas flr®, os pelos mutantes flr3 se expressam como pelos com a base alargada
e com formato de chama de vela.

Essas manchas foram classificadas como: (i) mancha simples (ocorrem somente
fendtipos mwh ou flr3), originadas por mutacdo pontual, alteracdo cromossdémica ou
recombinacdo mitdtica e (ii) manchas gémeas (ocorrem os fen6tipos mwh e flr3
simultaneamente), indicando, exclusivamente, a ocorréncia de recombinacdo mitética entre o
centrdmero e o locus flr3. As manchas simples foram divididas em pequena (uma ou duas
células mutantes) e grande (trés ou mais células mutantes). Sdo consideradas como manchas
distintas, aquelas que sdo separadas por trés ou mais pelos normais. O nimero total de
manchas induzidos em um grupo tratado fornece dados quantitativos sobre a atividade

mutagénica e/ou recombinogénica do composto (ANDRADE et al., 2004).

2.2.1.5 Analise estatistica

A avaliacdo dos efeitos toxico-genéticos foi realizada por meio da comparagéo entre a
frequéncia de manchas mutantes dos grupos tratados e o controle negativo. O diagnostico
estatistico foi obtido através do teste binomial condicional de Kastenbaum e Bowman (1970),
seguindo um procedimento de mdltiplas escolhas proposto por Frei e Wirgler (1988),
testando as hipoteses: (i) Ho: ndo ha diferenca entre a frequéncia de mutacdo do grupo

controle (frequéncia espontanea) e do grupo tratado; (ii) Ha: a frequéncia de mutacbes do
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grupo tratado € m vezes maior que a do grupo controle, visto que m é um fator de corre¢éo
utilizado para minimizar a possibilidade de ocorréncia de falso positivo, sendo m=2 para
manchas simples pequena e total de manchas e m=5 para manchas simples grande e manchas
gémeas (devido a menor frequéncia) (FREI; WURGLER, 1988; GRAF et al., 1984).

Dependendo da avaliagdo das hipoteses (aceita ou rejeitada), hd quatro possiveis
diagndsticos: (i) positivo — aceita-se Ha € rejeita-se Ho; (ii) negativo — aceita-se Hy e rejeita-se
Ha; (iii) inconclusivo — aceita-se ambas hipoteses e (iv) fraco positivo — rejeita-se ambas
hip6teses (ANDRADE; LEHMANN, 2003).

2.2.1.6 Calculo do indice de Combinacio (IC)

De acordo com o principio da aditividade de Loewe (1957), utilizou-se a frequéncia de
inducéo de clones por 10° células, corrigidas pelo controle negativo, para calcular o indice de
combinagdo (IC) entre os farmacos (RAMAKRISHNAN; JUSKO, 2001; GUIMARAES et
al., 2013). Portanto, IC = [(fa / fas) + (fs / fag)], onde fa e fg sdo as frequéncias induzidas por
cada farmaco individualmente (A ou B ) e fag as frequéncias induzidas pelos farmacos em
combinacdo (AB). Os resultados IC<1, IC=1 e IC>1 representam a ocorréncia de sinergismo,

aditividade e antagonismo, respectivamente.

2.2.2 Ensaio Cometa com Drosophila melanogaster

Foi aplicada a versdo alcalina do Teste Cometa in vivo com hemdcitos de D.
melanogaster, que sdo as células correspondentes aos linfdcitos do sangue dos mamiferos,
para avaliar os niveis de danos no DNA causados pelos antirretrovirais isolados e combinados
(CARMONA et al., 2011a, 2011b).

2.2.2.1 Linhagem teste
Nesse estudo foi utilizada a linhagem Oregon R* de D. melanogaster que é eficiente
para todos os tipos de mecanismos de reparo do DNA. A linhagem foi cultivada em frascos de

vidro contendo meio de cultura para D. melanogaster em uma temperatura de 25°C e umidade

relativa de aproximadamente 60%.
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2.2.2.2 Extragdo da hemolinfa

Para o procedimento experimental, larvas de terceiro estagio foram inseridas em tubos
de tratamento contendo 0,9 g de meio de cultura alternativo (puré de batata) e 3 mL das
solugdes de tratamento nas mesmas concentracOes utilizadas no SMART. Os medicamentos
foram diluidos em &gua destilada, a hora do tratamento, e o solvente foi utilizado como
controle negativo. O grupo controle positivo foi tratado com ciclofosfamida na concentragédo
de 1 mg/mL. As larvas se alimentaram por 24 + 2 horas.

Foram utilizadas 60 larvas por tubo de tratamento e cada concentracdo foi realizada
em triplicata, portanto, para cada concentracdo foram analisados hemdcitos de 180 larvas.

Os hemacitos foram coletados de acordo com o protocolo de Carmona et al., (2011a,
2011b), com modificacdes. As larvas de 96 + 2 horas foram removidas dos tubos de
tratamento, lavadas duas vezes em agua, para a retirada de residuos do meio de cultivo, e
resfriadas a 4°C por 1 minuto para facilitar a manipulacdo por meio da diminui¢do metabdlica.
As cuticulas de 60 larvas foram desfeitas com o auxilio de bisturi e pinca de relojoeiro n° 5. A
hemolinfa, contendo os hemdcitos circulantes, foi coletada em solucdo de EDTA e colocadas
em uma lamina escavada. Em seguida, o pool de células das 180 larvas foi transferido para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. De acordo com Braun et al. (1998), ha em torno de 1.000
a 1.500 hemocitos por larva. Na fase larval, existem trés subtipos de hemdcitos: (i)
plasmdcitos que representam cerca de 95% dos hemacitos; (ii) células cristais, encontradas
em pequena proporcao e (iii) lameldcitos que geralmente ndo sdo encontrados em larvas
saudaveis. Contudo, a necessidade de um pool de células partiu em decorréncia de poucas
células por individuos.

Em cada tubo de microcentrifuga havia um volume final de EDTA+hemolinfa de 0,5
mL. O pool de hemolinfa foi centrifugado, duas vezes, a 3.000 rpm por 3 minutos.
Seguidamente, 100 pL do sobrenadante foi descartado para diminuir impurezas e,
consequentemente, aumentar a qualidade das amostras. O pellet foi ressuspenso com 100 pL

de EDTA para ser centrifugado novamente nas mesmas condicOes anteriores.

2.2.2.3 Preparo das laminas e eletroforese

As laminas foram lixadas, para aumentar a adesdo da agarose, lavadas em agua
destilada, higienizadas com alcool e colocadas para secar em caixas porta-laminas. Logo apés,

as laminas de pre-cobertura foram preparadas por meio de mergulho em solugdo contendo 100
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mL de PBS (tampé&o fosfato-salino) e 1,5 g de agarose padréo e, posteriormente, ficaram
secando overnight.

As amostras de células (aproximadamente 60 pL) foram resuspensas em 100 pL de
solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose low melting) e distribuidas em camadas
sobre laminas de pré-cobertura. Por ser uma etapa fotossensivel, esta foi realizada toda na
auséncia de luz (luz recoberta com paflon vermelho).

As laminas foram cobertas com laminulas e, imediatamente apods a solidificacdo de
agarose (por 10 min a 4 °C), as laminulas foram removidas, e as laminas imersas em solugdo
de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1 M NaOH; 10 mM Tris; 1% Triton X-100 e 10%
DMSO) ajustada para pH 10, e mantidas por 72 h a 4°C em camara escura. Quando retiradas
da solucédo de lise, as laminas foram colocadas em uma solucéo tampédo (1M NaOH e 200 mM
EDTA, pH > 13) durante 20 min a 4 °C para permitir o desenrolamento do DNA. Na
sequéncia, foi realizada a eletroforese no mesmo tampéo durante 20 minutos a 40 VV/cm e 300
mA (0,73 V/cm). Apos a eletroforese, as [aminas foram neutralizadas por 15 minutos com 0,4
M de Tris-HCI (pH 7,5) e, em seguida, fixadas (imersas em etanol absoluto por 5 min) e

armazenadas até a analise microscépica.

2.2.2.4 Andlise microscopica

As laminas foram coradas minutos antes da analise, com 50 pL de solucdo de
GelRedTM, diluido em agua deionizada na proporc¢éo de 1:500 L por cada gel. Em seguida,
as laminas foram examinadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2) com
aumento de 400X, e na presenca do filtro Alexa Fluor 546. Um total de 100 nucléoides por
réplica (duas ou mais laminas), foram selecionados aleatoriamente e analisados utilizando-se
0 programa de captura de imagens Axiovision verséo 4.8.2.0.

Os cometas encontrados foram avaliados com base em dois pardmetros: indice de
Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%). De acordo com Silva (2012), o ID classifica os
nucledides em cinco classes (de 0 a 4), considerando-se 0 comprimento e o tamanho da
cauda: (i) classe 0, auséncia de cauda, ou seja, sem dano; (ii) classe 1, cauda menor do que 0
diametro da cabeca; (iii) classe 2, cauda até duas vezes o didmetro da cabeca (iv) classe 3,
cauda maior que duas vezes o diametro da cabega e (v) classe 4, sem cabeca (Figura 4).
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Figura 4 — Imagens de nucletides de leucdcitos humanos, corados por
GelRed™ e analisado em microscopia fluorescente.

Classificacao visual.

Fonte: Silva (2012).

Os valores de ID foram calculados, com base na férmula: IDtotal= = 0.(n° de
cometas classe 0) + 1.(n° classe 1) + 2.(n° classe 2) + 3.(n° classe 3) + 4.(n° classe 4).

O segundo parametro utilizado (FD%), representa a porcentagem de nucledides que
apresentaram danos, em relacdo ao total de nucledides e foi calculado pela férmula:

Frequéncia de Dano = [(n° total — n° classe 0).100] / n° total.

2.2.2.5 Andlise estatistica

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para verificar a normalidade dos
parametros do cometa. Sendo atendida a normalidade dos dados, a comparacao do indice de
dano gendmico medido pelo Ensaio Cometa entre o grupo controle e os demais tratamentos
foi realizada com base na anélise da variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey a posteriori.
Em relacdo a anélise entre 0s grupos controle positivo e controle negativo foi utilizado o Teste
T. Em todas as situagdes foi adotado um nivel de significAncia o = 0,05, utilizando o pacote

estatistico Statistical Package of Social Sciences (SPSS v22).

2.2.2.6 Célculo do indice de Combinagio

Com base no ID, foi calculado o indice de combinacdo (IC): IC = [(IDa/IDab) +

(IDb/IDab)]. Este indice calcula os efeitos da interacdo de substancias e classifica-os como
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aditivo (IC = 1), antagbnico (IC > 1) ou sinérgico (IC <1) (LOEWE , 1957 ;
RAMAKRISHNAN:; JUSKO , 2001; GUIMARAES et al., 2013).

2.3 Testes com camundongos Mus musculus

Este estudo teve o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Goias (CEUA-PRPPG-UFG) sob o n° 046/13 e seguiu todas as
normas de manejo e experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Foram utilizados camundongos Mus musculus (Swiss Webster) out bred, do sexo
masculino, pesando entre 30 e 40g com idade variando de 7 a 12 semanas, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de Goids (UFG). Antes da realizacdo dos
experimentos, 0s animais permaneceram por 7 dias no Laboratorio de Radiobiologia e
Mutagénese, local onde foram realizados os experimentos. Cinco animais foram mantidos em
cada gaiola de polipropileno com dimensdo de 40x30x16 cm forrada com maravalha trocada
diariamente, e alimentados com racdo comercial e agua filtrada, ambos oferecidos ad libitum.
Os animais foram mantidos a temperatura ambiente de 25°C, umidade 50+20% e um ciclo de
luz 12h claro/12h escuro.

Para o procedimento experimental, grupos de cinco camundongos foram tratados, via
gavage, com trés concentracdes da combinacdo dos antirretrovirais e sacrificados em
diferentes tempos: 24 e 48 horas. Com os camundongos foram realizados experimentos
apenas com as combinacfes dos medicamentos. As concentragdes dos combinados foram
baseadas no estudo de Von Tungeln et al. (2002) com AZT e 3TC isolados e, a partir delas,
utilizou-se a proporcdo usada em protocolos clinicos: TDF+3TC = 2:1; Combivir
(AZT+3TC)+EFV = 2:1:4. Portanto, para o combinado TDF+3TC foram testadas as
concentragdes: 800+400, 1600+800 e 3200+1600 mg/kg. Para o combinado Combivir+EFV
foram testadas as concentra¢des: 200+100+400, 400+200+800 e 800+400+1600 mg/kg.

O grupo controle negativo foi tratado com agua destilada esterilizada enquanto o
grupo controle positivo recebeu uma dose padrdo de ciclofosfamida (50 mg/kg). Apenas o
controle positivo foi administrado via intraperitoneal.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os fémures retirados. Em
seguida, as epifises foi cortada e a medula dssea lavada com 1 mL de soro fetal bovino a
37°C. Apo6s homogeneizacdo, a solugdo foi centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos. O
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sobrenadante foi parcialmente descartado para a preparacdo das laminas ser realizada com o
precipitado homogeneizado com pipeta Pasteur.

2.3.1 Ensaio Cometa com medula éssea

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Attia et al.
(2013), com pequenas modificacOes. Foi aplicada a versdo alcalina do teste (SINGH et al.,
1998).

As laminas de pré-cobertura foram preparadas por meio de mergulho em solucédo
contendo 100 mL de PBS (tampédo fosfato-salino) e 1,5 g de agarose padrdo que,
posteriormente, ficaram secando overnight na horizontal em temperatura ambiente.

No dia seguinte, as ldaminas foram preparadas com 10 pL de amostra da medula éssea
homogeneizada e misturada com 120 pL de agarose low-melting (baixa fusdo) e
imediatamente espalhado nas I[aminas de pré-cobertura e acrescido de laminula. A lamina com
as duas camadas de agarose foi mantida a 4°C por 5 minutos para solidificar a agarose. Apds
este periodo, a laminula foi retirada e as laminas foram incubadas em uma solucédo de lise:
2,5M NaCl, 10mM Tris, 100mM &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1% Triton X-100 e
10% dimetilsulfoxido (DMSO) em pH 10. As laminas foram mantidas a 4°C por 24 horas
nessa solugdo. Posteriormente, as laminas foram colocadas em tampdo de eletroforese
(300mM NaOH, 1mM EDTA, pH > 13,0) por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a
eletroforese por 25 minutos, a 25 V e 300 mA e a 4°C. Todo o procedimento foi feito no
escuro para prevenir danos ao DNA. Apos a eletroforese, as laminas foram mergulhadas em
solucdo de neutralizacdo (0,4M Tris, pH 7,5), lavadas com &gua destilada e secas a
temperatura ambiente. Para a captura das imagens, as laminas foram coradas com 20 pL de
brometo de etideo (0,02 mg/mL), minutos antes da analise. As laminas foram preparadas em
duplicatas e 100 nucledides foram analisados, 50 nucleoides para cada lamina. Utilizou-se o
microscopio de fluorescéncia Axioplan - Imaging® e o software Isis com um filtro de
excitacdo de 510-560 nm e um filtro barreira de 590 nm, em aumento de 200x.

Os nucleodides foram avaliados pelo software OpenComet, versdo 1.3 (Figura 5).
Foram selecionados os quatro parametros mais utilizados para as analises: comprimento da
cauda (TL, tail length), porcentagem de DNA na cauda (% DNA in tail), momento da cauda
(tail moment) e momento da cauda de Olive (OTM, Olive Tail Moment) (TRIPATHI et al.,
2008). O OTM é o resultado da razéo entre os parametros TL e a porcentagem de DNA na
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cauda, e tem sido o pardmetro para quantificagdo de danos no DNA mais comumente
utilizado (COLLINS, 2014).

Figura 5 — Imagens de nuclebides capturados do software Open Comet, versdo 1.3; Figura 5-

A — Nucleoide com danos no DNA,; e, Figura 5-B — Nucledide sem danos no DNA.

Para analise estatistica, foi realizado o teste ANOVA, seguido do teste de Tukey a
posteriori. Em todas as situagdes foi adotado um nivel de significancia a=0,05, utilizando o

pacote estatistico SigmasStat, versao 3.5.

2.3.2 Teste do Microntcleo

O teste do micronucleo (MN) é utilizado para detectar danos cromossémicos, como
clastogénese e aneugénese (Figura 6) (HEDDLE, 1973; VILLELA et al., 2003, RIBEIRO,
2003).

A anélise da inducdo de MN utilizou a mesma amostra do precipitado contendo
celulas de medula 6ssea, descrito anteriormente no topico “Teste com camundongos”. Para
essa analise, 20 puL da amostra foi transferida para a 1damina e com o auxilio de uma lamina
extensora, fez-se um esfregaco. Apds secagem, as ldminas foram fixadas em metanol absoluto
e coradas em solucdes de Giemsa tamponada com pH 6,8 por um periodo de 15 minutos
(HEDDLE, 1973). Apos este periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas
secar em temperatura ambiente. Em seguida, foram analisadas em microscopio optico com

aumento de 1000x.
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Figura 6 — Formacédo de micronucleos nos eritrocitos da medula 6ssea

Fonte: Ribeiro (2003).

Na determinacdo da citotoxicidade foram computados 2000 eritrécitos policromaticos
(EPC), sendo 1000 EPC/lamina. Simultaneamente, foi determinada a frequéncia de eritrocitos
normocromaticos (ENC) (Figura 7) para realizar o calculo da razdo EPC/ENC, que permite
inferir o potencial citotéxico dos medicamentos. Essas frequéncias foram comparadas com o
grupo controle negativo ou positivo pelo teste qui-quadrado. Para comparar a citotoxicidade
nos dois tempos (24 e 48 horas), foi realizado o teste qui-quadrado.

As frequéncias obtidas de MN por 2000 EPC em todos os tratamentos foram
comparadas com o grupo controle negativo pelo teste ANOVA, que permite concluir sobre a
presenca ou auséncia da acao clastogénica e/ou aneugénica induzida por estes medicamentos.
Para comparar a mutagenicidade nos dois tempos, foi realizado o teste t-Student entre os
dados de 24 e 48 horas.

Em todas as situagdes foi adotado um nivel de significancia de a = 0,05, utilizando o
software estatistico SigmaStat, versao 3.5.
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Figura 7 — Fotografia de eritrocito policroméatico micronucleado (seta)

b i 5

Fonte: Roll (2005).
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CAPITULO 11l
DISCUSSAO

Os testes que usaram a D. melanogaster como organismo experimental, SMART e
Ensaio Cometa, nos permitiram avaliar a genotoxicidade dos medicamentos antirretrovirais
isolados (EFV, Combivir, TDF e 3TC) e em combinagdo (Combivir+EFV e TDF+3TC). O
SMART permite avaliar simultaneamente dois processos que estdo comprovadamente
relacionados com a carcinogénese: as mutacGes e a recombinacdo homoéloga (GRAF et al.,
1984; ANDRADE et al.,, 2003; BISHOP; SCHIESTL, 2003; ANDRADE; LEHMANN,
2004).

Além disso, a enzima desoxirribonucleosideo quinase (Dm-dNK) de D. melanogaster,
que fosforila os quatro desoxirribonucleosideos naturais, apresenta similaridades com enzimas
de células de mamiferos. O nivel mais elevado de semelhanca no sequenciamento, foi com a
enzima mitocondrial humana timidina quinase 2 com a qual compartilha alguns substratos
(MUNCH-PETERSEN et al., 1998; JOHANSSON et al., 1999; SOLAROLI et al., 2003).

O Ensaio Cometa é um dos testes mais utilizados para avaliacdo de genotoxicidade e
reparo do DNA, uma vez que pode ser empregado em quase todos os tipos de células de
diversos organismos, incluindo a D. melanogaster. Esse teste pode detectar niveis baixos de
diferentes tipos de danos celulares incluindo quebra simples de DNA e sitios alcalilabeis
(HARTMANN et al., 2004; DHAWAN et al., 2009; CARMONA et al., 2011a; CARMONA
et al., 2011b; BRENNAN et al., 2012; GODSCHALK et al., 2013; GUANGGANG et al.,
2013; COLLINS et al., 2014; GAIVAO:; SIERRA, 2014).

Na avaliacdo dos efeitos mutagénicos e recombinogénicos do EFV, os resultados
demonstraram que esse medicamento foi toxico nas maiores concentragdes testadas (12,5; 25
e 50 mg/mL) e ndo apresentou indugdo de eventos mutagénicos e/ou recombinogénicos.
Nossos resultados de toxicidade corroboram com o estudo de Diaz e Delfin (2011) que
verificaram que, em baixas concentracdes (0,5 e 4 uM), o EFV néo foi significativamente
citotoxico, mas na concentracdo de 20 UM causou morte celular extensa em cultura de células
de adipdcitos humanos. Adicionalmente, os resultados de Adjene e Igbigbi (2010) sugeriram
que a administracdo do EFV por tempo prolongado apresentou efeitos toxicos sobre células
do coliculo inferior de ratos Wistar observado por meio da diminuicdo das células que pode

ser consequéncia de morte celular induzida pelo farmaco.
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Apesar de baixos indices de toxicidade de muitos regimes antirretrovirais, o acimulo
de efeitos ao longo de décadas de tratamento é controverso e ndo devidamente comprovado
(RICHMAN et al., 2009).

Bumpus (2011) incubou hepatocitos humanos com EFV e 8-hidroxiefavirenz (8-
OHEFV), principal metabdlito do EFV. Os resultados mostraram morte celular, ativagdo de
caspases-3, formacdo de espécies reativas de oxigénio, estimulacdo da fosforilacdo da via de
sinalizacdo JNK e estimulacdo da expressao da isoforma proapoptética da proteina Bim (bcl-
2, mediador de morte celular). Os dados sugeriram que o metabolito oxidativo 8-OHEFV ¢
um indutor mais potente da morte celular hepéatica do que o composto original do EFV.
Também, em nosso estudo, o EFV induziu efeitos tdxicos somente na maior concentracdo
testada e ndo mostrou efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos quando testado em
linhagens que apresentam alto nivel de enzimas de metabolizacao.

Estudos de revisdo sobre genotoxicidade e carcinogenicidade de diversos
medicamentos de uso frequente e de longa duragdo mostram que o EFV néo apresenta efeitos
genotoxicos em testes in vitro e in vivo efetuados com diversos organismos e células, tais
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, células do ovéario de hamster chinés e
camundongos (BRAMBILLA et al., 2011; WU et al. 2012). A auséncia de efeitos
mutagénicos e recombinogénicos do EFV foi confirmada em nossos resultados com o
SMART. No entanto, o EFV mostrou efeitos genotdxicos no Ensaio Cometa em D.
melanogaster. Dessa maneira, sugere-se que 0 mecanismo de reparo possa estar atuando nos
danos causados pelo EFV no DNA e, portanto, ndo foram possiveis de serem detectados por
ensaios que avaliam lesGes fixadas.

Em relacdo ao Combivir, nossos dados corroboram um estudo realizado em nosso
laboratério com AZT, 3TC e AZT+3TC no qual os resultados ndo apresentaram efeitos
toxicos, mas mostraram efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos em concentragdes
equivalentes as testadas em nosso estudo (GUIMARAES et al., 2013). Nossos dados
mostraram que a combina¢do Combivir+EFV reduziu os efeitos genotoxicos induzidos pelo
Combivir tanto no Ensaio Cometa como no SMART. Assim, podemos concluir que, quando
combinados, Combivir e EFV séo antagbnicos para indugéo de efeitos genotdxicos.

Em relacdo ao TDF, nosso trabalho demonstrou auséncia de toxicidade e indugéo de
eventos genotdxicos em todas as concentracfes de TDF testadas. Segundo Brambilla et al.
(2011), apesar de ndo apresentar genotoxicidade em S. typhimurium e camundongos, o TDF
foi genotdxico em linhagem celular L5178Y de linfoma de camundongos. O estudo de revisdo
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realizado por Wu et al. (2012) descreve a acdo genotdxica do TDF e cultura de células,
confirmando assim, os resultados encontrados neste trabalho com D. melanogaster.

Brambilla et al. (2012) realizaram uma revisdo sobre carcinogenicidade de
medicamentos e verificaram que o EFV nédo apresentou efeitos carcinogénicos em nenhum
dos testes aplicados, enquanto que, o TDF apresentou resultados positivos no ensaio de
carcinogénese de longo prazo com camundongos fémeas.

No levantamento feito por Friedrich e Olejniczak (2011) sobre os dados de
carcinogenicidade de medicamentos para uso humano, autorizados na Europa entre 1995 e
2009, o EFV ndo foi um medicamento genotdxico e apresentou efeito negativo para
carcinogenicidade em ratos, porém foi carcinogénico em camundongos. Em contraste, 0 TDF
foi relatado como genotoxico e carcinogénico para ratos e camundongos, sendo relacionado
com a inducdo de lipoma, pdlipos no Utero, tumores duodenais e adenoma hepatico em
camundongos, apresentando, portanto, risco carcinogénico para humanos.

Anteriormente, em um estudo conduzido por Guimardes et al. (2013), em nosso
laboratdrio, demonstrou-se que a 3TC apresenta efeito mutagénico e/ou recombinogénico, no
entanto, predominantemente recombinogénico no teste SMART. No presente estudo, quando
combinado com TDF, de acordo com o0s nossos resultados, 3TC e TDF apresentaram
antagonismo para efeitos genotoxicos, tanto no Ensaio Cometa, como no SMART. Estes
medicamentos antirretrovirais, tanto isolados como combinados apresentaram prevaléncia de
eventos recombinogénicos. A recombinacdo homologa € um parametro importante para ser
considerado na avaliacdo de risco/beneficio carcinogénico e deveria ser realizada antes da
prescricdo de um medicamento.

Apesar dos genes de D. melanogaster apresentarem alta homologia aos genes
humanos e o sistema enzimatico relacionado ao citocromo P450 semelhante ao dos mamiferos
(ANDRADE; LEHMANN, 2003), o periodo de divergéncia evolutiva entre humanos e
camundongos (cerca de 60 milhGes de anos) é mais recente quando comparados humanos e D.
melanogaster. Portanto, a homologia, tanto em nivel genotipico quanto na fisiologia e vias
metabolicas, entre humanos e camundongos, pode chegar até a 90%, aumentando a
possibilidade de existéncia de genes ortdlogos. Adicionalmente, depois do homem, o
mamifero com o genoma melhor estudado é o camundongo (GODARD, 2015).

Complementarmente, por sua alta confiabilidade e baixo custo, o teste do MN, que
utiliza camundongos como organismo modelo, faz parte da bateria de testes genotdxicos
recomendados para o registro de novos produtos quimicos no mercado mundial, portanto é

um método de triagem usado no desenvolvimento de novos farmacos (HAYASHI et al., 2000;
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RIBEIRO, 2003; BONASSI et al., 2007). No entanto, ndo foram encontrados registros desse
teste com os combinados Combivir+EFV e TDF+3TC na literatura. Além disso, para ndo
sacrificar um ndmero excessivo de animais, a proposta deste estudo foi avaliar a
citotoxicidade e genotoxicidade apenas das combinagdes de antirretrovirais Combivir+EFV e
TDF+3TC. Para isso, foi aplicado o Ensaio Cometa e o teste do MN em medula dssea de
camundongos.

Os dois combinados apresentaram resultados negativos no Ensaio Cometa, mas foram
positivos no Teste do MN em 24 horas. Como no Teste do MN sdo observados danos no
DNA em niveis cromossémicos, sugere-se que as combinagdes Combivir+EFV e TDF+3TC
induziram efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos que nédo séo detectados no Ensaio Cometa.
Do mesmo modo, ao verificar a complementariedade entre 0 Ensaio Cometa e o Teste MN
com 39 substancias testes Hartmann et al. (2001) verificaram que, das 16 foram negativas no
Ensaio Cometa e positivas no Teste do MN. Além disso, como a razdo EPC/ENC foi elevada
para ambos combinados, sugere-se que eles possam ser mitogénicos e que esta indugdo possa
causar mais quebras cromossdmicas, pois existira um maior numero de células em divisao.

De acordo com Hecht et al. (2013), o EFV tém efeito citotdxico seletivo em varias
células tumorais, pois conduz a fosforilacdo e ativacdo da proteina supressora de tumor p53,
apresentando um potencial antitumor e citostatico. Como nossos testes foram realizados com
células ndo-tumorais, sugere-se que essa seletividade do EFV ou ainda a interagdo entre 0s
medicamentos no combinado possa ser a causa dos resultados negativos para citotoxicidade
do Combivir+EFV observados em nossos dados.

Os medicamentos antirretrovirais que compdem o Combivir (AZT e 3TC) foram
previamente descritos como citotdxicos para o crescimento de células CrFK. No entanto, ndo
demonstram inibicdo significativa do crescimento de células CrFK falsamente infectadas
(BISSET et al., 2002). Nos nossos resultados, o Combivir em combinacdo com EFV néo
induziu citotoxicidade e demonstrou efeito indutor de mitose por meio do aumento de
eritrocitos policromaticos, portanto a combinacdo desses medicamentos pode reduzir o
potencial citotdxico dos medicamentos isolados. Em relagdo a genotoxicidade, na
concentracdo de 400 mg/kg administrada por via oral em camundongos, a AZT mostrou
efeitos genotoxicos sobre linfocitos de sangue periférico, células do figado e rins no Ensaio
Cometa e inducdo de micronucleos em células da medula 6ssea (TRIPATHI et al., 2008). A
AZT foi genotdxica (Ensaio Cometa) em celulas H9 linfoblastéides humanas, mostrando

relagcdo dose-dependente nas concentragdes de 0,05, 0,2, 0,4, 0,8, e 1,2 mM, sugerindo que 0s
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danos no DNA era lesdes nos sitios alcalilabeis e ndo quebra de cadeia dupla de DNA, pois
foi positivo apenas em pH 13,0, mas ndo em pH 8,0 ou pH 12,1 (ESCOBAR et al., 2007).

Em outras investigacdes, a AZT foi genotoxica e 3TC ndo foi genotéxico quando
administrado a camundongos recém-nascidos. Quando combinado 3TC néo altera as respostas
observadas com AZT isolado (VON TUNGELN et al., 2002).

No estudo conduzido por Oliveira et al. (2014), o EFV apresentou efeitos genotdxicos
pelo aumento da frequéncia de lesdes do DNA apenas no cérebro de camundongos no
tratamento subcronico a uma concentracdo de 10 mg/kg, quando avaliou-se o potencial
mutagénico e genotoxico do EFV pelo Ensaio Cometa em sangue periférico, coracgdo, figado e
cérebro e pelo Teste do MN em células da medula 6ssea de camundongos com o tratamento
agudo e subcrdnico. No entanto, para o0s outros 0rgaos testados no Ensaio Cometa e também
no Teste do MN, o EFV ndo apresentou efeitos genotoxicos e mutagénicos na mesma
concentragéo.

Em nosso estudo a combinacdo Combivir+EFV demonstrou efeitos mutagénicos em
niveis cromossdmicos (aneugénese e/ou clastogénese) nos dois tempos testados (24 e 48
horas). Estes resultados podem ser consequéncia da contribuicdo da AZT para a
genotoxicidade deste combinado, uma vez que nos dados do Shafik et al. (1991), a AZT
causou aberragdes cromossdmicas em cultura de células de pacientes que ingeriram uma dose
de 1200 mg/dia. Ainda pode haver a contribuicdo do Combivir, pois 0s nossos dados
corroboram o estudo de Von Tungeln et al. (2007) com camundongos recém-nascidos,
demonstrando que tanto a AZT quanto AZT+3TC (Combivir) causaram uma diminuicdo na
percentagem de reticuldcitos (RETs), mas aumentaram a percentagem de RETS
micronucleadas e de eritrécitos normocromaticos micronucleados.

Ao analisar os dados do combinado TDF+3TC no tempo de 24 horas, foi demonstrado
auséncia de inducdo de danos primarios no DNA (Ensaio Cometa) auséncia de citotoxicidade
e inducdo de EPCMN. No tempo de 48 horas, este combinado néo induziu dano primario no
DNA, ndo mostrou citotoxicidade e ndo induziu EPCMN em compara¢do com o controle
negativo (p > 0,05).

A inducdo de mitose em EPC por esse combinado, observado pelo aumento da razdo
EPC/ENC, pode ser a resposta da acdo dos resultados de 3TC, pois Baar et al. (2007),
trabalharam com cultura de células HepG2 tratadas com 3TC, AZT e ABC, e demonstaram
que as células apresentaram elevadas taxas de replicagdo do mtDNA (DNA mitocondrial)
guando comparado com o grupo controle. Por outro lado, o TDF ndo teve nenhum efeito na

replicacdo do mtDNA nesta linhagem celular. Como 3TC interfere na replicacdo do mtDNA,
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sugere-se que esse medicamento possa interferir na proliferacdo celular e, consequentemente,
causar a indugdo de mitose.

Além disso, em um estudo que avaliou o perfil citotoxico de alguns antirretrovirais em
varios tipos de células, o TDF exibiu efeitos citotoxicos menores do que os demais NRTIs em
todos os tipos de células testadas (CIHLAR et al., 2002). Esta auséncia de citotoxicidade foi
confirmada nos nossos resultados, mesmo em combinag¢éo com 3TC.

Com relagéo a genotoxicidade, o TDF isolado ndo foi genotdxico no teste de Ames, no
teste de aberracdo cromossdémica em células pulmonares de hamster chinés (CHL) e no ensaio
de MN nas condigdes experimentais testadas por Xing-lei et al. (2011). No entanto, tanto
AZT como 3TC isolados mostraram inducdo de micronucleos, por clastogenicidade, nas
células binucleadas de cultura de linfocitos humanos, utilizando o ensaio de MN com
bloqueador de citocinese (CBMN) (BAYRAM; TOPAKTAS, 2008; LOURENCO et al.,
2010). Em nossos dados, quando combinados, TDF+3TC mostraram efeitos aneugénicos e/ou
clastogénicos por inducéo de EPCMN.

Ao comparar os dois tempos (24 e 48 horas), Combivir+EFV aumentou a razdo
EPC/ENC em todas as concentragcfes testadas e TDF+3TC aumentou essa razdo nas duas
menores concentragfes. Portanto, em 48 horas, a frequéncia do ENC diminuiu nessas
concentracdes. Em contraste, a inducdo de EPCMN diminuiu significativamente no tempo de
48 horas em todas as concentracdes testadas dos dois combinados. Sugere-se que esta redugéo
possa estar relacionada com a meia-vida dos compostos que é relativamente baixa em relacéo
ao tempo de exposicdo: AZT trifosfato (5-9 horas) e 3TC trifosfato (11-33 horas)
(ANDERSON et al., 2003); em pacientes com geno6tipos GG, GT e TT na posi¢cdo CYP2B6
516, o EFV apresentou meia-vida de 23, 27 e 48 horas, respectivamente Ribaudo et al.,
(2006); Barditch-Corvo et al. (2001) relataram que, quando administrados 300 a 600 mg de
TDF a adultos infectados com HIV-1, as concentragdes do farmaco no soro diminuem
rapidamente com uma meia-vida entre 12 a 15 h.

Adicionalmente, como uma consequéncia de apoptose, pode ocorrer eliminacdo de
células micronucleadas (DECORDIER et al., 2002; BONASSI et al., 2007; DECORDIER et
al., 2008), sugerindo portanto que a apoptose seja uma possivel causa da diminui¢cdo dos
EPCMN em 48 horas. Complementarmente, como foi indicado por Schlegel e MacGregor
(1984) ha uma eliminacéo seletiva de EPCMN no sangue periférico, por conseguinte, sugere-
se que 0 mesmo pode ocorrer na medula dssea.

A avaliagdo genotoxica de combinagGes de medicamentos aumenta a complexidade da

avaliacdo dos seus efeitos colaterais incluindo as interacdes como o material genético. Como
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a genotoxicidade pode estar relacionada com a carcinogénese faz-se necessario o
monitoramento de medicamentos antirretrovirais de uso cronico para tragar um perfil no que
diz respeito aos possiveis efeitos secundarios produzidos pelas terapias de combinagdo de
medicamentos e, assim, servir de apoio para o desenvolvimento de novas estratégias nos
protocolos de tratamento da AIDS.
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CONCLUSAO

Por meio desse estudo, demonstra-se que no SMART o medicamento isolado que mais
aumenta a frequéncia total de manchas e, portanto apresentou maiores efeitos mutagénicos
e/ou recombinogénicos, foi a 3TC, seguido pelo Combivir e TDF. O EFV foi negativo nesse
teste. Quando combinados, TDF+3TC induziu maior frequéncia total de manchas quando
comparado com o Combivir+EFV.

No Ensaio Cometa com D. melanogaster, apesar do indice de Dano (ID) ser bem
proximo, quando isolados, de maneira geral, os medicamentos que mais causaram danos no
DNA foram: Combivir, TDF, 3TC e EFV. O combinado TDF+3TC causou mais dano ao
DNA do que Combivir+EFV.

No Ensaio Cometa com medula 6ssea de camundongos os dois combinados foram
negativos em todas as concentracgdes testadas para os dois tempos (24 e 48 horas).

No teste do MN, Combivir+EFV induziram mais EPCMN do que TDF+3TC nos dois
tempos testados, portanto apresentou maior efeito mutagénico. Contrariamente, a razdo
EPC/NPC foi maior no combinado TDF+3TC, indicando maior potencial mitogénico desse
combinado, nos dois tempos testados.

Com os resultados obtidos nesse estudo espera-se ampliar o conhecimento a respeito
da atividade téxica e genotdxica dessas combinacBes para que se trace um panorama mais
amplo no que se refere aos possiveis efeitos secundarios produzidos por essas terapias
combinadas, visto que, é fundamental analisar constantemente o custo-beneficio de
medicamentos de uso frequente e de longa duracdo para oferecer informacéo a respeito da
seguranca para a saude humana, auxiliando na garantia da qualidade de vida dos pacientes que

fazem uso de antirretrovirais.
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