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Introducéo

Projetadas para reduzir a replicacao viral e inibir a transmisséo perinatal
do virus HIV-1, as terapias antivirais altamente ativas (HAART) consistem na
associacdo de dois ou mais farmacos que atuam em diferentes alvos
moleculares, visando a obtencdo de sinergia entre diferentes compostos, bem
como a reducdo das dosagens dos medicamentos. Consequentemente, as
HAART s&o capazes de reduzir os efeitos secundarios toxicos dos
medicamentos no individuo e a probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia viral as drogas, promovendo assim uma melhora na qualidade e
sobrevida dos pacientes (Olivero, 2007). A maioria das HAART consiste de
dois ou mais inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (NRTI). Estes
compostos imitam as bases nitrogenadas durante a sintese de DNA viral,
interrompendo a construgcdo da cadeia. Algumas vezes, ha também a
associacdo com outra categoria de medicamentos antirretrovirais, como 0s
inibidores de proteases, inibidores de entrada celular ou inibidores da integrase
(Torres et al., 2007).

Diversos estudos in vitro e in vivo, demonstraram que os medicamentos
antivirais, utilizados no tratamento da Aids, possuem um grande potencial
indutor de les6es no DNA, compativeis com o seu mecanismo de acao (Torres
et al., 2007). O desenvolvimento das HAART potencializou os riscos de lesdes
no genoma de células nao infectadas, uma vez que os NRTIs podem também
ser incorporados ao DNA nuclear e mtDNA, onde eles interrompem a
construcdo da cadeia e sdo capazes de provocar danos irreparaveis nestas
estruturas (Carter et al., 2007). Como resultados destes danos, podem ocorrer
mutacdes pontuais, grandes delecdes e instabilidade gendmica em grande

escala, como mutagénese, clastogénese e encurtamento de telébmeros. Estes



eventos também estdo associados a indugdo de micronucleos, trocas entre
croméatides irmas e aberracdes cromossoémicas (Olivero, 2007).

Utilizando cultura de células humanas, Meng et al. (2007) demonstraram
gue houve um aumento sinergistico da incorporacdo dos NRTIs ao DNA e na
inducdo de mutacbes, causado pelos combinados em comparacdo com as
drogas isoladas. Em outros estudos, utilizando células TK6, foi observado o
aumento da frequéncia de mutacdes nos locus HPRT e TK, ap0s a exposicao
as drogas administradas individualmente e em combinacfes, sendo que 0s
combinados demonstraram o maior potencial indutor de lesbes (Torres et al.,
2007). De modo geral, a analise da complexidade da genotoxicidade induzida
pelos NRTIs poderia revelar mecanismos adicionais que permitiiam o
desenvolvimento de estratégias de intervencao mais seguras (Olivero, 2007).

A Genética Toxicologica tem centrado suas investigacdes no uso de
diferentes bioensaios capazes de detectar mutacbes pontuais ou
cromossOmicas e, mais recentemente, a recombinagdao mitética, uma vez que
este evento poderia estar envolvido na promocdo do cancer mediada por
farmacos e outros agentes fisicos ou biologicos (Andrade e Lehmann, 2003).
Neste contexto, o teste para deteccdo de mutacdo e recombinacédo em células
somaticas de Drosophila melanogaster (SMART) foi desenvolvido para
gualificar possiveis efeitos mutagénicos e/ou recombingénicos de muitas
substancias (Graf, et al., 1984; Andrade e Lehmann, 2003).

Material e Método

Neste trabalho foram utilizados antirretrovirais adquiridos da Industria
Quimica de Goias (IQUEGO) e Fundacédo para Remédio Popular (FURP), nas
combinacbes AZT+3TC, AZT+d4T e AZT+ddl em comparacdo ao AZT
individualmente. As solucbGes foram preparadas a hora dos tratamentos, em
diferentes concentracdes, tendo o0s solventes como respectivos controles
negativos. Foi avaliado o potencial genotoxico dos farmacos utilizando,
simultaneamente, parametros relacionados com a inducdo de mutacao génica,
mutacdo cromossdmica e/ou recombinacdo mitotica (Graf e van Schaik, 1992).
Para isto foi utilizado o cruzamento padrdo do teste SMART, no qual larvas de
terceiro estagio, originadas do cruzamento entre fémeas flr* e machos mwh,

foram tratadas, via alimentacdo, com diferentes concentragcbes dos



combinados. Uma vez que o cruzamento padrdo envolve linhagens de
Drosophila que apresentam nivel basal de enzimas de metabolizagédo, estes
resultados experimentais puderam indicar se estes fdrmacos podem exercer
acdo genotoxica direta relacionada com mutacdo e/ou recombinagdo somatica
(Andrade e Lehmann, 2003). Na andlise estatistica foi feita uma comparacéo
entre as séries tratadas e o controle negativo, observando-se, nas diferentes
concentracfes dos farmacos, a diferenca da ocorréncia de manchas de pélos
mutantes. Estas comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste binomial condicional, seguindo um procedimento de mutiplas escolhas de
acordo com Frei and Wirgler (1995).

Resultados

Os resultados mostraram a existéncia de efeitos genotoxicos do AZT
sozinho e em todas as combinacdes utilizadas. Entretanto a atividade
genotdxica dos tratamentos com combinados AZT+ddl e AZT+3TC foram
maiores do que o potencial do AZT individualmente. Provavelmente, esses
incrementos ocorreram devido a disputa entre os analogos ddl e 3TC com os
nucleotideos enddgenos guanidina e citidina, respectivamente. Por outro lado,
mesmo desmonstrando aumento da frequéncia de inducdo de manchas
mutantes com relacdo ao AZT indivudualmente, a inducdo de atividade
genotéxica da combinacdo AZT+d4T foi bem menor que os indices
apresentados nas outras combinacdes. Como o AZT e o d4T sdo ambos
derivados da timidina, estes podem estar competindo entre si e ainda com a
timidina endogena durante a construcdo da cadeia de DNA, reduzindo a
possibilidade de que sejam utilizados. A recombinacdo mitotica foi responsavel
por mais de 70% da toxicidade genética induzida em todos os tratamentos
testados. Os tratamentos combinados AZT+ ddl e AZT+3TC foram os mais
recombinogénicos, atingindo acima de 90% de recombinacdo em todas as

concentracdes testadas.

Discusséo
Para interagirem com o sitio catalitico da enzima transcriptase reversa
os NRTIs precisam ser fosforilados para as formas difosfato e trifosfato.

Desequilibrios no pool de nucleotideos podem prejudicar a fidelidade da



replicacdo do DNA, levando a uma variedade de tipos de danos genotdxicos
(Kunz et al.,, 1994) e ainda alterar as taxas de erro de substituicdo de uma
forma imprevisivel. As consequéncias incluem a inducdo de mutagénese, a
estimulacéo da recombinacéo, anormalidades cromossOGmicas, quebra de DNA,
bem como morte celular (Kunz et al, 1994). Um fator importante, que justifica a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre os efeitos da NRTIs, é que
essas drogas podem ser incorporadas ao DNA nuclear e mitocondrial da célula
hospedeira, e induzir danos persistentes se ndo forem reparados com sucesso
(Meng et al, 2007).

Conclusdes

Os resultados obtidos com o teste SMART refletem o potencial de
inducdo de mutacdes e/ ou recombinagao mitética em Drosophila melanogaster
causadas pela combinacdo de NRTIs, sendo a poténcia genotoxica maior no
combinado AZT+3TC seguido por AZT+ddIl, AZT+d4T e AZT respectivamente.
O conhecimento dos efeitos destes combinados sobre o genoma celular é de
grande importancia, ja& que a persisténcia das lesdes ndo detectadas por
mecanismos de reparo do DNA podem levar a instabilidade gendmica de alto

risco para a inducao do cancer.
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