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RESUMO

Aproximadamente, 65 milhdes de pessoas no mundo, estao
infectadas pelo virus da HIV - um lentivirus com genoma de RNA,
pertencente a familia Retroviridae - que causa a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), uma doenca degenerativa do sistema
imune. O tratamento dos pacientes portadores de HIV estad basicamente
centrado na utilizacdo de inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (NRTIs), que interferem no ciclo de replicacdo do virus. A
associacao zidovudina (AZT)/lamivudina (3TC) foi considerada a dupla de
analogos de nucleosideos de primeira opcao para compor o esquema de
tratamento, pelo maior potencial de adesao dos pacientes e pela menor
toxicidade. Apesar da eficacia clinica, no controle da proliferacdo do HIV,
uma série de efeitos colaterais estao associados a sua utilizacado,
destacando-se a atividade genotdxica e carcinogénica. Adicionalmente, foi
mais recentemente langado no mercado um novo analogo destes NRTIs -
a estavudina (d4T) - cuja possivel vantagem clinica permanece nao
elucidada.

O presente trabalho procurou avaliar a atividade genotdxica dos
compostos AZT, 3TC e d4T, através do ensaio de Micronucleo (CBMN) em
cultura de linfécitos humanos - visando caracterizar o seu possivel
potencial como indutores de perdas de fragmentos cromossémicos, e de
cromossomos inteiros. Para tanto foram analisadas as células
mononucleadas - indicativas de efeitos aneugénicos - assim como as
binucleadas - que referem atividade clastogénica. Os dados obtidos em
células mononucleadas tratadas com diferentes concentracdes dos trés
NRTIs nao foram significativamente diferentes daqueles observados nos
respectivos controles negativos. Por outro lado, houve uma prevaléncia de
respostas positivas quando a incidéncia de MN foi analisada nos linfécitos
binucleados. A somatdria destes achados indica que a toxicidade genética
destas drogas esta exclusivamente associada a sua acao como indutores

de quebras, que quando fixadas se manifestam como perda de



fragmentos cromoss6micos - clastogénese. Foi também objetivo deste
trabalho correlacionar as respostas tdxico-genéticas observadas com as
estruturas quimicas destas trés drogas. As diferencas quimicas entre AZT
e 3TC relacionam-se a posicdao 3’ no 2’-deoxiribonucleosideo - ja que
nesta posicao a AZT possui um grupo azido e a 3TC um atomo de
hidrogénio. Por outro lado a d4T difere em relacdo as duas primeiras
drogas pela presenca de uma 2’, 3’, didesoxirribose insaturada. No
entanto, como os trés antiretrovirais se comportam como clastogénicos,
pode-se sugerir que estas mudancas estruturais nao interferem sobre o
seu padrao de atividade genotéxica - a inducdo de quebras
cromossOmicas e formacao de fragmentos acéntricos, que sdo perdidos ao

longo das divisGes mitdticas.



ABSTRACT

Roughly 65 million people are infected with HIV worldwide. HIV is a
lentivirus of the Retroviridae family. The virus has an RNA genome and
causes the Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), a disease that
depletes the human immune system. Treatment of HIV-infected patients
is focused on the use of nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs), which block the viral replication cycle. The Zidovudine
(AZT)/Lamivudine (3TC) drug association has been considered the
nucleoside analogue combination of choice in the treatment of HIV
infection due to the more efficient patient compliance and to the lower
toxicity exhibited. In spite of the clinical efficiency in the control of HIV
replication, a series of side effects have been reported for the drug
combination, particularly concerning genotoxic and carcinogenic actions.
Additionally, a new NRTI analogue has been recently released, d4T, whose
overall clinical advantages remain imprecise. The present study aimed to
characterize the potential of AZT, 3TC, and d4T as inductors of loss of
chromosome fragments and of whole chromosomes. The genotoxic action
of the compounds was assessed by the micronuclei assay (CBMN) in
human lymphocyte cultures. The analyses were conducted with
mononucleate cells, which indicate the occurrence of aneugenic effects,
and with binucleate cells, which mirror clastogenic action. The data
obtained for mononucleate cells treated with different concentrations of
the three NRTIs did not differ significantly from the results observed for
the respective negative controls. On the other hand, a prevalence of
positive responses was observed for the incidence of MN in binucleate
lymphocytes. Taken together, these findings suggest that the genotoxicity
of these drugs is linked exclusively to their action as inductors of
chromosome breakages, which after fixation were evidenced as

chromosome losses (clastogenesis). This study also aimed to correlate the



genotoxic responses observed due to the differences in the chemical
structure of the three drugs. Such differences as occurring between AZT
and 3TC concern the 3’ position in the 2’-deoxyribonucleoside, as it is in
this position that the AZT has an azido group, and 3TC has a hydrogen
atom. Conversely, d4T differs from the other two drugs in the presence of
one unsaturated 2’, 3'-dideoxyribose group. Nevertheless, as the three
ARVs behave as clastogens, it might be suggested that these structural
differences do not interfere in the drugs’ genotoxic activity, namely
chromosome breakages and formation of acentric fragments that are lost

all through the mitotic divisions suffered.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), uma doenca
degenerativa do sistema imunoldégico, é causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), que diminui a quantidade e proporcao de
células T CD4 no plasma, facilitando assim o seu desenvolvimento. A
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é considerada como
a mais importante e devastadora epidemia contemporanea, em funcao das
estimativas de que cerca de 65 milhdes de pessoas estao infectadas pelo
virus, das quais 25 milhdes virao ao 6bito (Centers for Disease Control and
Prevention - CDC, 2006). Quando estas estimativas referem-se ao Brasil
sao relatados 371.827 casos de AIDS - dos quais 67.006 portadores do
virus encontram-se na regido sul do pais - com 32.402 casos no Rio
Grande do Sul, segundo o Boletim epidemioldgico AIDS 2005.

O aparecimento dos primeiros casos de AIDS, a sua rapida e franca
disseminacdo e o desconhecimento do fator etioldgico envolvido, levou-a a
categoria de condigao clinica mais pesquisada em todo o mundo (Souza e
Almeida, 2003). Os primeiros relatos desta doenca foram associados a um
conjunto de manifestagoes clinicas - Sarcoma de Kaposi e pneumonia por
Pneumocystis carinii - em pacientes homossexuais masculinos, oriundos de
grandes cidades norte-americanas (Nova York, Los Angeles e Sao
Francisco). Embora estas duas enfermidades ja fossem conhecidas, nunca
haviam se manifestado juntas. De fato, a pneumocistose ocorre em
pacientes em estagios avancados do céncer e o Sarcoma de Kaposi em
idosos procedentes da bacia do mediterraneo (Wutzler e Thust, 2001).

Diante deste quadro, o CDC passou a estudar a doenca e a definir o
seu perfil clinico e epidemioldgico. Como a incidéncia, no inicio, era
predominantemente entre homossexuais, suspeitou-se que houvesse

relagao com o estilo de vida. No entanto, ndao tardaram a surgir casos
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entre heterossexuais e criangas recém-nascidas. Apesar disto, as principais
caracteristicas epidemioldgicas continuaram sugerindo que a doenca era
infecciosa, transmitida por via sexual, vertical e parental.

Com o agravamento da disseminacao da AIDS, foram delineados
diferentes estudos visando identificar o agente etiolégico da doenca,
possivelmente um virus. Somente quando milhares de americanos ja a
haviam contraido foi descoberto o retrovirus, considerado agente
etiolégico da AIDS, - o HIV, virus da imunodeficiéncia humana. De fato, o
HIV-1 foi simultaneamente isolado em 1983, pelos pesquisadores Luc
Montaigner, na Franca, como Virus Associado a Linfadenopatia (LAV) e
Robert Gallo, nos EUA, como Virus T-Linfotrépico Humano tipo III. Em
1986 foi identificado outro agente etioldgico com caracteristicas
semelhantes, também um retrovirus, que recebeu a denominagao de HIV-
2, demonstrando menor viruléncia que o HIV-1. Recentemente, foram
descritos subtipos tanto do HIV-1 quanto do HIV-2 (AIDSinfo Drug
Database, 2006).

O HIV apresenta maior afinidade pelas células do sistema imune
humano, causando severa imunossupressao por deplecao das células que
expressam as proteinas CD4 e CD8 - que incluem os linfécitos T,
macréfagos e mondcitos (Peter & Gambertoglio, 1998; Abbas et al.,
2003). Através do método de reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi
revelado que o RNA do HIV pode ser detectado no plasma, em qualquer
estagio da doenca. Além disso, em individuos assintomaticos, o tecido
linfoide é o maior sitio de replicagdo viral, quando comparado a
concentragao viral presente no sangue periférico (Peter & Gambertoglio,
1998).

A tipica estrutura gendmica do virus HIV-1 (Figura 1), consiste de
duas fitas idénticas de RNA (9,2 kb), que se apresentam sob a forma de
uma ribonucleoproteina contendo as enzimas transcriptase reversa (RT),
integrase e protease - assim como a proteina de ligacao p7 (Pecanha et
al., 2002). Envolvendo o genoma e suas enzimas associadas ha um cerne

ou capsideo formado pela proteina p24, que estd contido em uma matriz
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protéica (proteina p17) circundante.

Transmembrane
Ghrcoprotein (gp120)

Transmemhbrane

Ghrcoprotein (gpd 1)

Viral Membrane
(lipid layer)

Figura 1: Estruturas do HIV (Virco, 2006)

Finalmente, a parte mais externa do virus é formada por um envelope de
membrana fosfolipidica (derivada das células do hospedeiro), contendo
proteinas de membrana (gp41 e gp120) - codificadas pelo genoma viral -
gue se ligam as CD4 da membrana do hospedeiro (Pecanha et al., 2002;
Abbas et al., 2003).

A infeccdo se inicia com a ligacdo das subunidades da proteina
gp120 as moléculas de CD4 e aos co-receptores de quimiocinas. Em

seguida, ha uma alteracdo na conformacao da proteina gp41 que se insere
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na membrana celular (fusdo peptidica) e induz a fusdao da membrana viral
com a membrana celular da célula hospedeira. Ocorre, entdo, a liberacao
do genoma viral no citoplasma da célula. A partir deste momento, sao
ativadas as enzimas virais do complexo nucleoprotéico, iniciando-se assim
o ciclo replicativo do HIV. O genoma RNA do virus é transcrito, pela RT
viral, formando o DNA viral de fita dupla que, juntamente com a integrase
viral, penetra no nucleo da célula e integra-se ao genoma do hospedeiro
(Abbas et al., 2003) (Figura 2).

Virion HIV
i

Virion ligando
ao CD4 e ao
receptor de
quimiocinas

Novo =
Fus3o da membrana virion HIV. (g

do HIV com a £ >
membrana da célula; 7 ’
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f} s _' m {.\f- Citocina j o
e i £y

4 e \)r HIV

J T — %

RNA do Hiv

. '.' : ﬁ Expressao de
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© citoplasma f !
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Figura 2 - Ciclo de vida do HIV na célula hospedeira

(Abbas et al., 2003)

O DNA do HIV integrado ao genoma do hospedeiro passa a ser
chamado de provirus, podendo permanecer latente por anos ou meses. No
entanto, estimulos fisioldgicos - como as citocinas do sistema imune,
podem acelerar o processo de transcricdao do gene viral, reativando o

provirus. Neste Ultimo caso, a expressdo inicia-se pela producgdao de
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proteinas reguladoras - que passam a comandar a sintese de novos
genomas virais - progredindo para um estagio tardio, no qual sdo
expressas proteinas estruturais, participantes da construgdo da estrutura
externa dos novos virus. A formacao da particula viral madura acontece
guando os virus migram até a membrana celular do hospedeiro, onde as
proteinas virais gp120 e gp41 sdo inseridas. O virus pode, entdo, infectar
novas células ou permanecer no fluido extracelular (Abbas et al., 2003). E
importante salientar que o HIV nao codifica enzimas - como nucleosideo
quinase, nucleotideo redutase e timidilato sintetase - sendo dependente
do maquinario metabdlico da célula hospedeira para a sintese de DNA e
RNA. Entretanto, o HIV codifica uma série de proteinas estruturais e
regulatorias, além de enzimas essenciais para a clivagem de proteinas
(proteases) e incorporacao do produto do DNA viral, no genoma humano,
as integrases (Balzarini, 2000).

Como o HIV utiliza as células CD4 ativadas para a sua
autoduplicacdo, qualquer estimulo que demande resposta imune aguda
leva a proliferacdo dos linfécitos CD4, com conseqlente duplicacdo dos
provirus integrados ao DNA da célula hospedeira. Desta forma, o pro-virus
também estara se multiplicando, através das células de defesa do
organismo infectado - o que significa que a ativagao da resposta imune
como reacao ao virus da AIDS, tem o efeito paradoxal de intensificar a
replicacao viral e acelerar a progressao da doenca (Deeks & Walker,
2004).

A infeccdo pelo virus HIV esta intimamente associada com elevacao
do risco de desenvolvimento de linfomas sistémicos da doenca de Hodgkin
e também de linfomas primarios no sistema nervoso central (Parekh et
al.,, 2003). Além disto, em situagcdes nas quais os individuos tém seu
sistema imunoldgico debilitado, os riscos de desenvolvimento de céncer
associado a virus aumentam em até cem vezes. Quando foi avaliada a
incidéncia do Sarcoma de Kaposi em dois grupos de pacientes
imunossuprimidos - infectados pelo HIV e transplantados - observou-se

um aumento de quatro vezes na incidéncia deste tipo de linfoma no grupo
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de portadores de HIV em relacao aos transplantados - tornando evidente
o papel deste virus sobre a inducdo deste tipo de neoplasia (Serraino et
al., 2005). Um outro agente causador de lesOes escamosas intra-epiteliais
precursoras de cancer cervical em mulheres é o papilomavirus (HPV) -
gue tem a sua viruléncia e agao oncogénica significantemente aumentada

em presenca do HIV (Hawes et al., 2006).
1.1. Os Primeiros Medicamentos

Em 1986 foi aprovada - pelo 6rgdo norte-americano de controle
sobre produtos farmacéuticos FDA (Food and Drug Administration) - a
primeira droga antiviral, a zidovudina ou AZT - que revelou um impacto
discreto sobre a mortalidade geral de pacientes infectados pelo HIV. O
avanco nas pesquisas cientificas possibilitou o aparecimento, em 1996, de
uma proposta terapéutica, conhecida como Coquetel Anti-Aids, que
aumentou a sobrevida dos pacientes infectados. Esta terapia anti-
retroviral de alta poténcia - trouxe avancgos inestimaveis, propiciando o
esclarecimento de aspectos fundamentais da doenca. De fato, a melhor
maneira de combater o virus é impedir sua multiplicagdo. E o que fazem
os medicamentos anti-HIV, que devem baixar a carga viral - tornando-a
nao detectavel - e, se possivel, restaurar a imunidade. Mas, para que o
tratamento contra a AIDS seja mais eficaz, é recomendavel inicia-lo antes
da manifestacao de doencas oportunistas, quando o sistema imunoldgico
ja esta muito enfraquecido (Parekh et al., 2003).

Atualmente estdo disponiveis no mercado diferentes classes de
drogas anti-retrovirais que interferem em diferentes etapas do ciclo de
replicacdo do virus: (i) inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (NRTIs), (ii) inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleotideos (NtRTIs), (iii) inibidores da transcriptase reversa nao-
analogos de nucleotideos (NNRTIs), (iv) inibidores da protease (PIs) e (v)
inibidores de fusao (FI) (Stolk e Liers, 2004).

Os NRTIs sdo drogas que inibem a transcriptase reversa através de
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sua incorporacdo na cadeia de DNA, levando a interrupcdo da transcricao
de RNA para DNA. Os segmentos incompletos de DNA viral sdo
posteriormente destruidos por enzimas celulares. Neste grupo, estdo
incluidos diversos medicamentos utilizados para o tratamento de pacientes
com AIDS, entre os quais se destacam a zidovudina e a lamivudina (Stolk
e LUers, 2004) com disponibilidade de uso terapéutico também para a
estavudina (d4T) (Figura 2).

1.2. Zidovudina (AZT)

A AZT (3'-azido-3'-desoxitimidina,) é um anti-retroviral do tipo
NRTI, analoga da timidina, que apresenta uma substituicdo do grupo 3'-
hidroxila (-OH) por um grupo azido (-N3) - C;ioHi304, peso molecular
267,2438 e solubilidade em agua 1 - 5 g/mL a 17°C. A AZT é rapida e
quase completamente absorvida pelo trato gastrointestinal, ainda que a
sua biodisponibilidade sistémica, em formulacdes do tipo capsula ou
solucao, seja de aproximadamente 65 % (variando entre 52 a 75%). A sua
biodisponibilidade em neonatos com até quatorze dias de vida é de
aproximadamente 89 %, decrescendo para cerca de 61 % nos neonatos
com mais de quatorze dias. Sua distribuicdo ultrapassa a barreira
hematoencefalica atingindo médias aproximadas de 24% da concentracao
plasmatica em criangas. Também apresenta concentragdes no sémen de
pacientes infectados pelo HIV (Moodley et al., 1998). Ha casos reportados
da presenca de AZT no Sistema Nervoso Central de fetos humanos,
demonstrando que a droga também ultrapassa a barreira placentaria. Apos
sofrer metabolizacdo no figado, a AZT é primariamente eliminada na forma
do metabdlito inativo 3’-azido-3’-desoxi-5-O-B-D-glicopiranosiltimidina
(GAZT), com 60 a 80 % da dose administrada, sendo detectada na urina.
A sua excrecdo ocorre via renal com meia-vida de aproximadamente uma
hora no plasma sanglineo, e de cerca de 3,3 horas no meio intracelular.
Apos a fosforilagdo intracelular, a AZT inibe a replicacgdo do HIV por

interferir na atividade da transcriptase reversa viral e na acao da DNA
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polimerase (Langtry e Campoli-Richards, 1989; Stretcher, 1991).

O tratamento de escolha disponivel para os pacientes com AIDS
envolve a combinagdo de dois NRTIs com um PI ou NNRTI. A associagao
zidovudina/lamivudina foi considerada a dupla de andlogos de
nucleosideos de primeira opcdao para compor o esquema de tratamento,
pelo maior potencial de adesdao dos pacientes ao tratamento e pela menor
toxicidade (Souza e Almeida, 2003; Stolk e Luers, 2004).

(]
HyC | - N N H C- H 3
N O N /go D'A\ N
HO 0
0 S HO
A -
N, HO
AZT 3TC d4aT

Figura 2. Estrutura quimica da zidovudina (AZT), lamivudina (3TC)
e estavudina (d4T).

1.3. Lamivudina (3TC)

A lamivudina (2'-didesoxi-3'-tiacitidina) é um L-enantiobmero do
didesoxinucleosideo andlogo da citosina. Da mesma forma que a AZT, é
metabolizada no interior das células, gerando somente um metabdlito
ativo (5'-trifosfatado), que por sua vez inibe a atividade do HIV - através
de sua incorporagcao ao DNA viral, induzindo a terminagao do alongamento
da cadeia. Apresenta uma meia-vida intracelular de 10,5 a 15,5 horas. A
lamivudina é rapidamente absorvida em nivel gastrointestinal, com

biodisponibilidade, via oral, de, respectivamente, 82 e 68 %, em adultos e
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criancas. Apds administracdo oral, o tempo médio para atingir a
concentracao sérica maxima é de cerca 1 hora. A sua depuracgao sistémica
média é de aproximadamente 0,32 I/h, predominantemente renal (70%),
através de secrecao tubular ativa, porém, com pouco metabolismo
hepatico (10%). Ha casos reportados da presenca da 3TC no Sistema
Nervoso Central e no Liquido Cefalorraquidiano (LCR). A relacdo média
entre concentragdo da 3TC no LCR e no soro é baixa - 4 a 8 % em adultos
e 9 a 17 % em criangas. Ao contrario da AZT, a 3TC sempre foi empregada

em conjunto com outros anti-retrovirais (Painter et al.,2004).

1.4. Estavudina (d4T)

Como a zidovudina, a estavudina (2',3'-didehidro-3'-desoxitimidina),
€ um analago da timidina, contendo uma dupla ligacao entre os carbonos
2’ e 3' da pentose. Assim como os demais farmacos do grupo, a
estavudina deve ser convertida, por acao das quinases intracelulares, ao
derivado trifosfato (d4TTP), que inibe a transcriptase reversa e provoca
término do prolongamento da cadeia de DNA. Além disso, inibe enzimas
celulares, tais como as B e y-DNA polimerases, reduzindo assim a sintese
do DNA mitocondrial. A possivel vantagem do seu uso clinico continua ndo
elucidada especialmente em fungao do desconhecimento do seu modo de
metabolizacdo. O farmaco é quase completamente absorvido apds
administracao oral, nao sendo afetado pela presenca de alimento, sendo
capaz de se distribuir igualmente tanto nas hemadacias quanto no plasma
(Eastmondand e Tucker, 1989). A sua biodisponibilidade média absoluta é
de 86,4% - com picos de concentracdo plasmatica ocorrendo em até 1
hora apds a administracdo - apresentando aumentos diretamente
relacionados as doses. Nao foi observado acumulo significativo de
estavudina com administracdes repetidas a cada 6, 8 ou 12 horas. O
trifosfato de estavudina tem uma meia-vida intracelular de 3,5 horas
tanto nas células T como nas mononucleadas do sangue periférico, sendo

capaz de atravessar a barreira hematoencefalica. Cerca de 50% do
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farmaco inalterado pode ser detectado na urina (Venkatachalam et al.,
2006).

1.5. Genotoxicidade associada aos compostos Zidovudina,

Lamivudina e Estavudina

Apesar da eficacia do AZT e 3TC no controle da proliferacdo do HIV
em pacientes com AIDS, uma série de efeitos colaterais sao associados a
sua utilizacdo, destacando-se a atividade genotdxica e carcinogénica
(Wutzler e Thust, 2001; Tozser, 2003). Estes analogos atuam como
substrato para a DNA polimerase mitocondrial humana (Pol y), o que leva
a inibicao da replicagdao desta organela, e a manifestacao de sintomas
relacionados a sindromes mitocondriais nos pacientes tratados com
coquetéis de NRTIs - miopatias, neuropatias periféricas, miocardiopatia
hipertrofica, Diabetes mellitus, pancreatite, acidose lactica e faléncia das
células hepaticas (Dagan et al., 2002). Estudos histolégicos e de
microscopia eletrénica, em células musculares expostas ao AZT,
demonstraram acumulos anormais de mitocdndrias com inclusdes
cristalinas no espaco abaixo do sarcolema e fibras vermelhas rotas, que
sdao parametros diagndsticos para desordens genéticas mitocondriais -
causadas por mutacOes pontuais, delecdes e/ou aneuploidias (Dagan et
al., 2002; Miglione et al., 1989). Complementando estes estudos, foram
observados sinais de disfuncdo desta organela em algumas criangas
expostas a agentes antiretrovirais, ainda no Uutero materno - que
desenvolveram encefalomiopatia neonatal, anemia, hiperlactatemia,
atrasos psicomotores e disturbios visuais, em periodos variando de uma
semana a trinta meses de idade (Poirier et al., 2003; Tovo et al., 2005).

De fato, um grande numero de trabalhos experimentais, utilizando
bioensaios in vivo e in vitro, caracteriza a AZT como indutora de danos
toxico genéticos, relacionados com mutacdes génicas em diferentes
linhagens celulares, detectadas através de teste da hipoxantina
fosforribosiltransferase (HPRT) (Fenech et al., 2003). Foi também
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evidenciado que o DNA destas células mutantes apresentava grandes
delecdes, atribuidas a incorporacdo da AZT no DNA celular, que sao
responsaveis pela terminacdo da sua replicacdo (Sussman et al., 1999;
Mittelstaedt et al., 2004). Verificou-se, também, a atividade clastogénica
desta droga, expressa como aberracdes cromossOmicas em culturas de
células humanas e de hamster Chinés, assim como em medula 6ssea de
camundongos e ratos (Gonzalez-Cid e Larripa, 1994; Dertinger et al.,
1996; Agarwal e Olivero, 1997; Rosefort et al., 2004). Por outro lado, a
AZT mostrou atividade recombinogénica no teste de troca entre
cromatides irmas (SCE) em células ovarianas de hamster Chinés (CHO)
(Gonzalez-Cid e Larripa, 1994; Littlefield et al., 1999). Utilizando o teste
SMART de asa foi possivel tracar o padrao de genotoxicidade do AZT como
um agente efetivamente indutor de eventos do tipo recombinacdo mitética
(~82%), porém capaz de induzir mutagdes pontuais e/ou cromossOmicas
em menor proporcao (~18%) - em células somaticas de D. melanogaster
(Cunha, comunicagao pessoal).

Em relagcdo aos efeitos carcinogénicos, a AZT induziu a formagao de
epitelioma vaginal em fémeas de camundongos e ratos, assim como
cancer de pulmdo, figado, ovario e mama em neonatos nascidos de
fémeas tratadas com doses cinco vezes maiores do que as administradas a
mulheres gestantes (Olivero et al., 1997; Ayers et al., 1997; Wutzler e
Thust, 2001). Em filhotes de ratas F344 - que receberam doses de 480,
240 e 80 mg de AZT / Kg / dia, nos ultimos sete dias de gestacdo - houve
aumento significativo na incidéncia de gliomas quando comparado ao
controle negativo (Walker et al., 2004). O conjunto destes dados sugere
que, a exemplo do evidenciado para fetos de roedores, criancas expostas,
por via transplacentdria, a combinacdes de NRTIs podem ter risco
aumentado de desenvolver cancer (Meng et al., 2000; Mittelstaedt et al.,
2004).

No que se refere a 3TC, os resultados de genotoxicidade, apontam
para auséncia de inducdo de danos genéticos na maioria dos testes

realizados com esta droga. A presenca de lesdes no DNA foi detectada
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apenas no teste “"mouse lymphoma assay” (Wutzler e Thust, 2001). Esta
menor atividade genotdxica da 3TC, quando comparada a da AZT, vem
sendo atribuida a diferencas em suas estruturas moleculares. Embora as
DNA polimerases catalisem a incorporacao de ambas na cadeia de DNA, a
3TC, mas nao a AZT é rapidamente removida pela atividade 3' - 5'
exonucledsica destas enzimas (von Tungeln et al., 2002).

Estudos experimentais objetivando informacdes sobre a seguranca e
a farmococinética da 3TC - sozinha ou em combinacdo com a AZT -
indicam que a 3TC nao produz efeitos téxicos em fetos ou em recém-
nascidos (Moodley et al., 1998), além de ndo atenuar ou potencializar a
atividade téxica e genotdxica causada pela AZT (Von Tungeln et al., 2002).

Embora os trabalhos sobre a carcinogenicidade destes farmacos em
humanos ainda nao tenham apresentado evidéncias conclusivas, muitos
autores os consideram carcindgenos, baseados tanto na interferéncia
destes NRTIs sobre o metabolismo de &acidos nucléicos, quanto nas
evidéncias experimentais em organismos teste especifico. Como a
incorporacdo e o subseqliente processamento dos analogos de base no
DNA das células alvo &, presumivelmente, uma pré-condicdo da atividade
genotdxica destes agentes, a extensdao das lesdes por eles induzidas
depende da atividade proliferativa dos modelos experimentais
empregados, da duracdo da exposicdo e do periodo pds-exposicao
(Wutzler & Thust, 2001).

Com relagao a estavudina nao foram encontrados relatos referentes
a sua possivel toxicidade genética. Sao apenas referidos efeitos toéxicos, ja
que pacientes que fazem uso desta droga apresentam alto risco de
desenvolver lipodistrofia - distribuicdo anormal de gordura e perda
periférica de tecido gorduroso - quando comparados com aqueles tratados
com outros NRTIs (Venkatachalam et al., 2006). Na verdade a perda de
gordura tecidual e as mudancas metabdlicas observadas nesta Sindrome
parecem estar correlacionadas com a toxicidade mitocondrial imposta por

esta familia de drogas (Thomas e Kakuda, 2000).
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2. OBJETIVOS

O teste de micronucleo in vitro é uma importante ferramenta para a
Genética Toxicoldgica, sendo amplamente empregado nas areas de
ecotoxicologia (Gauthier et al., 1999), nutricdao (Fenech e Rinaldi, 1995;
Fenech, 2000), biomonitoramento de populagdes humanas, epidemiologia
molecular (Norppa, 1997), e principalmente na identificacdo do potencial
genotdxico de agentes quimicos e fisicos (Kirsch-Volders, 1997), assim
como, de amostras de origem ambiental. Por outro lado a utilizagdo deste
bioensaio para avaliar os danos genéticos induzidos pela AZT, 3TC e d4T
poderd melhor caracterizar a acao toxica genética destes agentes

antivirais.

Dentro deste contexto, o presente trabalho tem como objetivos:

e Avaliar a acao genotodxica da AZT, 3TC e d4T - através do ensaio

CBMN em cultura de linfécitos humanos;

e Caracterizar os danos genéticos — aneugénese ou clastogénese -

impostos por estes trés agentes antivirais;

e Correlacionar as respostas tdéxico-genéticas observadas com as

diferencas na estrutura quimica destas trés drogas.
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Abstract

The present study evaluates the clastogenic and/or aneugenic
potential of nucleoside reverse transcriptase inhibitors - Zidovudine
(AZT), Lamivudine (3TC) and Stavudine (d4T) - by analyzing
micronuclei in human lymphocyte cultures (CBMN assay). A prevalence
of positive responses was observed for all antiretrovirals tested in
binucleate cells. This genotoxicity was restricted to binucleate cells,
since no significantly increase in MN frequencies (P <0.05) was detected
in  mononucleate cells. These data figure AZT, 3TC and 4dT as
chromosome breakage agents and impute their genotoxicity to
clastogenic action. Considering that the structural chemical differences
between AZT and 3TC lie in the 3’ position in the 2’-deoxyribonucleoside
and in an unsaturated 2’, 3’, dideoxyribose for d4T, it is possible to
suggest that these chemical distinctions did not modify their action as

clastogens.



INTRODUCTION

Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) are widely
used in the therapy of human immunodeficiency virus (HIV) infections
and have proven beneficial in extending the lives of HIV-infected
patients. NRTIs integrate into viral DNA, leading to replication
termination as well as inhibition of viral reverse transcriptase nucleotide
binding site [1].

Zidovudine (3’-Azido-3'-deoxythymidine; AZT), Lamivudine (2'-
deoxy-3’-thiacytidine; 3TC) and Stavudine (2’,3’-didehydro2’,3’-
dideoxythymidine; d4T) are nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs). Typically, AZT and 3TC are administered as an integral part of
the highly active antiretroviral therapy protocols. AZT produces
genotoxic manifestations that include mutagenesis, chromosomal
aberrations and telomere shortening [1;2]. The major mechanisms of
mutation induction by AZT involve large interstitial deletions and mitotic
recombination [3].

Based on AZT action data, it was suggested that the genotoxicity
of NTRIs might be defined as a complex, intricate network of events,
which may lead to large-scale genomic instability as a result of drug-
DNA incorporation [4]. Several different authors, using various cell

cultures and animal species, have reported induction of MN by AZT. Yet,
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few are reports characterizing the chromosomal action of 3TC alone [5],
and no data concerning the genotoxic potency of d4T has been
published in the literature.

The present study evaluates the clastogenic and/or aneugenic
potential of AZT, 3TC and d4T by analyzing micronuclei in human
lymphocyte cultures (CBMN assay). Additionally, this in vitro study was
focused on the structure-activity relationships existing in this class of
compounds with respect to their mutagenic effects. Previous studies
reported that MN in mononucleate cells might be an interesting
additional parameter in the CBMN assay — since these cells can mirror
aneugenic action [6; 7]. In line with this observation we decided to
analyze both mononucleate and binucleate cells, in an attempt to detect
diferential responses between the three NTRIs and their spectrum of

chromosomal mutagenic action.
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2. MATERIALS AND METHODS

DONORS, CELL CULTURES, TREATMENT AND CELL HARVESTING

2.2. Cytokinesis-Block Micronucleus Assay (CBMN)

Donors and cell cultures

Peripheral blood was obtained once from two females (26 and 29
years age, referred to as donor 1 and 2, respectively) and one male (24
years age, referred to as donor 3), unrelated donors who had free
normal karyotypes. For each donor, one series of cultures was prepared
with two parallel cultures (duplicates) for every NRTIs concentration
tested. Whole blood cultures were used as recommended by Migliori et

al, [8].

For each culture, 0.8 ml-heparinized blood samples were added to
8 ml RPMI-1640 medium (Sigma), containing 10% fetal calf serum, 1%
penicillin/streptomycin (Ceme) and 80-upl phytohemaglutinin (10 pl/ml)
(PHA, Gibco). After a 44-h cultivation period, all cultures were
supplemented with 6-pg/ml cytochalasin B (cyt-B), (Sigma), to prevent
cells that have completed one nuclear division from performing
cytokinesis. The use of cyt-B enables the accumulation of virtually all-
dividing cells at the binucleate stage, by dividing cell populations

regardless of their degree of synchrony and proportion of dividing cells.
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Drug treatment and cell harvesting

Forty-eight hours before harvesting the cells, cultures were
supplemented with the different NTRIs [(zidovudine: 3'-azido-3'-
deoxythymidine, AZT, CAS n° 30516-87-1), (lamivudine: 2’-deoxy-3'-
thiacytidine; 3TC, CAS n© 134678-17-4) and (stavudine: 2/,3'-
didehydro2’-,3’-dideoxythymidine, d4T; CAS n©. 3056-17-5), bleomicine
[(Blenoxane from Bristol; positive control] or sterile distilled water
[negative control], which were previously sterilized in a Sartorius filter

with a 0.22-mm pore membrane.

In total, blood cultures were incubated for 72 hours at 37° C.
Hypotonic treatment was performed for 5 min in 0.075 M KCI. This
procedure preserves the cytoplasm, which allowed MNs assignment to
their corresponding main nucleus. Fixation was done three times in
methanol: acetic acid (3:1) prior to transfer to slides. For MN counting,

cells were Giemsa-stained according to standard methods.

Slide Analysis

To avoid scorer bias, slides were coded so as to blind the scorer to
the sample. Cells were scored for MN according to the criteria proposed
by Fenech et al. [ 9 ]. MN frequencies were scored from controls and

NTRIs-treated (Table 1) cultures and from each of their duplicates. For
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each culture, 500 binucleate and 500 mononucleate cells were studied.
Since the data of duplicate cultures showed no statistical differences
they were pooled — totaling 3,000 for both cultures studied for each
donor and concentration.

As a parameter for cytotoxicity, the nuclear division index (NDI)
was studied by screening 1,000 cells per donor at 400X magnification
for the frequency of cells with one, two, three or four nuclei. From these

data, NDI was calculated according to the formula:
NDI=[M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N

Where M1-M4 represents the number of cells with 1-4 nuclei and N is
the total number of cells scored. Since nuclear divisions are
asynchronous in CBMN blocked lymphocytes, cells with three nuclei may

arise [10; 7].

Statistical Analysis

The non-parametric Krusksall-Wallis ANOVA was used to compare
statistically the frequencies of mono- and binucleated cells with
micronuclei between samples and negative controls. The Student t-test

was used to compare NDI of samples and controls.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

CBMN assay was performed in human lymphocyte cultures treated
with three nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) - AZT, 3TC
or d4T — in two simultaneously independent experiments under
identical conditions. Human cells were exposed for 48 h to: 625, 500,
375, 250 or 125 pug/ml AZT; 750, 500, 250 or 125 pug/ml 3TC, or 750,

500, 250 or 125 ug/ml d4T.

Nuclear Division Index (NDI)

Control (distilled water) solvent-treated cultures of all donors
showed NDI values of approximately 2. Compared to negative control,
the NDI values obtained for bleomycin (1.8; P<0.05), AZT (1.8;
P<0.05), 3TC (1.8; P<0.05) and d4T (1.4; P<0.05) were significantly

low in all doses treated cultures (Data not shown).

Induction of MN in binucleated and mononucleate cells

All antiretrovirals tested induced significant increments in MN
frequencies in binucleate cells (P <0.05). Considering AZT and 3TC, this
effect was observed for the majority of doses, except for 125ug/ml -
showing a direct dose-effect relation. For d4T, an opposite response was

observed — since increments in its concentrations led to decreases in
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micronucleate cell frequencies (Table 1).

No significantly raise in mononucleate cell MN frequencies (P
<0.05) was observed for AZT, 3TC and d4T, for all doses applied, which

means the antiretrovirals are not acting as aneugenic agents.

Genotoxicity of Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTIs)

The major aim of the present study was to evaluate the clastogenic
and/or aneugenic potential of three antiretroviral agents — AZT, 3TC
and d4T — by observing micronuclei in human lymphocyte cultures
(CBMN). Our in vitro experiments revealed that the genotoxicity
ascribed to AZT, 3TC and d4T was restricted to binucleate cells, which
figures these NRTIs as probable chromosome breakage agents in human
cells. This proposition was based on a previous study that reported MN
induction occurring exclusively in binucleate cells as related to DNA
breaks. Aneugenic drugs — as diethylstilbestrol, griseofulvin and
vincristine sulphate — increase MN frequencies in mononucleate and
binucleate cells, whilst clastogens as mitomycin C, bleomycin and

doxorubicin increase MN frequency just in binucleate cells [6; 7].

Several different authors have pointed AZT as an inductor of MN,
using various cell cultures and animal species [11; 12; 13]. AZT showed

clastogenic effects expressed as micronuclei in human peripheral blood

32



lymphocytes, although a negative response in Salmonella typhimurium
gene mutation assay was observed. This is probably due to the absence
of phosphorilation and activation enzymes present in mammalian and
may be related to its phosphorilation and activation [14]. Its
incorporation into DNA — inducing genic mutation in the hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl-transferase (HRPT) and thymidine kinase (TK)
genes, as well as its ability to induce chromosomal aberrations, sister
chromatid exchange, shortened telomeres [15; 16]. 3TC was also
mutagenic in the L5178Y/TK*" mouse lymphoma assay, increased the
thymidine kinase (Tk) mutant frequency in mice, which was associated
with loss of the wild-type (Tkp) allele (loss of heterozygosity; LOH) and
a pattern of discontinuous LOH, which indicates 3TC as a transplacental
mutagen [17]. It also worked as a clastogenic agent in cytogenetic
assay using cultured human lymphocytes [18]. As far as we know, no
d4T-genetic toxicity data were available on literature, although in our
study d4T was proved to induce significant increments in MN frequencies
restricted to binucleate cells. This also imputes its genotoxicity to

clastogenic events.

Regarding the chemical structure of these NRTIs, their differences lie
in the 3’ position in 2’-deoxyribonucleoside: AZT has an azido group;
3TC has a hydrogen atom, and d4T an unsaturated 2’, 3’,dideoxyribose

group (Figure 1). In spite of the structural differences between AZT, 3TC
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and d4T, no obvious alterations — focused on specially clastogenic effect
— were observed, which means that neither the azido group, nor
hydrogen or an unsaturated dideoxyribose interfere in the drugs’
genotoxic behavior. The 2’, 3’- dideoxyribose replacement ascribes a
new property to 4dT, represented by aneugenic action. Additionally, we
must consider that although scoring mononucleates appears promising
for the detection of MN induction by aneugens, the unknown
origin/status of these cells interferes in data reliability [19; 7]. All in all,
this study pointed out CBMN as an assay that affords to quantitatively
enumerate NRTIs potential ability to disturb the human genome.
Overall, an analysis of the complexity of antiretroviral genotoxicity
should reveal further mechanisms that will allow the development of

protective intervention strategies [20; 15].
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Figure 1. Chemical structure of Zidovudine (AZT), Lamivudine
(3TC), and Estavudine (d4T).
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Table I — Mean (£ SD) of MN induction in human peripheral blood lymphocytes in different antiretrovirals.

AZT 3TC daT
Mononucleate Binucleate Mononucleate Binucleate Mononucleate Binucleate
Mean * SD Mean = SD Mean * SD Mean = SD Mean * SD Mean * SD
Doses Doses Doses

NC® 0+0 1.0+0.63 NC?® 0+0 0.33+0.47 NC® 0.50+0.50 0.33+0.52

PC® 0.67£0.52  18.83+2.4* PC® 0.67+0.52 18.83+2.4% PC® 0.67+0.52 18.83+2.4*

125ug/ml 0+0 1.67+£1.52 | 125pg/ml 0+0 1.17£0.75 | 125pg/ml 3.00£1.79 4.17+2.71%

250ug/ml  0.33+0.52 2.5+£1.05 250ug/ml 0£0 1.67+£0.82 | 250ug/ml 1.17+1.17 4.17+1.17%

375ug/mi 0.17+0.41 3.17+0.41* | 500ug/ml 0+0 2.5+£0.55% 500ug/ml 1.33£1.75 2.30+1.21%*

500pg/mi 0.7+0.52 4.7+1.03* 750ug/ml 0.17+0.37 3.0+£0.63%* 750ug/ml 1.17£0.75 2.50+2.07%*
625ug/ml 0.5+0.55 5.0£0.63*

Mono, mononucleated cells; Bi, binucleated cells; °NC: negative control; "PC: positive control. There were no cells with more

than one micronucleus; P<0.05 when compared with the negative controls.
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CAPITULO 3

4. PERSPECTIVAS PARA O FUTURO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) acomete
cerca de 65 milhdes de pessoas, das quais 25 milhdes virdo ao ébito
(Centers for Disease Control and Prevention - CDC, 2006).
Aproximadamente 40 milhdes de adultos sdao portadores do virus da
imunodeficiéncia do tipo 1 (HIV-1) - entre estes 50% sao mulheres com
idade entre 19 e 49 anos. A alta incidéncia de mulheres infectadas, em
idade reprodutiva, faz com que a cada ano cerca de 600.000 criangas
nasgam com o virus da HIV.

O aparecimento, em 1996, de uma proposta terapéutica
inovadora, composta por um coquetel de agentes conhecidos como
NRTIs - entre os quais se destacam a AZT e a 3TC - permitiu a
sobrevida dos pacientes infectados, trazendo como conseqiéncia
colateral a preocupacao quanto aos efeitos destas drogas sobre a
estabilidade gendmica.

Caracteristicamente os metabdlitos da AZT induzem MN em
eritrocitos policromados (Von Tungeln et al., 2002), embora ndo tenha
sido detectado este tipo de evento quando do tratamento com 3TC.
Subseqlientemente foi possivel estabelecer que o mecanismo envolvido
na inducdao de mutacbes pela AZT relaciona-se a quebras
cromossOmicas e eventos recombinacionais mitéticos (Mittelstaedt et
al., 2004). Implicagdes sobre efeitos genotdxicos trans-placentarios sao
também atribuidas a ambas AZT e 3TC, com énfase especial para
grandes delecgOes intersticiais e recombinacdo mitdtica - presentes no
genoma de fetos em desenvolvimento. Adicionalmente a AZT leva a
perda da heterozigose (LOH), e a inativacao de supressores tumorais -

genes que desempenham um papel crucial na inducao do céancer.
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Coletivamente, os resultados referentes a presenca de anormalidades
no DNA mitocondrial de pacientes tratados, suportam a hipdtese da
acao da AZT sobre esta organela - salientando que a freqiiéncia de
lesbes, em mitocondrias proveniente de mulheres, é significantemente
maior do que em homens (Divi et al., 2004; Walker et al., 2004). Todas
estas informacdes somadas a progressdao da patogénese causada pelas
mutacgoes nucleares e mitocondriais salientam a importancia de estudos
gue levem a um conhecimento mais aprofundado da toxicidade genética
associada ao uso destes inibidores de transcriptase, especialmente no
que se refere a 3TC e a d4T, ainda pouco conhecidas quanto as suas
potencialidades como indutoras de diferentes tipos de lesGes. Também
a comparacao da genotoxicidade destas drogas quando administradas
em conjunto, e a utilizacao de bio-ensaios que propiciem a deteccao de
diferentes eventos mutacionais e recombinogénicos, tanto in vitro
quanto in vivo, poderao contribuir para uma melhor compreensao das
causas do aumento nos niveis de mutacbes - ja que um critério de
avaliacdo acerca do custo beneficio facilita a escolha da melhor forma
de terapia a ser utilizada. E ainda importante que os pacientes que
fazem uso da monoterapia ou terapia combinada sejam monitorados,
tanto no que se refere a pardmetros clinicos quanto a alteragdes tdxico

genéticas e tumorais correlacionadas a terapia anti-retroviral.
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