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RESUMO

Em decorréncia das diversas mutagfes do HIV e consequentes falhas nos tratamentos
com apenas um farmaco, tornou-se fundamental o emprego de combinacdes 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
determinacdo 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 toxica, 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 nédo atingiram dose letal 70 (DL 70) nas concentragdes
utilizadas para andlise genotoxica, porém induziram efeitos mutagénicos e/ou
recombinogénicos em todas as concentracdes testadas, com prevaléncia de eventos
recombinogénicos. Os antirretrovirais TDF, 3TC e TDF+3TC também ndo foram
toxicos, mas foram genotdxicos em todas as concentragdes testadas, com prevaléncia de
recombinogenicidade. Todos os compostos isolados e combinados apresentaram
resultados positivos no Ensaio Cometa com Drosophila melanogaster. No entanto, as
combinagbes Combivir+EFV e TDF+3TC foram negativos no Ensaio Cometa com
medula déssea 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 genotdxica dessas combinagdes
e servir de apoio para o desenvolvimento de novos estudos nos protocolos de tratamento
da AIDS.

Palavras-chave: recombinacdo, mutagénese, clastogénese, aneugénese, terapia

antirretroviral altamente ativa (HAART).



ABSTRACT

As result of several mutations of HIV and failures resulting in treatments with only one
medicine, it became critical to use a combination of two or more antiretrovirals in AIDS
treatment protocols. So, the investigations that were carried out in this research were
concentrated in the evaluation of the effects related with cytotoxicity and genotoxicity
of Efavirenz (EFV) e Tenofovir (TDF) as isolated and in combination with Combivir®
(AZT+3TC) and Lamivudina (3TC). For this, three test systems were used: (i) the
Comet assay in Drosophila and mouse bone marrow in order to determine the genotoxic
effects of the drugs tested by the DNA strand breaks; (ii) the Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster, that evaluates the toxic,
mutagenic and recombinogenic activity of the compounds and (iii) the Micronucleus
Test (MN) in mouse bone marrow, that detects aneugenic and clastogenic effects of
agents. The results demonstrated that EFV was toxic at high concentrations and did not
show induction of mutagenic and/or recombinogenic events. Inversely, Combivir and
Combivir+EFV showed no lethal dose 70 (LD 70) in the concentrations used for
genotoxic analysis, but induced mutagenic and/or recombinogenic effects in all tested
concentrations, with prevalence of recombinogenic events. The antiretrovirals TDF,
3TC and TDF + 3TC were not toxic, but were gentoxic in all tested concentrations, with
a prevalence of recombinogenicity. All of the isolated and combined compounds were
positive in the Comet-assay with D. melanogaster. However, the two combinations
were negative in the Comet-assay with mouse bone marrow. Combivir+EFV induced
micronuclei (MN) in 24 and 48 hours. TDF+3TC induced MN only in 24 hours. Based
on these results, we expect to expand the knowledge about the toxic and genotoxic
activities of these combinations and to provide support for the development of new

studies in AIDS treatment protocols.

Keywords: recombination, mutagenesis, clastogenicity, aneugenicity, Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART).
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1. Medicamentos antirretrovirais

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenca, causada pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que acomete o sistema imunoldgico. Esse
virus ataca os linfocitos T CD4", facilitando o contagio de “doengas oportunistas”, que
variam desde resfriados até infeccGes mais graves (Ministério da Saude, 2015a).

Segundo o Programa Conjunto das Nacdes 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 epidemiologico do Ministério da Saude. 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 (Ministério da Salde, 2016a; Ministério da Salde,
2016b, UNAIDS, 2016).

Em 1982, dois anos apoés 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 intervencao 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 os medicamentos antirretrovirais usados para
impedir a multiplicacdo 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 o enfraquecimento do sistema imunoldgico e, consequentemente, reduzirem os
riscos de serem acometidos por “doengas oportunistas” (Ministério da Saude, 2016¢).

Portanto, de acordo com o alvo de sua interagdo no ciclo replicativo do HIV, os
medicamentos antirretrovirais séo divididos em diferentes categorias. Essas categorias
sdo: (i) os inibidores de proteases (IPs) que atuam nessa enzima, bloqueando a sua agédo
e impedindo a producdo de novas copias de células infectadas com HIV; (ii) inibidores
de fusdo (FlIs) 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 celulas; (iv) inibidores de integrase, que


http://www.aids.gov.br/pagina/infeccoes-oportunistas
http://www.aids.gov.br/publicacao/boletim-epidemiologico-2010
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bloqueiam a atividade dessa enzima, responsavel pela insercdo do DNA do HIV no
genoma humano; (v) inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucleosideos
(NRTISs); (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 conversdo do RNA viral em DNA, antes que
0 material genético do virus se integre ao genoma da célula infectada (De Clercq, 2009).

No final de 2012, cerca de 9,7 milhdes de pessoas ho 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 (Ministério da Salude, 2016c).

O primeiro composto que demonstrou capacidade de inibir a replicacdo 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; De Clercq, 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). Apds sua
entrada na célula, o AZT ¢é fosforilado a sua forma ativa AZT-5’-trifosfato, que agira
como inibidor competitivo ou substrato alternativo da TR ao invés do
desoxinucleosideo trifosfato enddgeno (dNTP). Por ser analogo da timidina-5’-
trifosfato, 0 AZT competira 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 enantiomero negativo da 2’-desoxi-3’-tiacitidina. Sua
fosforilagdo em 3TC monofosfato é catalisada pela enzima desoxicitidina quinase. Em
seguida sua conversdao da forma monofosfato em difosfato é realizada pelas enzimas
citidina monofosfato quinase e desoxicitidina monofosfato quinase. Seu metabolito
ativo (3TC-5’-trifosfato) é convertido pela enzima pirimidina nucleosideo difosfato
quinase que, por ser analogo da citidina, competird com dCTP e sera incorporado ao
DNA viral, ocasionando o término do elongamento da cadeia. Quando administrado por
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via oral, sua disponibilidade média absoluta 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 e Begon, 2008), destaca-se por ser um dos componentes preferidos do regime de
primeira linha no tratamento de infecgdo pelo HIV em todo o mundo, além de ser a
primeira geracdo de NNRTIs. Levando em consideracdo o aumento do acesso a terapia
antirretroviral, a potencial exposicdo da populacdo mundial ao EFV é muito grande
(Rakhmanina e Anker, 2010). Diferentemente dos NRTIs, seu mecanismo de acao
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 configuracéo e, consequentemente,
anular a sua capacidade catalitica. S&o moléculas ndo competitivas em relacdo a
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) e, portanto, ndo tem qualquer efeito direto
sobre o acido nucleico de ligacdo a TR (lyidogan e Anderson, 2012).

O EFV ¢ metabolizado principalmente por via hepética 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 esté associada
com uma menor atividade da isoenzima CYP2B6 e consequente aumento da
concentracdo plasmatica do EFV, causando maior incidéncia de toxicidade
neuropsicoldgica associada ao farmaco. Ainda na metabolizacdo do EFV, ha o
envolvimento parcial de CYP3A4 e CYP2A6 para metabolitos hidroxilados inativos
que incluem 8-hidroxiefavirenz e 7-hidroxiefavirenz. O 8-hidroxiefavirenz € o principal
metabolito do EFV in vitro e in vivo, e a contribuicdo de 7-hidroxilacdo a depuracéo
total de EFV é considerada pequena. Estudos recentes sugerem que o CYP2A6 é o
principal responsavel pela 7-hidroxilagéo e catalisa a segunda etapa de hidroxilagéo do
8-hidroximetabolito para 8,14-dihidroxiefavirenz. Estima-se que aproximadamente 17%
de 8-hidroxiefavirenz é ainda oxidado a 8,14-dihidroxiefavirenz in vitro. Os metabdlitos
hidroxilados de EFV sofrem excrecdo biliar e urindria subsequente ap6s conjugagao
(Ogburn et al., 2010; Gounden et al., 2010). Essa droga gquando 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 é o pro-farmaco oral de tenofovir, com atividade
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antiviral contra o virus da hepatite B (HBV) e o HIV (Raju e Begon, 2008). O TDF é
um NtRTI, analogo da 5’-monofosfato de adenosina, que ndo apresenta uma hidroxila
no carbono 3 da desoxirribose. Portanto, uma incorporacdo 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 € constituida por pro-
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 os substratos naturais, os desoxiribonucleosideos
trifosfatos (ANTP) e interrompem a formacdo da cadeia de DNA viral apds a sua
incorporacdo (lyidogan e Anderson, 2012).

O TDF possui um perfil de citotoxicidade favoravel, por ser um inibidor muito
fraco das DNA polimerases a e¢ B em mamiferos e DNA polimerase mitocondrial y (Lee
et al., 2003; DeClercq e Holly, 2005; Delaney et al., 2006). Quando administrado por
via oral, sua biodisponibilidade é de aproximadamente 25% (Gallant e 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 o 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 reducdo dos teldmeros. O 3TC mostrou efeitos clastogénicos com
inducdo de microndcleos (Gonzales Cid e 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 e Topaktas, 2008; Olivero et al., 2008; Desai et al., 2009;
Lourengo et al., 2010; Butt et al., 2011; Friedrich e Olejniczak, 2011; Wu et al., 2012;
André-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 mutaces 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 realizacdo 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



16

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 infecgdo por HIV, surge
como um avango promissor no tratamento da AIDS. Entretanto, essa terapia é limitada
pelo seu custo, pela exigéncia de adeséo ao longo da vida e pelos efeitos desconhecidos

ao longo do tratamento (Rerks-Ngarm et al., 2009; Richman et al., 2009).

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 supressao viral,
da reconstituicdo imunoldgica do hospedeiro e, consequentemente, da prevencdo de
doencgas oportunistas, fez com que essa doenca passasse a ser considerada como uma
doenca cronica 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 eficacia 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 infeccdo por HIV, por meio da
utilizagdo da HAART, incluem as combinagbes 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 combinag¢6es podem potencializar os efeitos
genotoxicos induzidos por essas drogas isoladas, uma vez que seus efeitos secundarios
séo desconhecidos durante o tratamento (Guimaraes, 2013; Guimaraes et al., 2013).

Por isso, tem-se analisado varios antirretrovirais que demonstraram ou nédo a
inducdo de recombinacdo mitdtica, utilizando o Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinagdo Somatica (SMART). Em estudo realizado em nosso laboratorio 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 (Guimardes 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 recombinacdo mitotica. Estes resultados sugerem que, devido
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ao alto indice de recombinacdo mitética a exposicdo aos farmacos pode provocar
instabilidade gendmica e perda de heterozigose, processo relacionado com a
carcinogénese. Moraes Filho (2013), comprovou a inducéo de recombinacdo mitética 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 sdo mutagénicos e/ou recombinogénicos e, quando combinados, podem ter
potencial sinérgico, aditivo ou antagbnico para a inducdo de mutacdo e/ou
recombinacdo. Considerando que a AIDS é uma doenca cronica de alta incidéncia, a
ampliacdo dos estudos sobre os efeitos genotdxicos causados pelos medicamentos
antirretrovirais, tornam-se fundamental para garantir a seguranca dos pacientes que
utilizam esses medicamentos (Guimardes 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, h4 pouco conhecimento sobre a
seguranca desses farmacos a longo prazo, evidenciando assim, a importancia do
constante monitoramento dessas terapias (Carr e Cooper, 2000). Portanto, com base

nesses dados, deve-se aumentar a atencdo em relacdo a toxicidade da HAART.

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
século 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 transmiss@o de caracteres hereditarios, interacdo génica, aberracoes
cromossoémicas, evolucado, entre outros (Freire-Maia e Pavan, 1949; Fonseca e Pereira,
2004).

Apesar da Drosophila melanogaster possuir aproximadamente 17.000 genes a

menos que 0s humanos, ambas espécies apresentam similaridades genéticas,
bioquimicas e fisioldgicas. As rotas bioquimicas e funcdes regulatorias entre as duas

espécies sdo muito conservadas e, varios genes estudados na D. melanogaster
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provaram ser homologos aos genes supressores de tumor e oncogenes humanos. Cerca
de 75% dos genes relacionados a doengas humanas, entre eles os relacionados a
regulacdo do ciclo celular, sdo homdlogos aos da mosca-da-fruta (Miklos e Rubin,
1996; St. John e Xu, 1997; Bier, 2005; Lloyd e Taylor, 2010; Pandey e Nichols, 2011).

Além desses genes, fatores transcricionais e seus reguladores, proteinas
cromossomais, estruturais e sinalizadoras, canais idnicos, genes homeobox e a enzima
desoxirribonucleosideo quinase (Dm-dNK) apresentaram semelhangas 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 satde humana, inclusive ciclo celular e cancer.
Além disso, existem vérias linhagens de Drosophila com marcadores moleculares e
propriedades diversas que auxiliam as manipulacdes genéticas e sdao bem conhecidas
cientificamente (Kornberg e 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 o seu genoma, o rapido ciclo de vida, a facil
manipulacdo laboratorial e a capacidade de realizar algumas ativacGes metabdlicas
semelhantes as que acontecem em mamiferos (Sobels e 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 e Lehmann, 2003; Andrade et al., 2004).

As linhagens mutantes de Drosophila sdo bem caracterizadas e possuem uma
variedade de marcadores que permitiram a criacdo de VArios sistemas-teste. Estes
ensaios sdo capazes de detectar os mais variados tipos de eventos genéticos, como
mutacdes génicas, aberracBes cromossdmicas e recombinacdo mitética (Graf et al.,
1984; Andrade e Lehmann, 2003; Andrade et al., 2004).

Complementarmente, o Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos,

indica a utilizacdo desse organismo para minimizar questfes bioéticas quanto ao uso
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de mamiferos em testes toxicologicos (Festing et al., 1998; Benford et al., 2000;
Siddique et al., 2005).

Apesar de existirem métodos alternativos in vitro, os modelos animais s&o
amplamente utilizados porque apresentam a vantagem de fornecer informacgdes do
organismo como um todo. Dentre esses animais, alem da D. melanogaster, o
camundongo da espécie Mus musculus é um dos organismos mais utilizados, este
apresenta 20 pares de cromossomos e um grande numero 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 gestacéo, por
ser muito prolifero e pela facil domesticacéo e manutencdo 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
doencas, o 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 fisiologicos 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

informacdes relevantes para diversas patologias.

4. Genética toxicologica e testes utilizados

A genética toxicologica € uma sub-area da genética que engloba estudos
relacionados a efeitos genotoxicos, considerados como precursores para O
desenvolvimento de neoplasias, como o cancer, por exemplo (Silva et al., 2003). Uma
substancia genotodxica 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 transmissao
geneética, a substancia genotoxica pode ou ndo ser mutagénica (Fairbairn et al., 1995),
visto que o composto mutagénico é aquele capaz de aumentar a taxa de mutacao
(mudanga estavel e herdavel numa sequéncia nucleotidica do DNA) em um organismo

além da taxa espontanea (Gatehouse et al., 1990). Embora sejam mais raras, podem
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ocorrer mutacdes favoraveis as celulas, mas em sua maioria, elas séo deletérias a célula,
podendo causar carcinogénese e teratogénese (Lehninger et al., 1995; Nunes, 2000).
Portanto, agentes mutagénicos sdo sempre genotoxicos, mas agentes genotdxicos nem
sempre sdo mutagénicos (Vogel, 1989).

Vaérios testes estdo disponiveis para realizar a avaliacdo toxico genética de um
agente fisico ou quimico. Cada método avalia um nivel especifico de dano, tais como,
lesbes no DNA, danos cromossomicos, eventos mutagénicos e recombinogénicos.
Portanto, é imprescindivel a utilizacdo de varios ensaios em estudos quantitativos dos
eventos genotdxicos atribuidos para cada agente, assim como, para o entendimento dos
mecanismos de formacdo das alteracOes e da acdo do reparo de DNA (Silva et al.,
2003).

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

Dentre os diversos testes existentes, o Ensaio Cometa € muito utilizado para
avaliar genotoxicidade e reparo do DNA, porque avalia lesdes 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; Carmona et al., 2011b;
Goldschalk et al., 2013; Guanggang et al., 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 versao 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 celulas 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 avaliagdo do potencial
mutagénico de substancias-teste é o Teste do Micronucleo (MN) (Maffei et al., 2002;
Chung et al., 2002; Ding et al., 2003; Kraynak et al., 2015, Ogiwara et al., 2015; Rim e
Kim, 2015). Esse bioensaio € aplicado para detectar agentes clastogénicos (que causam

alteracbes estruturais nos cromossomos) e aneugénicos (indutores de alteragOes
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numéricas, seja por aneuploidia ou por segregacdo cromossdémica anormal), portanto,
avalia danos no DNA em nivel cromossémico (Heddle, 1973; Rim e Kim, 2015). Os
micronucleos representam o material genético que foi perdido pelo ndcleo principal,
devido a acdo de agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que causaram um dano
genético no cromossomo (Villela et al., 2003; Rim e Kim, 2015).

Esse teste pode ser aplicado em populagdes celulares que estdo constantemente
em divisdo, por isso é amplamente executado em células da medula 6ssea de mamiferos,
uma vez que suas células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo de divisao
celular (Heddle,1973; Kraynak et al., 2015; Ogiwara et al., 2015). Entre 10 e 24 horas,
os eritrécitos imaturos ou eritrécitos policroméaticos (EPC) apresentam RNA
ribossdmico e, nesse estagio, pode-se detectar o aparecimento de MN. Posteriormente,
diferenciam-se em eritrocitos maduros ou normocromaticos (ENC) que ndo possuem
RNA ribossémico (Rabelo-Gay, 1991; Krishna e Hayashi, 2000).

Tanto o Ensaio Cometa quanto o Teste do MN n&o sdo capazes de detectar a
inducdo de recombinacdo mitoética, que € um dos principais processos envolvido com a
carcinogénese, mediada por agentes genotoxicos (Andrade e Lehmann, 2003). Portanto,
torna-se importante a aplicacdo do teste para deteccdo de mutacdo e recombinagédo
somatica (SMART). Esse bioensaio realiza a detecgdo simultdnea de eventos
mutacionais e recombinacdo mitética, 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 e Lehmann, 2003;
Andrade et al., 2004; Avalos et al., 2015; Koksal e 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 flr?) 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 e Lehmann, 2003; Andrade et al., 2004; Avalos et al., 2015; Koksal e
Gurbuzel, 2015).
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5. Objetivos
- Geral

Avaliar o efeito toxico, citotdxico e genotdxico dos antirretrovirais EFV e TDF
administrados isolados e em combinagdes (Combivir+EFV e TDF+3TC).

- Especificos

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

I) Avaliar o efeito mutagénico, recombinogénico e tdxico dos medicamentos
antirretrovirais em estudo por meio do SMART em Drosophila melanogaster.

I11) 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 os possiveis efeitos genotoxicos dos medicamentos antirretrovirais em
estudo quando utilizados isoladamente e em combinacBes por meio do Ensaio Cometa e

SMART em Drosophila melanogaster.
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CAPITULO 2
MATERIAL E METODOS
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 conttm 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.
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Figura 1. Estrutura quimica dos agentes antirretrovirais
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Todas as concentracfes utilizadas foram determinadas de acordo com a proporgédo
que é administrada aos pacientes em tratamento antirretroviral: EFV+Combivir
(AZT+3TC) = 4:2:1 e TDF+3TC = 2: 1.

As solucbes foram preparadas imediatamente antes do uso e em todos o0s

experimentos o solvente (agua destilada) foi utilizado como controle negativo.

2. Testes com Drosophila melanogaster

Nos testes com D. melanogaster foram realizados experimentos com 0s
medicamentos isolados (Combivir; EFV; TDF e 3TC) e combinados (Combivir+EFV;
TDF+3TC) para comparar a contribuicdo genotdxica dos medicamentos individuais e
em combinag&o.

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, concentracBes nas quais o0 numero de adultos
sobreviventes eram igual ou superior a 30%. A partir desse resultado, foram calculadas
as concentracdes dos combinados baseadas na proporcdo utilizada em pacientes. As

mesmas concentragdes foram utilizadas para os dois testes.

2.1 Teste para Deteccao de Mutacdo e Recombinacdo Somética (SMART)

O SMART investiga a ocorréncia de lesdes em nivel de DNA, por meio da
analise e quantificacdo de pelos mutantes presentes nas asas de D. melanogaster. Essas
alteracbes ocorrem nas células dos discos imaginais que, por sucessivas divisdes
mitéticas, 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 e Lehmann, 2003; Andrade et al., 2004).

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

(Figura 2b), indicando a ocorréncia de lesGes mutacionais e/ou recombinacionais.
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Figura 2. Visualizacdo dos fendtipos de: (A) pelos multiplos e (B) pelo flare

2.1.1 Linhagens teste de D. melanogaster

No presente trabalho foram utilizadas as linhagens com as seguintes
caracteristicas genotipicas: (i) flr® - fIr¥/In(BLR)TM3,rip® sep 1(3)89Aa bx**® e Bd®
(Figura 3a); (i) mwh - mwh/mwh (Figura 3b) e (iii) ORR;flr* — ORR/ORR;
flr*/In(BLR)TM3, rip® sep 1(3)89Aa bx**® e Bd°. Essas linhagens sdo portadoras de genes
marcadores especificos, localizados no brago esquerdo do cromossomo 3, que permitem
monitorar eventos relacionados com mutagdo génica, aberracbes cromossomicas e
recombinacdo mitética. Fenotipicamente, a linhagem flr® assemelha-se a linhagem
ORR;fl’, no entanto essa dltima possui alto nivel de enzimas de metabolizacio
(CYP)6A2, sendo, portanto, utilizada para avaliar compostos que dependem de ativacao
via citocromo P450 (Graf e van Schaik, 1992).

Figura 3. Linhagens teste de D. melanogaster: (A) flr3, (B) mwh.

2.1.2 Procedimento experimental e tipos de larvas

Para a realizacdo do SMART, larvas de 3° estagio oriundas do cruzamento
padrdo (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
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solucdes de tratamento e permaneceram até atingirem o estagio de pupa (tratamento
cronico). 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 os 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 concentragdo, em 10-12 dias ap6s a postura dos ovos, foram
conservados em etanol 70% para posterior montagem das laminas das asas e analise 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 mitdtica - o que corresponde a 95% de todas as divisdes celulares que ocorrem
desde o desenvolvimento do embrido até o inicio da pupacéo (Frei e Wirgler, 1988). O
mesmo procedimento foi realizado para o cruzamento aprimorado (HB) - 40 machos
mwh x 80 fémeas ORR;flr* (Andrade e Lehmann, 2003; Graf e van Schaik, 1992).

As larvas provenientes desses cruzamentos deram origem a individuos adultos
de duas constituicdes genotipicas: (i) MH — trans-heterozigotos para os marcadores
recessivos mwh e flr(mwh +/+ fIr’) e (ii) BH - heterozigotos para 0 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 multiplas
inversdes, tornando inviaveis os produtos de recombinacdo. Dessa forma, os individuos
expressam somente mutacdes génicas e aberracdes cromossdmicas. O gene marcador
Bd® determina a forma recortada das asas das moscas adultas, permitindo facilmente a
sua diferenciacdo em relacdo ao gendétipo MH, que determina a forma arredondada das
asas. (Graf et al., 1984; Andrade e Lehmann, 2003; Andrade et al., 2004).

2.1.3 Montagem e analise microscopica das laminas

Os adultos conservados em etanol 70% tiveram suas asas retiradas do corpo com
0 auxilio de duas pingas de relojoeiro (n. 5), e em seguida, embebidas em solucéo de
Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 mL de agua e 50 mL de hidrato de
cloral) para a montagem das laminas com 5 pares de asas de fémeas e 5 pares de asas de
machos. Apoés ficarem na temperatura ambiente por 24 horas, as laminas foram cobertas
com laminulas (24x32 mm) e cubos de metal de aproximadamente 400 g para auxiliar
na fixacdo das asas sobre a lamina. Apos 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
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manchas da progénie BH possibilita avaliar o potencial recombindgenico dos
compostos (Andrade et al., 2004).

A superficie dorsal e ventral das asas dos adultos, contendo aproximadamente
24.400 células, foram analisadas em microscopio optico de luz com aumento de 400x
(Andrade e Lehmann, 2003).

2.1.4 Bases genéticas e classificacdo das manchas

Os pelos mutantes ocorrem em manchas ou clones com fenotipos 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
fenotipos mwh ou flr3), originadas por mutacdo pontual, alteracdo cromossémica ou
recombina¢do mitética e (ii) manchas gémeas (ocorrem os fendtipos mwh e flr3
simultaneamente), indicando, exclusivamente, a ocorréncia de recombinagdo mitotica
entre o centrébmero 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 s@o separadas por trés ou mais pelos normais. O
namero total de manchas induzidos em um grupo tratado fornece dados quantitativos

sobre a atividade mutagénica e/ou recombinogénica do composto (Andrade et al., 2004).

2.1.5 Andlise estatistica

A avaliacdo dos efeitos tdxico genéticos foi realizada por meio da comparacgao
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 multiplas escolhas proposto por Frei e
Wirgler (1988), testando as hipdteses: (i) Ho: ndo ha diferenca entre a frequéncia de
mutacdo do grupo controle (frequéncia espontanea) e do grupo tratado; (ii) Ha: a
frequéncia de muta¢des do grupo tratado & m vezes maior que a do grupo controle, visto
que m é um fator de correcédo 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 e
Wiirgler, 1988; Graf et al., 1984).
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Dependendo da avaliacdo das hipdteses (aceita ou rejeitada), ha quatro possiveis
diagndsticos: (i) positivo — aceita-se Ha e rejeita-se Ho; (ii) negativo — aceita-se Ho e
rejeita-se Ha; (iii) inconclusivo — aceita-se ambas hipoteses e (iv) fraco positivo —

rejeita-se ambas hipdteses (Andrade e Lehmann, 2003).
2.1.6 Calculo do Indice de Combinago (IC)

De acordo com o principio da aditividade de Loewe (1957), utilizou-se a
frequéncia de inducdo de clones por 10° células, corrigidas pelo controle negativo, para
calcular o indice de combinacdo (IC) entre os farmacos (Ramakrishnan e Jusko, 2001;
Guimardes et al., 2013). Portanto, IC = [(fa / fas) + (fs / fag)], onde fa e fg sd0 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 Ensaio Cometa com D. melanogaster

Foi aplicada a versdo alcalina do Teste Cometa in vivo com hemacitos de D.
melanogaster, que sdo as celulas correspondentes aos linfocitos do sangue dos
mamiferos, para avaliar os niveis de danos no DNA causados pelos antirretrovirais

isolados e combinados (Carmona et al., 2011a; Carmona et al., 2011b).
2.2.1 Linhagem teste

Nesse estudo foi utilizada a linhagem Oregon R* de D. melanogaster que €
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%.

2.2.2 Extracéo 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 solucBes de tratamento nas mesmas concentracdes utilizadas no SMART. Os

medicamentos foram diluidos em agua destilada, a hora do tratamento, e o solvente foi
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utilizado como controle negativo. O grupo controle positivo foi tratado com
ciclofosfamida na concentragdo 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 hemdcitos foram coletados de acordo com o protocolo de Carmona et al.,
(2011a) e Carmona et al. (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 manipulacao
por meio da diminuigdo 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 celulas das 180 larvas foi transferido para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. De acordo com Braun et al. (1998), hd em torno de 1.000 a
1.500 hemdcitos por larva. Na fase larval, existem trés subtipos de hemacitos: (i)
plasmdcitos que representam cerca de 95% dos hemdcitos; (ii) células cristais,
encontradas em pequena proporcdo e (iii) lamelocitos que geralmente ndo sdo
encontrados em larvas saudéveis. 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

condigdes anteriores.

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 apo6s, as laminas de pré-cobertura foram preparadas por meio de mergulho em
solucéo contendo 100 mL de PBS (tampéo 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 solucgdo de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose low melting) e distribuidas em
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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 ap6s a solidificacdo
de agarose (por 10 min a 4 °C), as laminulas foram removidas, e as laminas imersas em
solucéo 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 solucdo de lise, as laminas foram colocadas em uma solucdo
tampé&o (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 V/cm e 300 mA (0,73 V/cm). Apos a eletroforese, as laminas
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

microscopica.

2.2.4 Andlise microscopica

As laminas foram coradas minutos antes da analise, com 50 uL de solucédo de
GelRedTM, diluido em agua deionizada na propor¢do de 1:500 pL por cada gel. Em
seguida, as laminas foram examinadas em microscépio 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 o programa de captura de imagens Axiovision versdo 4.8.2.0.

Os cometas encontrados foram avaliados com base em dois parametros: 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 0
tamanho da cauda: (i) classe 0, auséncia de cauda, ou seja, sem dano; (ii) classe 1, cauda
menor do que o didmetro da cabeca; (iii) classe 2, cauda até duas vezes o diametro da
cabeca (iv) classe 3, cauda maior que duas vezes o diametro da cabeca e (v) classe 4,

sem cabeca (Figura 4).
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Figura 4. Imagens de nucledides de leucécitos humanos, corados por GelRed™ e

analisado em microscopia fluorescente. Classificacéo 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 nucleoides
que apresentaram danos, em relacdo ao total de nucleoides e foi calculado pela férmula:

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

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 analise da variancia
(ANOVA) seguida do teste Tukey a posteriori. Em relacdo a analise entre 0s grupos
controle positivo e controle negativo foi utilizado o Teste T. Em todas as situacoes foi
adotado um nivel de significancia a = 0,05, utilizando o pacote estatistico Statistical
Package of Social Sciences (SPSS v22).

2.2.6 Calculo do Indice de Combinag&o

Com base no ID, foi calculado o indice de combinacéo (IC): IC = [(IDa/IDab )
+ (IDb/1Dab)]. Este indice calcula os efeitos da interacdo de substancias e classifica-o0s
como aditivo (IC = 1), antagbnico (IC > 1) ou sinérgico (IC <1) (Loewe , 1957 ;
Ramakrishnan e Jusko , 2001; Guimaraes et al , 2013).
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3. Testes com camundongos Mus musculus

Este estudo teve o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Goids (CEUA-PRPPG-UFG) sob o n°® 046/13 e seguiu todas
as normas de manejo e experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo 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 Goias (UFG). Antes da realiza¢do 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 combinagcfes 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 propor¢cdo 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 concentragGes: 200+100+400, 400+200+800 e
800+400+1600 mg/kg.

O grupo controle negativo foi tratado com &gua destilada esterilizada enquanto o
grupo controle positivo recebeu uma dose padréo de ciclofosfamida (50 mg/kg). Apenas
o0 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 6ssea lavada com 1 mL de soro fetal bovino a
37°C. Apbs homogeneizacéo, a solucdo foi centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos.
O sobrenadante foi parcialmente descartado para a preparacdo das ldaminas ser realizada

com o precipitado homogeneizado com pipeta Pasteur.



33

3.1 Ensaio Cometa com medula 6ssea

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

As laminas de pré-cobertura foram preparadas por meio de mergulho em solugéo
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 laminas foram preparadas com 10 puL de amostra da medula
6ssea homogeneizada e misturada com 120 pL de agarose low-melting (baixa fusao) e
imediatamente espalhado nas Iaminas 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. Apos este periodo, a laminula foi retirada e as laminas foram
incubadas em uma solugdo 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 solucdo.
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. Apds a eletroforese, as laminas foram mergulhadas em solucéo
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 L de brometo
de etideo (0,02 mg/mL), minutos antes da analise. As laminas foram preparadas em
duplicatas e 100 nucledides foram analisados, 50 nucledides para cada lamina. Utilizou-
se 0 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 nucleotides foram avaliados pelo software OpenComet, verséo 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 e o resultado da razéo entre os parametros TL e a porcentagem de
DNA na cauda, e tem sido o parametro para quantificacdo de danos no DNA mais

comumente utilizado (Collins, 2014).
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Figura 5. Imagens de nucletides capturados do software Open Comet, versdo 1.3. Figura 5-A,

nucleodide com danos no DNA e Figura 5-B nucletide sem danos no DNA.

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

utilizando o pacote estatistico SigmaStat, versao 3.5.

3.2 Teste do Micronucleo

O teste do microndcleo (MN) é utilizado para detectar danos cromossdémicos,
como clastogénese e aneugénese (Figura 6) (Heddle, 1973; Villela et al, 2003, Ribeiro,
2003).

A andlise da inducdo de MN utilizou a mesma amostra do precipitado contendo
ceélulas de medula 0ssea, descrito anteriormente no topico “Teste com camundongos”.
Para essa andlise, 20 pL da amostra foi transferida para a ldmina e com o auxilio de uma
lamina extensora, fez-se um esfregaco. Apds secagem, as laminas foram fixadas em
metanol absoluto e coradas em solu¢des de Giemsa tamponada com pH 6,8 por um
periodo de 15 minutos (Heddle, 1973). Apo6s 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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NORMOCRONMATICO $-ENC

Figura 6. Formagao de micronicleos nos eritrocitos da medula 6ssea Fonte: Ribeiro, 2003

Na determinacdo da citotoxicidade foram computados 2000 eritrcitos
policromaticos (EPC), sendo 1000 EPC/lIdmina. Simultaneamente, foi determinada a
frequéncia de eritrocitos normocromaticos (ENC) (Figura 7) para realizar o célculo da
razdo EPC/ENC, que permite inferir o potencial citotoxico 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 acdo 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 situacBes foi adotado um nivel de significancia de a = 0,05,
utilizando o software estatistico SigmaStat, versao 3.5.

e N
e

.v

Figura 7. Fotografia de eritrocito policromético micronucleado (seta) Fonte: Roll, 2005
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ABSTRACT

This study focuses on the antiretrovirals efavirenz (EFV), a non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor, and tenofovir disoproxil fumarate (TDF), an oral
prodrug of tenofovir analog of adenosine 5-monophosphate, which belongs to
the class of nucleotide reverse transcriptase inhibitors. Both compounds act on
the mechanisms of HIV replication, inhibiting the action of reverse transcriptase
and thus preventing viral DNA synthesis. The toxic and genotoxic potential of
EFV and TDF alone and in combinations {EFV + combivir [zidovudine (AZT) +
lamivudine (3TC)] and TDF + 3TC} were assessed using the comet assay and
the somatic mutation and recombination test (SMART) in Drosophila
melanogaster. The results indicate that EFV was toxic at high concentrations
and induced genotoxicity using the comet assay, but showed neither mutagenic
nor recombinogenic effects using SMART. In combination with combivir, EFV
exhibited antagonic genotoxic effects in both tests. Inversely, TDF did not show
toxicity but induced genotoxicity at all concentrations tested in both the comet
assay and SMART. The prevalence of recombinogenic events in all treatments
with TDF alone and in combination with 3TC was detected using SMART.
Homologous recombination is an important parameter to be taken into
consideration in the evaluation of carcinogenicity of medicines used in
antiretroviral therapy regimens, due to the need for lifelong adherence and the

unknown effects of long-term treatments.

Keywords: Antiretrovirals; Genotoxic; Mutagenic; Recombinogenic.
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Highlights

¢ All medicines tested induced genotoxicity using the comet assay.

e Both combinations tested had antagonistic effects compared to the
medicines alone using the comet assay.

¢ Only EFV alone was not mutagenic/recombinogenic using SMART.

¢ Mitotic recombination was the major event induced by all treatments.

e Both combinations tested had antagonistic effects using SMART.
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1. Introduction

Antiretroviral  medicines  prevent the  multiplication of  human
immunodeficiency virus (HIV), reducing its virulence although not eliminating it
from infected cells. Therefore, the use of these medicines has become essential
to increase the length and quality of life of HIV-positive patients, prevent a
weakened immune system, and reduce the risk of opportunistic diseases (De
Clercq, 2009; Broder, 2010).

Efavirenz (EFV) is a component of the system of first-line treatment of HIV
infection worldwide and belongs to the first-generation of non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NNRTI). Taking into account the increasing
access to antiretroviral therapy, the potential exposure of the world population
to EFV is high (Rakhmanina and van den Anker, 2010). However, EFV can
cause hepatocellular adenomas and carcinomas and pulmonary
alveolar/bronchiolar adenomas in female mice (Wu et al., 2012).

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF), the oral prodrug of tenofovir, belongs to
the class of nucleotide reverse transcriptase inhibitors (NRTI). This compound,
an analog of adenosine 5'-monophosphate, has antiviral activity against
hepatitis B virus (HBV) and HIV due to the potential to inhibit the action of HBV
and HIV DNA polymerase, stopping the replication of the viral genome (Delaney

et al., 2006). TDF has a favorable cytotoxicity profile because it is a very weak
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inhibitor of DNA polymerases a and $ in mammals and mitochondrial DNA
polymerase (Lee et al., 2003; De Clercq and Holy, 2005; Delaney et al., 2006).
Nonetheless, carcinogenicity studies in animals showed that TDF can cause
hepatic adenomas in female mice at high doses (Wu et al., 2012).

As a result of several mutations of HIV genome and failures in treatments
with only one medicine, combinations of two or more antiretroviral agents have
been required in HIV/AIDS treatment (Bossi et al., 1998; Duan et al., 2001; Re
et al., 2003; Turner et al., 2004; Parikh et al., 2006; Ehteshami et al., 2008;
Walker, et al., 2009). However, these combinations can enhance the genotoxic
effects induced by these medicines alone (Guimaraes et al., 2013).

In order to assess the toxic and genotoxic potential of EFV and TDF alone
and in combinations, the present study used the comet assay in haemocytes of
Drosophila melanogaster (Carmona et al.,, 2011a, 2011b) and the somatic
mutation and recombination test (SMART) (Graf et al., 1984; Andrade et al.,

2004).

2. Materials and methods

2.1. Antiretroviral agents

The medicines Viread® [300 mg TDF (CAS 202138-50-9) per tablet],

Lamivudina® [150 mg 3TC (CAS 134678-17-4) per tablet], Estiva-600® [600 mg

EFV (CAS 154598-52-4) per tablet], and Combivir® [300 mg zidovudine (AZT,

CAS 30516-87-1) + 150 mg lamivudine (3TC) per tablet], kindly donated by the
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Hospital de Doencas Tropicais Dr. Anuar Auad, Goiania, GO, Brazil, were used
in this study.

All concentrations used were determined according to the proportion of the
clinical combination protocols [EFV + combivir (AZT + 3TC) = 4:2:1 and TDF +
3TC = 2:1]. To set these concentrations, pilot experiments were conducted in
accordance with the maximum solubility of TDF and EFV. The concentrations
should not be higher than 70% lethal dose (LD 70) in the survival curve.
Therefore, the concentrations that were below LD 70 were employed for
genotoxicity analyses using the comet assay and SMART.

The tablets were sonicated (sonicator model Mini-som, Thornton Eletrénica
Ltda, Vinhedo, SP, Brazil) and diluted in distilled water before administration.
Solutions and dilutions were prepared immediately before use. In all

experiments, the solvent (distilled water) was used as negative control.

2.2. Comet assay in haemocytes of Drosophila melanogaster

The comet assay allows the evaluation of DNA damage associated with
alkylation, intercalation, and oxidation (Carmona et al.,, 2011la, 2011b). The
alkaline version of the comet assay in vivo using haemocytes of the wild-type of
D. melanogaster (Oregon R*) was employed in this study. The line was
maintained in glasses at 25°C and 60% humidity.

For the experimental procedure, 60 third-instar larvae were placed in
treatment tubes containing 0.9 g synthetic medium and fed 3 mL different

treatment solutions for 24 £ 2 h (triplicates). The positive control group was
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treated with 1 mg/mL cyclophosphamide. After that, the larvae were removed
from the treatment tubes, washed twice in water, and kept at 4°C for 1 min. The
cuticles of 180 larvae were disrupted and the haemolymph and circulating
haemocytes were collected in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) solution
and transferred to microcentrifuge tubes to a final volume of 0.5 mL hemolymph
+ EDTA. The hemolymph pool was centrifuged twice at 3000 rpm for 3 min, a
100-pL aliquot of supernatant was discarded, the pellet was resuspended in 100
uL EDTA, and centrifuged again under the same conditions, according to the
protocol described by Carmona et al. (2011a, 2011b) with modifications.
Pre-coated slides were prepared using dip solution containing 100 mL
phosphate buffered saline and 1.5 g standard agarose and subsequently drying
overnight. The cell samples (approximately 60 pL) were resuspended in 100 pL
low melting point agarose solution and spread with coverslips on the pre-coated
slides in the dark. After gelation (10 min at 4°C), the coverslips were carefully
removed and the slides were immersed in lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 1 M NaOH, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, and 10% DMSO), adjusted to
pH 10, and maintained in a dark chamber at 4°C for 72 h. The slides were then
placed in a buffer solution (1 M NaOH and 200 mM EDTA, pH > 13) at 4°C for
20 min for DNA unwinding. The electrophoresis was performed in the same
buffer at 40 V/cm and 300 mA (0.73 V/cm) for 20 min. After the electrophoresis,
the slides were neutralized with 0.4 M Tris-HCI (pH 7.5) for 15 min, fixed in
absolute ethanol for 5 min, and stored under refrigeration until microscopic
analysis. The slides were stained before microscopic analyses with 50 pL

GelRed™ (Biotium, Inc., Fremont, CA, USA) solution, diluted in deionized water
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(1:500) and examined using epifluorescence microscope Axiolmager M2 (Zeiss,
Jena, Germany) 400X magnification and the filter Alexa Fluor 546 (Zeiss). The
images were acquired and analyzed using the microscope software AxioVision
version 4.8.2.0 (Zeiss). A total of 100 nucleoids per replicate (two or more
slides) were randomly selected and analyzed. Comets were scored and
evaluated based on two parameters, namely damage index (DI) and damage
frequency (DF%).

DI ranks the nucleoids into five classes (0 to 4), according to the length and
intensity of the tail: class 0 — no tail, no damage; class 1 — tail smaller than the
diameter of the head; class 2 — tail up to twice the diameter of the head; class 3
— tail greater than twice the diameter of the head; class 4 — no head. DI values
were calculated based on the formula, Dl = 0 x (comets class 0) + 1 x
(comets class 1) + 2 x (comets class 2) + 3 x (comets class 3) + 4 x (comets
class 4).

The second parameter used (DF%) is the percentage of the comets that had
damage in relation to the total comets, and it was calculated using the formula,
DF = [(total comets — comets class 0) x 100]/total comets.

The Kolmogorov-Smirnov test was performed to check the normality of comet
parameters. Once the normality of the data was confirmed, the comparison of
genomic damage between the control group and the other treatments,
measured by the comet assay, was based on the analysis of variance followed
by the Tukey’s test a posteriori. For the analyses of the positive and negative

control groups, the Student’s t-test was used. The results were considered
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statistically significant when p < 0.05. The statistical analysis was performed
using the Statistical Package for the Social Sciences (version 22.0).

Based on DI, the combination index (Cl) was calculated as follows: Cl =
[(Dla/Dlab) + (DIb/Dlab)], where a and b are the medicines used in the
combinations. Cl determines the contribution of each medicine alone in the
correspondent combination. With this index, it is possible to calculate the effects
of the interaction of substances and rank them as: additive (CI = 1), antagonistic
(Cl > 1), or synergistic (Cl < 1) (Loewe, 1957; Ramakrishnan and Jusko, 2001;

Turner et al., 2004).

2.3. Somatic mutation and recombination test (SMART)

SMART detects DNA lesions based on the frequency of mutant spots on the
wings of D. melanogaster. In the present study, lines with genotypes (i) flr® —
flr¥/In(3LR)TM3,rip® sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® and (i) mwh — mwh/mwh were
used. These lines are carriers of specific marker genes, located on the left arm
of chromosome 3, which allow monitoring events related to point mutation,
chromosomal aberrations, and mitotic recombination (Graf et al., 1984; Andrade
et al., 2004).

For the experimental procedure, 100 third-instar larvae from the standard
cross (ST, flr® females x mwh males) were transferred to tubes containing 0.9 g
synthetic medium and fed 3 mL different treatment solutions and distilled water

(negative control) in duplicates, and kept for approximately 48 h (chronic



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

45

treatment). The emerging adults were counted to calculate the survival rates
and preserved in 70% ethanol for subsequent mounting.

According to the Loewe additivity principle (Loewe, 1957), the control-
corrected clone induction frequency per 10° cells was used to calculate the ClI
of the drugs tested (Ramakrishnan and Jusko, 2001; Guimaraes et al., 2013),
using the formula Cl = [(fa/fag) + (fa/fag)], Where fa and fg are the frequencies
induced by each antiretroviral agent individually (A or B) and fag is the
frequency induced by the combination of the medicines (AB). The results were
classified into three categories: Cl < 1 (synergism), Cl = 1 (additive effect), and
Cl > 1 (antagonism).

For the statistical analyses, the frequencies of each mutant spot per
individual exposed to the different concentrations of EFV and TDF alone and in
combinations were compared to the frequencies observed for the respective
negative controls. The statistical diagnosis was obtained using the conditional
binomial test of Kastenbaum and Bowman (1970), according to the multiple
decision proposed by Frei and Wdirgler (1988), resulting in four possible

diagnoses: positive, negative, inconclusive, and weakly positive.

3. Results

3.1. Toxicity

To establish the toxic effects of each medicine alone and in combination, a

pilot experiment was carried out and the results are shown in Fig. 1 and 2.
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Fig. 1. Survival curves of Drosophila melanogaster treated with different doses
of antiretroviral agents alone and in combinations, assessed using the somatic
mutation and recombination test (SMART). A. Efavirenz (EFV), ST cross; B.
Efavirenz (EFV), HB cross; C. Combivir, ST cross; D. Efavirenz (EFV) +

combivir, ST cross; NC, negative control.

Given that at the three highest concentrations of EFV (25, 50, and 100
mg/mL) the survival rate was lower than 30% (7%, 8%, and 3%, respectively),
these concentrations were not used in the analyses of genotoxicity. Additionally,
the larvae exposed to 12.5 mg/mL EFV could not be analyzed due to the very
low number of surviving flies. In the high bioactivation (HB) cross, EFV exhibited

toxic effect at the highest concentration. Combivir was not toxic at any
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253  concentrations. The combination EFV + combivir induced toxicity only at the

254 highest concentration, with a 4% survival rate (Fig. 1).
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259  Fig. 2. Survival curves of Drosophila melanogaster treated with different doses
260  of antiretroviral agents alone and in combinations, assessed using the somatic
261 mutation and recombination test (SMART). A. Tenofovir disoproxil fumarate
262 (TDF), ST cross; B. Tenofovir disoproxil fumarate (TDF) + lamivudine (3TC), ST
263  cross; C. Lamivudine (3TC), ST cross; NC, negative control.

264

265 The survival rate in the treatments with TDF and TDF + 3TC was higher
266 than 97% at all concentrations, and only the four highest concentrations of TDF

267  were used in the genotoxic analyses (Fig. 2).



268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

48

3.2. Comet assay

The results obtained for the comet assay are shown in Table 1. The negative
and positive control groups were compared to validate the test (data not
shown).

The comparison of the antiretroviral agents alone and in combinations to the
negative controls showed significant differences for all the treatments at all
concentrations tested. Therefore, these medicines increased the genetic
damage index in D. melanogaster haemocytes. Based on ClI, both combinations
(EFV + combivir and TDF + 3TC) showed antagonistic effects at all

concentrations tested (Table 1).

3.3. SMART test

The results of SMART obtained for ST cross treated with EFV, combivir, and
EFV + combivir are shown in Table 2 and treated with TDF, 3TC, and TDF +
3TC are shown in Table 3. The results obtained for the negative controls are
within the expected values (Graf et al., 1984; Andrade et al., 2004).

Trans-heterozygous individuals for the recessive markers mwh and flr® (MH)
treated with all concentrations of EFV did not show significant increase in small
single spots and total spots compared to the respective negative controls.
Inconclusive results of large single spots and twin spots at the highest
concentrations of EFV had no influence on the negative results obtained for

total spots (Table 2).
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292 Table 1
293  Evaluation of the genotoxic effect of antiretroviral agents alone and in combination on the haemocytes of Drosophila melanogaster

294 larvae using the comet assay.

Treatment (mg/mL) Mean genetic damage per class Genetic damage Cl

0 1 2 3 4 DI DF (%)

Negative control” 82.67 16.67 0.67 0 0 18.00 17.33

Positive control® 17.00 28.67 27.00 1.67 15.67 180.33 83.00
EFV

0.78125 17.33 49.67 7.67 7.67 17.67 158.67 82.67

1.5625 12.00 45.67 12.33 11.33 18.67 179.00 88.00

3.125 17.00 43.67 9.00 10.00 20.33 173.00 83.00

6.25 25.00 36.67 11.33 10.33 16.67 157.00 75.00

Combivir (AZT + 3TC)

0.3906 + 0.1953 11.67 27.67 21.00 15.67 24.00 212.67 88.33

0.78125 + 0.3906 14.33 23.00 16.33 16.33 30.00 224.67 85.67

1.5625 + 0.78125 11.00 37.00 20.00 13.33 18.67 191.67 89.00



3.125 + 1.5625 13.67 37.33 15.67 10.33 23.00 191.67 86.33
EFV + combivir (AZT + 3TC)
0.78125 + 0.3906 + 0.1953 14.00 39.33 12.33 10.67 23.67 190.67 86.00 1.95
1.5625 + 0.78125 + 0.3906 15.00 33.67 15.00 13.67 22.67 195.33 85.00 2.07
3.125 + 1.5625 + 0.78125 16.00 34.00 14.00 14.67 21.33 191.33 84.00 1.91
6.25 + 3.125 + 1.5625 18.00 36.33 20.33 11.00 14.33 167.33 82.00 2.08
TDF
1.25 12.67 49.00 1.33 2.33 34.67 197.33 87.33
2.5 16.67 49.00 4.67 7.67 22.00 169.33 83.33
5 13.67 43.33 13.33 7.00 22.67 181.67 86.33
10 16.00 19.00 9.33 19.33 36.33 241.00 84.00
3TC
0.625 16.00 38.33 7.67 14.33 23.67 191.33 84.00
1.25 15.67 48.67 10.00 12.67 13.00 158.67 84.33
2.5 15.00 21.67 8.67 22.00 32.67 235.67 85.00
5.0 11.33 48.00 3.00 7.00 30.67 197.67 88.67
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TDF + 3TC
1.25 + 0.625 13.00 29.00 17.67 15.33 25.00 210.33 87.00 1.85
25+1.25 12.33 39.00 7.33 6.67 34.67 212.33 87.67 1.54
5+25 20.33 40.33 11.33 7.67 20.33 167.33 79.67 2.49
10+5 18.33 30.00 12.33 9.67 29.67 202.33 81.67 2.17

Abbreviations: class 0, absence of genetic damage; classes 1 to 4, increasing levels of genetic damage; DI, damage index; DF%,
damage frequency; Cl, combination index; EFV, efavirenz; AZT, zidovudine; 3TC, lamivudine; TDF, tenofovir.

ANegative control, distilled water.

BPositive control, 1 mg/mL cyclophosphamide.

Means are the result of triplicates.
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Table 2

Evaluation of mutagenic and/or recombinogenic effects of the antiretroviral agents efavirenz (EFV) and combivir [zidovudine (AZT)

+ lamivudine (3TC)] isolated and in combination on somatic cells of Drosophila melanogaster larvae using the somatic mutation and

recombination test (SMART).

52

Treatment (mg/mL) Individuals ~ Frequency of mutant spots per individual (no. of spots)” Total Frequency of clone Recombination CI®
induction per 10° cells® (%)
(no.) SsS LSs TWS TOS mwh (n/NC)E
a—2 ceIIS)B >2 tells)B m=5 m=2 c
m=5 clones
m=2
(no.)
Observed Control-
corrected
EFV (ST cross, mwh/fir®)
Negative control” 60 0.50 (30) 0.07 (4) 0.02 (2) 0.58 (35) 22 1.20
0.78125 60 0.47 (28)— 0.07 (4)— 0.00 (0)— 0.53 (32)— 32 1.09 -0.10
1.5625 60 0.47 (28)— 0.02 (1)- 0.00 (0)— 0.48 (29)- 29 0.99 -0.20
3.125 60 0.38 (23)- 0.08 (0)i 0.03 (2)i 0.50 (30)— 29 0.99 -0.20
6.25 60 0.53 (32)- 0.03 (2)— 0.07 (4)i 0.63 (38)— 36 1.23 0.03
EFV (HB cross, mwh/flr®)
Negative control” 60 0.45 (27) 0.05 (3) 0.07 (4) 0.57 (34) 33 1.13
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0.78125 60 0.38 (23)— 0.05 (3)- 0.05 (3)- 0.48 (29)- 29 0.99 ~0.14
1.5625 60 0.37 (22)— 0.05 (3)- 0.03 (2)- 0.45 (27)- 27 0.92 ~0.20
3.125 60 0.37 (22)- 0.10 (6)i 0.08 (5)i 0.55 (33)— 32 1.09 003
Combivir (AZT + 3TC) (ST cross, mwh/fIr®)
Negative control 40 0.43 (17) 0.18 (7) 0.05 (2) 0.65 (26) 26 1.33
0.3906 + 0.1953 40 0.83 (33)+  0.33 (13)i 0.23 (9)+ 1.38 (55)+ 55 2.82 1.49 48.32
0.78125 + 0.3906 40 1.78 (71)+  1.18(47)+  0.35(14)+  3.(132)+ 132 6.76 5.43 93.37
1.5625 + 0.78125 40 3.80 (152)+ 3.03(121)+ 1.40 (56)+  8.23 (329)+ 328 16.80 15.47 87.72
Combivir (AZT + 3TC) (ST cross, mwh/TM3)
Negative control 40 0.30 (12) 0.03 (2) 0.33 (13) 14 0.72
0.3906 + 0.1953 40 0.63 (25)+ 0.08 (3)i | 0.70 (28)+ 46 2.36 1.64
0.78125 + 0.3906 40 0.45 (18)i 0.05 (2)i 0.50 (20)i 83 4.25 3.53
1.5625 + 0.78125 40 1.10 (44)+ 0.15 (6)i 1.25 (50)+ 128 6.56 5.84
EFV + combivir (AZT + 3TC) (ST cross, mwh/fir®)
Negative control 40 0.58 (23) 0.10 (4) 0.05 (2) 0.73 (29) 29 1.49
0.78125 + 0.3906 + 0.1953 40 0.88 (35)i 0.23 (9)i 0.03 (1)-  1.13 (45)+ 45 2.31 0.82 118.29 1.70
1.5625 + 0.78125 + 0.396 40 1.40 (56)+  0.30 (12)+ 0.15 (6)i 1.85 (74)+ 74 3.79 2.31 111.25 2.26
3.125 + 1.5625 + 0.78125 40 1.98 (79) +  0.65 (26)+ 0.13(5)i  2.75 (110)+ 109 5.58 4.10 92.44 3.72

EFV + combivir (AZT + 3TC) (ST cross, mwh/TM3)
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Negative control 40 0.68 (27) 0.0 (0) 0.68 (27) 25 1.28
0.78125 + 0.3906 + 0.1953 40 0.45 (18)— 0.10 (4)i | 0.55 (22)- 22 1.13 -0.15
1.5625 + 0.78125 + 0.396 40 0.45 (18)— 0.05 (2)i 0.50 (20)- 20 1.02 —-0.26
3.125 + 1.5625 + 0.78125 40 0.75 (30)— 0.03 ()i 0.78 (31)- 31 1.59 0.31

Abbreviations: SSS, small simple spots; LSS, large simple spots; TWS, twin spots; TOS, total spots; m, multiplication factor for the evaluation of significantly
negative results.

Astatistical diagnosis according to Frei and Wiirgler (1988): +, positive; —, negative; i, inconclusive (p < 0.05).

®Including rare single spots fir.

“Considering clones mwh for single spots mwh and twin spots.

PCalculated according to Frei et al. (1992).

EC = 48.000, i.e., approximate number of cells examined per individual.

FPercentage of recombination calculated using the formula: R = 1-[(n/NC in individual mwh/TM3)/(n/NC in individual mwh/fir®)] x 100.

ClI calculated using the formula: ClI = [(fa/fag) + (fa/fas)], where a and b are the medicines used in the combinations. Control corrected frequencies were used
for these calculations.
HNegative control, distilled water.

'Only single spots mwh can be observed in heterozygous individuals mwh/TM3, since balancer chromosome TM3 does not contain the mutant gene fir.
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Evaluation of mutagenic and/or recombinogenic effects of the antiretroviral agents tenofovir (TDF) and lamivudine (3TC) isolated

and in combination on somatic cells of Drosophila melanogaster larvae using the somatic mutation and recombination test

(SMART).
Treatment (mg/mL) Individuals  Frequency of mutant spots per individual (no. of spots)” Total Frequency of clone Recombination CI®
induction per 10° cells® (%)
(no.) SsS LSs TWS TOS mwh (n/NC)E
a—2 ceIIS)B >2 tells)B m=5 m=2
m=5 clones
m=2
€ (no.)
Observed Control-
corrected
TDF (ST cross, mwh/flr®)
Negative control 40 0.55 (19) 0.05 (2) 0.10 (4) 0.70 (28) 28 1.43
1.25 40 0.95 (38)+ 0.10 (4)i 0.10 (4)— 1.15 (46)+ 46 2.36 0.92 150
25 40 0.73 (29)i 0.35 (14)+ 0.15 (06)i 1.23 (49)+ 48 2.46 1.02 140.20
5 40 1.08 (43)+ 0.48 (19)+ 0.33 (13)+ 1.88 (75)+ 75 3.84 241 104.15
10 40 1.78 (71)+ 1.03 (41)+ 0.75 (30)+ 3.55 (142)+ 134 6.86 5.43 96.32
TDF (ST cross, mwh/TM3)
Negative control 40 0.63 (25) 0.0 (0) 0.63 (25) 25 1.28
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1.25 40 0.38 (15)— 0.03(1)i 0.40 (16)— 16 0.82 —0.46
2.5 40 0.43 (17)- 0.0 (0)— 0.43 (17)- 17 0.87 -0.41
5 40 0.53 (21)- 0.05 (2)i 0.58 (23)- 23 1.18 -0.10
10 40 0.65 (26)— 0.08 (3)i 0.73 (29)- 29 1.49 -0.20
3TC (ST cross, mwh/flr®)
Negative control 40 0.45 (18) 0.0 (0) 0.0 (0) 0.53 (21) 21 1.08
0.625 40 1.80 (72)+  1.60 (64)+  0.85(34)+  4.28 (171)+ 165 8.45 7.38 94.44
1.25 40 2.85 (114)+ 4.73 (189)+ 4.48(179)+  9.50 (380)+ 370 18.95 17.88 95.13
2.5 40 4.78 (191)+ 5.60 (224)+ 5.55(222)+  12.35 (494)+ 475 24.33 23.26 91.19
5 40 455 (182)+ 6.38 (255)+ 8.68(347)+  14.15(566)+ 546 27.97 26.90 91.23
3TC (ST cross, mwh/TM3)
Negative control 40 0.43 (17) 0.0 (0) 0.43 (17) 17 0.87
0.625 40 0.58 (23)i 0.05 (2)i 0.63 (25)i 25 1.28 0.41
1.25 40 0.68 (27)i 0.18 (7)+ ! 0.85 (34)+ 34 1.74 0.87
25 40 0.88 (35)+  0.55 (22)+ 1.43 (57)+ 57 2.92 2.05
5 40 0.83(33)+  0.75 (30)+ 1.58 (63)+ 63 3.23 2.36
TDF + 3TC (ST cross, mwh/flr)
Negative control 40 0.65 (26) 0.05 (2) 0.03 (1) 0.73 (29) 29 1.49
1.25 + 0.625 40 1.85 (74)+  1.90 (76)+  1.00 (40)+  4.75 (190)+ 185 9.48 7.99 92.99 1.04
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25+1.25 40 3.48 (139)+ 3.00 (120)+ 1.60 (64)+  8.08 (323)+ 319 16.34 14.86 94.48 1.27
5+25 40 4.18 (167)+ 4.38(175)+ 2.13(85)+  10.68 (427)+ 419 21.47 19.98 90.49 1.28
10+5 40 6.(252)+  5.73(229)+  2.28 (91)+ 14. (572)+ 563 100.46 28.84 92.32 1.12
TDF + 3TC (ST cross, mwh/TM3)
Negative control 40 0.65 (26) 0.03 (1) 0.68 (27) 27 1.38
1.25 +0.625 40 0.88 (35)i 0.08 (3)i 0.95 (38)i 38 1.95 0.56
25+1.25 40 0.78 (31)+  0.30 (12)i ! 1.08 (43)+ 43 2.20 0.82
5+25 40 1.28 (51)+  0.33 (13)+ 1.60 (64)+ 64 3.28 1.90
10+5 40 1.38(55)+ 0.33 (13)+ 1.70 (68)+ 68 3.48 2.10

Abbreviations: SSS, small simple spots; LSS, large simple spots; TWS, twin spots; TOS, total spots; m, multiplication factor for the evaluation of significantly

negative results.

Astatistical diagnosis according to Frei and Wiirgler (1988): +, positive; —, negative; i, inconclusive (p < 0.05).

®Including rare single spots fr,

Considering clones mwh for single spots mwh and twin spots.

PCalculated according to Frei et al. (1992).

FC = 48.000, i.e., approximate number of cells examined per individual.

FPercentage of recombination calculated using the formula: R = 1-[(n/NC in individual mwh/TM3)/(n/NC in individual mwh/fir®)] x 100.

©ClI calculated using the formula: CI = [(fa/fas) + (fa/fag)], where a and b are the medicines used in the combinations. Control corrected frequencies were used

for these calculations.
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HNegative control, distilled water.

'Only single spots mwh can be observed in heterozygous individuals mwh/TM3, since balancer chromosome TM3 does not contain the mutant gene flr°.
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Since EFV was not genotoxic, the HB cross (ORR; flr3/TM3 Bd® females x
mwh/mwh males) was tested as well. The ORR line carries chromosomes
responsible for a high constitutive level of cytochrome P450 enzymes and
therefore is effective to detect promutagens and procarcinogens (Graf et al.,
1984; Andrade et al., 2004). The three lowest concentrations used in ST cross
were also tested in HB cross, and EFV alone was not
mutagenic/recombinogenic at any concentrations tested (Table 2). Once
bioactivation did not influence EFV genotoxicity, the experiment was carried out
only with the ST cross. Combivir and EFV + combivir exhibited genotoxic effects
at all concentrations tested with prevalence of recombinogenic effects.

Based on the dose-response increase in frequency of total mutant spots in
MH individuals at all concentrations tested, it is possible to infer that TDF
promoted DNA damage by inducing mutational and/or recombinational events
(Table 3). Given that TDF, combivir, 3TC, TDF + 3TC, and EFV + combivir
induced genotoxicity in MH flies, the heterozygous flies for balancer
chromosome TM3 (BH) were analyzed in order to quantify the contribution of
recombinogenic events.

The recombinogenic potential of TDF was calculated comparing the
frequencies of clone induction obtained in MH and BH progenies. At all
concentrations tested, the contribution of recombination to total induced
genotoxic events was almost 100%. These findings indicate that TDF is
predominantly recombinogenic, although it does not induce toxic effects. The
same occurred with 3TC and TDF + 3TC, which were predominantly

recombinogenic at all concentrations tested.
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According to our results, both combinations tested, namely EFV + combivir

and TDF + 3TC, induced antagonistic effects.

4. Discussion

The purpose of this study was to evaluate the genotoxicity of the antiretroviral
agents EFV and TDF alone and in combination with combivir and 3TC,
respectively, using the comet assay and SMART in D. melanogaster. The
deoxyribonucleoside kinases of D. melanogaster and some enzymes of
mammalian cells have similarities, especially human mitochondrial thymidine
kinase 2, with which they share many substrates (Munch-Petersen et al., 1998;
Johansson et al., 1999; Solaroli et al., 2003).

The comet assay, one of the tests used to assess genotoxicity and DNA
repair, can be used in all cells in many model organisms to detect low levels of
cell damage and different types of damage, including single-strand breaks and
alkali-labile sites (Hartmann et al., 2004; Dhawan et al., 2009; Carmona et al.,
2011a, 2011b; Brennan et al., 2012; Godschalk et al., 2013; Guanggang et al.,
2013; Collins et al., 2014; Gaivao and Sierra, 2014)

SMART allows the simultaneous evaluation of two processes related to
carcinogenesis: (i) mutations, due to replication damage, environmental factors,
or deficiencies in repair mechanism; (i) homologous recombination, due to loss
of heterozygosity of genes involved in cell cycle regulation (Graf et al., 1984;
Bishop and Schiestl, 2003; Andrade et al., 2004).

In this study, the toxic and genotoxic effects of EFV were evaluated and the
results indicated that this compound was toxic at higher concentrations (12.5,

25, and 50 mg/mL), although it did not show induction of mutagenic and
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recombinogenic events. The toxicity results found for this antiretroviral agent
corroborate the outcomes of the study conducted by Diaz-Delfin et al. (2011),
which showed that at low concentrations (0.5 and 4 pM), EFV was not
significantly cytotoxic, but at 20 uM it caused extensive cell death.

Despite the low rates of toxicity of many antiretroviral regimens, their effects
over decades of treatment are still controversial and not properly established
(Richman et al., 2009). Adjene and Igbigbi (2010) suggested that the long-term
administration of EFV caused toxic effects on the inferior colliculus of Wistar
rats, detected as a decrease in cell number, probably due to cell death induced
by this compound.

Bumpus (2011) incubated primary human hepatocytes with 8-
hydroxyefavirenz (8-OHEFV), the primary metabolite of EFV, which resulted in
cell death, caspase-3 activation, and reactive oxygen species formation. The
treatment of primary human hepatocytes with EFV and 8-OHEFV stimulated the
phosphorylation of both c-Jun N-terminal kinase and its substrate c-Jun, and
increased the mMRNA and protein expression of an isoform of the proapoptotic
protein Bim (Bcl-2, a mediator of cell death). These findings suggest that the
oxidative metabolite 8-OHEFV is a more potent inducer of hepatic cell death
than EFV. In the present study, EFV caused toxic effects only at the highest
concentration tested and did not display genotoxic effects on the HB cross.

In the reviews of genotoxicity and carcinogenicity conducted by Brambilla et
al. (2011) and Wu et al. (2012), EFV exhibited no genotoxic effects in vitro or in
vivo using different organisms or cell cultures (Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, ovarian cells of Chinese hamster, mice, mammalian cells, and

human lymphocytes). In spite of the absence of mutagenic and recombinogenic
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effects of EFV in the present study, this compound displayed genotoxic effects
detected by the comet assay. We suggest that repair mechanisms counteracted
the DNA damage induced by EFV, and this could not be detected by SMART,
an assay that evaluates fixed lesions.

In relation to combivir, our results are in accordance with those of a previous
study that showed absence of toxicity but induction of genotoxic effects at
equivalent concentrations of AZT + 3TC (combivir) (Turner et al., 2004). The
combination EFV + combivir exhibited antagonic genotoxic, mutagenic, and
recombinogenic effects detected as decreases in DI and frequency of total
spots compared to combivir alone using the comet assay and SMART,
respectively.

Brambilla et al. (2012) performed a review of carcinogenicity of medicines
including EFV and TDF, and concluded that the former displayed no effects in
all tests, whereas the latter showed positive results in female mice in a long-
term assay. According to Brambilla et al. (2011), although TDF did not show
genotoxicity in S. typhimurium and mice assays, it was genotoxic to L5178Y
mouse lymphoma cell line. Additionally, TDF was genotoxic when tested in
mammalian cell cultures (Wu et al., 2012).

In a previous study conducted by Guimarées et al. (2013), in our laboratory,
3TC displayed mutagenic and/or recombinogenic effects, although the
recombinogenic ones predominated using SMART. In the present study, the
combination TDF + 3TC exhibited antagonism for genotoxic effects, both in the
comet assay and SMART.

In a review of carcinogenicity induced by medicines authorized in Europe

between 1995 and 2009, Friedrich and Olejniczak (2011) reported that EFV was
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not considered genotoxic and did not promote carcinogenesis in rats, but was
carcinogenic to mice. In contrast, TDF was proven to be genotoxic and
carcinogenic in rats and mice and to induce lipoma, uterine polyps, duodenal
tumors, and hepatic adenoma in mice, therefore representing a carcinogenic
risk to humans.

We consider that homologous recombination is an important parameter to be
taken into consideration in the assessment of carcinogenicity of drugs used in
antiretroviral therapy regimens, due to the need for lifelong adherence and the
unknown effects of long-term treatments. Therefore, it is crucial to constantly
analyze these medicines alone and in combinations to identify their toxic and
genotoxic activities in order to ensure quality of life of patients under

monotherapy or highly active antiretroviral therapy.
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Abstract

Commonly used guidelines for the management of human immunodeficiency virus
(HIV) infection (highly active antiretroviral therapy, HAART) include drug
combinations such as tenofovir disoproxil fumarate (TDF) + lamivudine (3TC) and
combivir [zidovudine (AZT) + 3TC] + efavirenz (EFV). These combinations may
enhance the genotoxic effects induced by such drugs individually, since the therapy
requires lifelong adherence and the drugs have unknown effects during treatment.
Thus, the evaluation of the benefits and risks of HAART is of great importance. In
order to assess the cytotoxic and genotoxic potential of three concentrations of each
of the antiretroviral combinations TDF + 3TC (800 + 400, 1600 + 800, and 3200 +
1600 mg/kg body weight, BW) and combivir + EFV (200 + 100 + 400, 400 + 200 +
800, and 800 + 400 + 1600 mg/kg BW) after two exposure periods (24 h and 48 h), in
the present study the in vivo comet assay (single-cell gel electrophoresis) and the
mouse bone marrow micronucleus test were used. Neither TDF + 3TC nor combivir +
EFV induced DNA damage at any concentrations tested after 24 h or 48 h using the
comet assay. After 24 h, both combinations increased the micronucleus frequency at
all concentrations tested. After 48 h, combivir + EFV increased the micronucleated
polychromatic erythrocyte (MNPCE) frequency at the two highest concentrations
tested. Polychromatic erythrocytes (PCE)/normochromatic erythrocytes (NCE) ratio
was high for both combinations, suggesting that they can be mitogenic. Since
genotoxicity may be related to carcinogenesis, it is necessary to conduct further

studies to verify the long-term mutagenic effects of these drugs.
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Introduction

The fact that the human immunodeficiency virus (HIV) undergoes several
mutations in DNA structure hinders the success of treatments with only one drug.
Additionally, in recent years, little progress has been made towards the development
of an HIV vaccine, and the maximum efficiency achieved was 31.2%. Thus, the
highly active antiretroviral therapy (HAART), a combination of two or more
antiretroviral drugs, has been used effectively and safely in the management of

HIV/AIDS since 1996 [1-4].

Common guidelines for the management of HIV infection (HAART) include the
following drug combinations: tenofovir disoproxil fumarate (TDF) plus lamivudine
(3TC) and efavirenz (EFV) plus combivir [zidovudine (AZT) + 3TC] [5-8]. However, in
studies of each of these drugs individually, some of them presented several side
effects. TDF and EFV caused hepatocellular adenomas, carcinomas, and pulmonary
alveolar/bronchiolar adenomas in female mice. AZT had clastogenic effects such as
sister chromatid exchange and reduction in telomere length. Finally, 3TC exhibited

clastogenic effects with micronuclei induction [9-16].

Consequently, these combinations may enhance the genotoxic effects induced by
the drugs individually, due to the requirement of lifelong adherence and the unknown
effects of long-term treatment. Moreover, the evaluation of the risk/benefit of the
drugs should always be performed, because even though many antiretroviral
combinations apparently do not present risk to human health due to low levels of
toxicity, the cumulative effects of the treatment over decades is still controversial and

not fully understood [4,17-20]. Considering that genotoxicity may be related to



71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

75

carcinogenesis, it is important to evaluate the genotoxic effects of medicines using

tests such as the comet assay and the micronucleus test.

The comet assay is useful for detecting DNA damage caused by alkylating,
intercalating, and oxidizing agents. The alkaline version of the test detects DNA
single- and double-strand breaks, alkali-labile sites, and crosslinks, lesions that can

be repaired, since they have not gone through repair mechanisms [21-25].

The micronucleus test detects DNA damage caused by clastogenic and aneugenic
agents by assessing DNA damage at the chromosome level. Micronuclei represent
the genetic material lost by the main core due to the action of physical, chemical, or

biological agents that caused genetic damage to the chromosome [26—29].

Therefore, the aim of the present study was to assess the cytotoxic and genotoxic
potential of the antiretroviral combinations combivir + EFV and TDF + 3TC using the

comet assay and the mouse bone marrow micronucleus test [26,30,31].

Materials and Methods
Animals

This study was approved by the Animal Research Ethics Committee of the
Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG no. 046/13) and followed the rules of
animal management and experimentation of the Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal [32]. Healthy, young adult outbred male mice (Mus
musculus, Swiss Webster), weighing 30-40 g, aged 7-12 weeks, obtained from the
Central Laboratory of the Universidade Federal de Goias were brought to the
laboratory 7 days prior to the experiment. They were housed in polypropylene cages

(40 cm x 30 cm x 16 cm), lined with wood shavings, changed daily, with five animals
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each, at 24 £ 2°C, 50 £ 20% humidity, and a light-dark natural cycle of 12 h. The
animals were fed with standard food pellets (appropriate commercial rodent diet

Labina, Ecibra Ltda, Santo Amaro, SP, Brazil) and water was provided ad libitum.

Chemicals

The medicines Viread® [300 mg TDF (CAS 202138-50-9) per tablet],
Lamivudina® [150 mg 3TC (CAS 134678-17-4) per tablet], Estiva-600® [600 mg EFV
(CAS 154598-52-4) per tablet], and Combivir® [300 mg AZT (CAS 30516-87-1) + 150
mg 3TC per tablet], kindly donated by the Hospital de Doencas Tropicais Dr. Anuar
Auad, Goiania, GO, Brazil, were used in this study. Fetal calf serum (Laborclin,
Pinhais, PR, Brazil), Giemsa (Newprov, Pinhais, PR, Brazil), dibasic sodium
phosphate, monobasic sodium phosphate, absolute methanol, NaCl (Vetec Quimica
Fina Ltda, Dugue de Caxias, RJ, Brazil), agarose normal melting point, agarose low
melting point, phosphate buffered saline (PBS), triton X-100, dimethyl sulfoxide
(DMSO0), stock lysis solution, tris-HCI buffer, ethidium bromide (Genética Brasil,
Brasilia, DF, Brazil), and cyclophosphamide (CPA, Baxter Hospitalar Ltda., Sao

Paulo, SP, Brazil) were used.

Protocols in vivo

Groups of five mice were weighed before administering the chemicals and treated
by gavage (forced feeding) with two combinations of antiretroviral drugs, at three

different concentrations each, and two exposure periods (24 h and 48 h).

On the one hand, 3TC did not present any effects administered intraperitoneally to

rats at the concentration of 200 mg/kg body weight (BW) assessed by the
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micronucleus test [33], and therefore we calculated the clinical proportion of the
combination TDF + 3TC (2:1) and doubled this concentration, resulting in the lowest
concentration of 800 + 400 mg/kg BW. The other concentrations were calculated to

be two- and four-fold higher (1600 + 800 and 3200 + 1600 mg/kg BW).

On the other hand, AZT had results at the concentration of 200 mg/kg BW in mice
treated intraperitoneally assessed by the micronucleus test [33]. Based on this initial
concentration, we calculated the clinical proportion of combivir + EFV (2:1:4),
obtaining the lowest concentration of 200 + 100 + 400 mg/kg BW. The other
concentrations were calculated to be two- and four-fold higher (400 + 200 + 800

mg/kg BW and 800 + 400 + 1600 mg/kg BW).

The tablets were macerated with a mortar and pestle and diluted in distilled water
before administration. Solutions and dilutions were prepared immediately before use.
The solvent (distilled water) was used as the negative control, and CPA (50 mg/kg

BW) administered intraperitoneally (ip) was used as the positive control.

All the animals were euthanized by cervical dislocation 24 h or 48 h after
treatment. The femurs were removed, the proximal epiphysis was cut, and the bone
marrow cells from both femurs were flushed with 1 mL fetal calf serum at 37°C. The
supernatant was partially discarded and the precipitate, homogenized with a Pasteur

pipette, was used for the preparation of slides.

Comet assay in mice bone marrow

The comet assay was performed using the alkaline method with few modifications
[21,31]. Slides previously coated with normal melting point agarose (1.5%) received a

homogenate of 15 pL bone marrow cells diluted in 1 mL PBS buffer (pH 7.0) and 130
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uL low melting point agarose (0.5%) at 37°C. The material was spread on the slides
with coverslips and taken to a cold chamber. After gelation, the coverslips were
carefully removed. The slides were immersed in lysis solution protected from light
(1% triton X-100, 10% DMSO, 2.5 M NaCl, 100 mM NazEDTA, and 10 mM Tris, pH
10.0) at 4°C for 12—24 h. Subsequently, the slides were incubated with freshly made
alkaline solution (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) at 4°C for 20 min for DNA
unwinding. The slides were kept in cuvettes (protected from light) containing a cold
lysis solution (triton X-100, DMSO, and stock lysis solution) for 24 h. Electrophoresis
was carried out at 25 V, and the current was adjusted to 300 mA, at 4°C. The slides
were exposed to this electrical current in the dark for 30 min. After electrophoresis,
the slides were placed in a staining tray, covered with a neutralizing buffer (0.4 M tris-
HCI, pH 7.5), and kept in the dark for 5 min. The slides were stained with 20 uL
ethidium bromide solution (0.02 mg/mL) and covered with a coverslip. The analysis
was performed using a fluorescence microscopy system, Axioplan-lmaging® (Carl
Zeiss Light Microscopy, Gottingen, Germany), the Integrated Spectrographic
Innovative Software (ISIS) with an excitation filter of 510-560 nm, and a barrier filter
of 590 nm, 200x magnification, with 50 nucleoids analyzed per slide, totaling 100

nucleoids per sample.

For the assessment of the genomic damage using the comet assay, the Open
Comet™ software, version 1.3 (Cometbio-OpenComet, Singapore) was employed.
The nucleoids with completely fragmented heads were not taken into account in our
analysis. Of the 17 parameters provided by the software, we selected four, as
follows: tail length (TL), percentage of DNA in the tail (%DNA in tail), tail moment

(TM), and Olive tail moment (OTM) [34].
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The statistical analysis was performed using the software SigmaStat, version 3.5.
The mean and standard deviation (SD) of the four aforementioned parameters of
each group treated were considered. The analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey’s test a posteriori were carried out comparing the treated groups with their
respective control groups. The results were considered statistically significant when p

<0.05.

Micronucleus test

The micronucleus test was performed according to Heddle [26]. After sample
homogenization, 20-pL aliquots of bone marrow cells prepared as described above
were smeared on glass slides, coded for blind analysis, air-dried, and fixed with
absolute methanol at room temperature for 5 min. The smears were stained with
Giemsa, dibasic sodium phosphate, and monobasic sodium phosphate, and buffered
at pH 6.8 for 15 min. After this period, the slides were washed, dried at room
temperature, and analyzed in an optical microscope (Olympus BH-2 10x100, Tokyo,

Japan), 1000x magnification.

For each animal, two slides were prepared for each concentration of the
combinations and 1000 polychromatic erythrocytes (PCE) were counted in each
slide, totaling 2000 PCE, to determine the frequency of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) using light microscopy (Olympus BH-2 10 x 100, Tokyo,
Japan). Simultaneously, the frequency of normochromatic erythrocytes (NCE) was
determined and the PCE/NCE ratio was calculated, allowing inferences about the

cytotoxic potential of the drugs tested.
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The statistical analysis was carried out using the software SigmaStat, version 3.5.
The frequencies of PCE/NCE ratio were compared with the negative control groups
using the chi-square test. To compare the cytotoxicity at the two exposure periods,
the chi-square test was applied. The frequency of micronuclei per 2000 PCE for each
concentration was compared with the negative control group using ANOVA, to infer
whether clastogenicity and/or aneugenicity induced by the drugs tested were present.
To compare the genotoxicity at the two exposure periods, the Student-t test was
performed for each concentration. The results were considered statistically significant

when p < 0.05.

Results

All the animals survived the treatments and no clinical signs of toxicity were
observed in any treated groups. The frequencies of genomic damage in mice bone
marrow and controls are shown in Table 1. Based on the four parameters assessed
using the comet assay, neither of the combinations tested significantly induced DNA
damage at the exposure periods (24 h and 48 h) compared with their respective

negative controls.

The results obtained for the micronucleus test are presented in Table 2, including
the mean MNPCE per 2000 PCE for genotoxicity and the mean PCE/NCE ratio for
cytotoxicity. At 24 h, combivir + EFV significantly increased MNPCE frequency,
demonstrating its genotoxic potential, and increased the PCE/NCE ratio at all tested
concentrations. Compared with the negative control, this combination of drugs
showed absence of cytotoxic effect, since cytotoxicity is proven by a decrease in the
PCE/NCE ratio. At 48 h of exposure and compared with the negative control, this

combination significantly increased MNPCE frequency at the two highest



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

81

concentrations and increased the PCE/NCE ratio at all concentrations tested,

indicating that this combination is non-cytotoxic and exhibited mitogenic potential.
Compared with the exposure period of 24 h, at 48 h of exposure, combivir + EFV
significantly reduced MNPCE frequency and significantly increased the PCE/NCE

ratio at all concentrations tested.

At 24 h, TDF + 3TC significantly increased the frequency of MNPCE and the
PCE/NCE ratio compared with the negative control, displaying genotoxic effects and
non-cytotoxic effects, respectively. At 48 h, the use of this combination of drugs did
not lead to significant differences in MNPCE frequency at any tested concentrations
compared with the negative control, demonstrating absence of genotoxicity.
Additionally, at the same exposure period, this combination caused significant
increase in the PCE/NCE ratio at all concentrations tested compared with the
negative control, showing no cytotoxicity. Compared with the exposure period of 24
h, at 48 h, this combination significantly reduced MNPCE frequency at all
concentrations tested and significantly increased the PCE/NCE ratio at the two
lowest concentrations. No changes were observed in the PCE/NCE ratio at the

highest concentration tested compared with the exposure period of 24 h.

Discussion

The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of two
antiretroviral combinations (TDF + 3TC and combivir + EFV) using the comet assay

and the micronucleus test.

Neither of the combinations tested exhibited genotoxicity in the comet assay, but

both displayed genotoxicity in the micronucleus test at 24 h. In the micronucleus test,
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DNA damage occurred at chromosomal level, suggesting that drug combinations can
induce clastogenic and aneugenic effects. Furthermore, the PCE/NCE ratio was high

for both combinations of drugs, suggesting that they can be mitogenic.

EFV, one of the components of the combination combivir + EFV, presents
selective cytotoxic effects on various tumor cells, leading to phosphorylation and
activation of the p53 tumor suppressor protein. Therefore, it has antitumorigenic and
cytostatic potential [35]. This cytotoxic selectivity for tumor cells, or even the
interaction of the drugs in the combination combivir + EFV, may have been
responsible for the absence of cytotoxic effects observed in this study, inasmuch as
our tests were performed in hon-tumorous cells. This finding is corroborated by the
fact that EFV alone was not cytotoxic to human adipose tissue at low concentrations

(0.5 and 4 uM) [36].

In our study, combivir (AZT + 3TC) in combination with EFV displayed mitosis-
inducing effects since it increased PCE, thus not exhibiting cytotoxicity. However, the
antiretroviral drugs AZT and 3TC administered isolatedly have previously been
shown to be cytotoxic to CrFK cells [37]. Therefore, we suggest that the interaction of

these drugs may reduce their cytotoxic effects.

In relation to genotoxicity, at the concentration of 400 mg/kg BW, AZT caused
genotoxic effects on the peripheral blood lymphocytes and on liver and kidney cells
assessed using the comet assay and induced micronuclei in bone marrow cells [34].
Also, AZT was genotoxic to human H9 lymphoblastoid cells in a dose-dependent
manner at the concentrations of 0.05, 0.2, 0.4, 0.8, and 1.2 mM. These findings
suggest that DNA damage was caused by alkali-labile lesions and not by double-
strand breaks, because the genomic damage occurred only at pH 13.0, and not at pH

12.1 or 8.0 [38]. In another study, AZT was genotoxic and 3TC was not genotoxic
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when administered to neonatal mice. Finally, the combination AZT + 3TC did not alter

the responses observed with AZT alone [33].

Increased damage indexes and frequencies were observed in the brain of mice
subchronically treated with 10 mg/kg BW EFV. This finding suggests that this drug

might induce genotoxicity in the brain [39].

In our study, the combination combivir + EFV had genotoxic effects at
chromosomal level (clastogenicity and/or aneugenicity) at both exposure periods.
AZT caused chromosomal aberrations in culture cells of patients that received 1200
mg/day [40], therefore, this drug alone may have contributed to the genotoxicity
found in our study. Another possibility is that combivir is responsible for the
genotoxicity, since AZT and combivir caused a decrease in the percentage of
reticulocytes (RETs) and an increase in the percentage of micronucleated RETs and

micronucleated normochromatic erythrocytes in neonatal mice [41].

The combination TDF + 3TC did not induce DNA damage assessed using the
comet assay, not causing cytotoxicity in either exposure period, but increased
MNPCE frequency at 24 h assessed using the micronucleus test. The induction of
mitosis in PCE caused by this combination of drugs, observed by the increase in the
PCE/NCE ratio, can be due to the action of 3TC. HepG2 cells treated with 3TC, AZT,
and abacavir (ABC) showed slight increases in mitochondrial DNA compared with the
control group. On the other hand, TDF had no effect on mitochondrial DNA content in
this cell line [42]. Given that 3TC interferes with mitochondrial DNA replication, we
suggest that this drug could contribute to cell proliferation, inducing mitosis. In a
study that assessed the cytotoxicity profile of TDF on various cell types, this

antiretroviral drug exhibited the lowest cytotoxic effects on all cell types tested
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compared to other nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTISs) [43]. This

absence of cytotoxicity was confirmed in our study even in combination with 3TC.

TDF alone showed no genotoxicity assessed by the Ames test, the chromosomal
aberration test using Chinese hamster lung (CHL), and the micronucleus assay [44].
However, AZT and 3TC individually tested showed induction of micronuclei in
cultured human lymphocytes in binucleated cells using the cytokinesis-block
micronucleus (CBMN) assay [13,14]. In the present study, TDF + 3TC exhibited

clastogenic and/or aneugenic effects on MNPCE induction.

Comparing both exposure periods, combivir + EFV and TDF + 3TC increased the
PCE/NCE ratio respectively at all concentrations tested and at the two lowest
concentrations. At 48 h, combivir + EFV and TDF + 3TC caused decrease in the NCE
frequency respectively at all concentrations tested and at the two lowest
concentrations. In contrast, MNPCE induction significantly decreased at 48 h at all
concentrations tested of both combinations. This decrease may be related to the half-
life of the compounds, a parameter that is low in relation to the exposure time: 5-9 h
for AZT triphosphate and 11-33 h for 3TC triphosphate [45]. For patients with
CYP2B6 516 GG, GT, and TT genotypes, EFV half-lives were 23, 27, and 48 h,
respectively [46]. After the administration of 300 to 600 mg TDF to human cohorts,
the drug concentrations in the serum decreased rapidly with half-lives between 12 h
to 15 h [47]. The elimination of micronucleated cells can occur as a consequence of
apoptosis [48-50], which justifies the decrease in MNPCE frequency observed at 48
h. A selective elimination of MNPCE in peripheral blood was found [51], and we

suggest that the same mechanism may have occurred in the bone marrow.

In the comet assay neither combination induced DNA damage at all tested

concentrations at both exposure periods (24 h and 48 h), whereas in the
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micronucleus test combivir + EFV induced higher MNPCE frequency than TDF + 3TC
at all tested concentrations at both exposure periods. In contrast, the PCE/NCE ratio
was higher with the combination TDF + 3TC, indicating greater mitogenic potential at

both exposure periods.

Genotoxicity may be related to carcinogenesis and both combinations of drugs
tested demonstrated that they are capable of inducing clastogenic and/or aneugenic
effects. However, further long-term studies are necessary to evaluate the possible
side effects of the different combinations of drugs administered in the lifelong

antiretroviral therapy of HIV-infected patients.
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Table 1. Comet assay analysis in bone marrow cells of mice treated with two antiretroviral combinations and their

respective controls.

Treatment Comet assay parametersl (mean £ SD)
TL % DNA in tail ™ OT™M

Combivir + EFV

24 h

Negative control? 9.45+1.98 24.77 £ 5.87 7.72 +1.68 475+1.01
Positive control® 26.44 + 3.80 74.54 + 10.77 25.05+3.81 1296 +1.81
200 + 100 + 400 mg/kg 12.25 +4.902 23.76 £ 5.292 9.56 + 3.112 5.97 +2.012
400 + 200 + 800 mg/kg 12.42 + 5.742 23.42 +7.242 9.67 +4.042 6.10 + 2.452
800 + 400 + 1600 mg/kg 10.48 + 3.232 22.19 + 2.822 8.60 + 2.662 5.45+1.672
48 h

Negative control 9.45+1.98 24.77 £ 5.87 7.72 +1.68 475+1.01
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Positive control 16.48 + 3.53 26.09 £0.40 1094 +1.44 7.06 £0.82
200 + 100 + 400 mg/kg 9.95 + 3.562 18.47 + 7.852 7.16 + 3.902 4.79 + 2.312
400 + 200 + 800 mg/kg 12.05 + 2.862 25.16 + 3.612 9.60 + 2.612 6.15+1.572
800 + 400 + 1600 mg/kg 12.26 £ 1.992 25.66 +7.732 9.54 + 2.442 6.00+1.272
TDF + 3TC

24 h

Negative control 9.45+1.98 24.77 £5.87 7.72+1.68 4.75+1.01
Positive control 26.44 + 3.80 74.54 +10.77 25.05+3.81 1296 +1.81
800 + 400 mg/kg 10.67 + 3.242 23.03 + 6.862 8.30 + 3.262 5.51+1.922
1600 + 800 mg/kg 9.79+2.872 21.07 +8.332 7.77+2972 4.77 +1.502
3200 + 1600 mg/kg 10.15 + 1.322 2423 +4.792 7.95+1.202 5.05+0.582
48 h

Negative control 9.45+1.98 24,77 £5.87 7.72+1.68 4.75+1.01
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521

522

523

524

Positive control 16.48 £ 3.53 26.09 £ 0.40 10.94 £ 1.44
800 + 400 mg/kg 12.91 + 3.592 30.53 + 7.462 11.21 +3.102
1600 + 800 mg/kg 14.06 + 5.442 26.65 + 13.212 11.42 + 4922
3200 + 1600 mg/kg 6.74 + 1.152 16.64 + 2.952 5.30 + 1.082

96

7.06 £0.82

6.63 +1.842

6.98 + 2.602

3.38 £ 0.652

1 TL, tail length; %DNA in tail, percentage of DNA in the tail; TM, tail moment; OTM, Olive tail moment.
2 Negative control: distilled water.

3 Positive control: cyclophosphamide (50 mg/kg BW).

All the results were compared with their respective control group at the respective exposure period.

# No statistically significant difference compared with the negative control group (p > 0.05).
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Table 2. Frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes
(MNPCE) and polychromatic and normochromatic erythrocyte (PCE/NCE)
ratio in bone marrow of mice treated with two antiretroviral combinations

and their respective controls.

Treatment MNPCE/2000 PCE PCE/NCE

(mean £SD)

(mean £SD)

Combivir + EFV

24 h

Negative control* 3.20+£0.84 1.27 £0.08
Positive control? 27.20+£1.30 0.71+£0.02
200 + 100 + 400 mg/kg 11.00 + 1.58° 2.17 + 0.66"
400 + 200 + 800 mg/kg 11.60 + 2.51° 1.66 + 0.16"
800 + 400 + 1600 mg/kg 9.80 + 2.77" 1.71 +0.19°
48 h

Negative control 3.20+0.84 1.27 +0.08
Positive control 22.00+1.41 0.78 £ 0.03
200 + 100 + 400 mg/kg 5.60 + 1.3424 3.24 + 0.63
400 + 200 + 800 mg/kg 6.20 + 1.48"4 2.84 + 0.55"¢
800 + 400 + 1600 mg/kg 6.00 + 1.58"¢ 2.99 + 0.76"¢

TDF + 3TC

24 h
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Negative control 3.20+£0.84 1.27 £0.08
Positive control 27.20+£1.30 0.71+£0.02
800 + 400 mg/kg 9.20 +1.3" 2.83 +0.55"
1600 + 800 mg/kg 8.00 + 1.22° 2.67 +0.15°
3200 + 1600 mg/kg 8.60 + 1.34° 3.30+0.34°
48 h

Negative control 3.20+£0.84 1.27 £0.08
Positive control 22.00+1.41 0.78 £ 0.03
800 + 400 mg/kg 4.20 + 0.4534 3.23 +0.34"¢
1600 + 800 mg/kg 3.80 + 0.8424 3.14 + 0.54"¢
3200 + 1600 mg/kg 4.40 + 0.892¢ 3.30 + 0.41°¢

! Negative control: distilled water.

2 Positive control: cyclophosphamide (50 mg/kg BW).

All the results were compared with their respective control group at the

respective exposure period.

% No statistically significant difference compared with the negative control group

(p > 0.05).

® Statistically significant difference compared with the negative control group (p

< 0.05).

° No statistically significant difference compared with the same concentration at

24 h (p > 0.05).
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9 Statistically significant difference compared with the same concentration at 24

h (p < 0.05).
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CAPITULO 5
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+tEFV e TDF+3TC). O SMART permite avaliar simultaneamente dois
processos que estdo comprovadamente relacionados com a carcinogénese: as mutagoes
e a recombinacdo homologa (Graf et al., 1984; Andrade et al., 2003; Bishop e Schiestl,
2003; Andrade e 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 0s
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
etal., 2013; Collins et al., 2014; Gaivao e Sierra, 2014).

Na avaliacdo dos efeitos mutagénicos e recombinogénicos do EFV, os resultados
demonstraram que esse medicamento foi toxico nas maiores concentragOes testadas
(12,5; 25 e 50 mg/mL) e ndo apresentou inducdo 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 citotdxico, 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 tdxicos 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
acumulo de efeitos ao longo de décadas de tratamento € controverso e ndo devidamente
comprovado (Richman et al., 2009).

Bumpus (2011) incubou hepatdcitos humanos com EFV e 8-hidroxiefavirenz (8-
OHEFV), principal metabdlito do EFV. Os resultados mostraram morte celular,
ativacdo de caspases-3, formacdo de espécies reativas de oxigénio, estimulagcdo da
fosforilacdo da via de sinalizacdo JNK e estimulacdo da expressdo da isoforma
proapoptotica da proteina Bim (bcl-2, mediador de morte celular). Os dados sugeriram
que 0 metabdlito 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 toxicos somente na maior concentracdo testada e ndo mostrou efeitos
mutagénicos e/ou recombinogénicos quando testado em linhagens que apresentam alto
nivel de enzimas de metabolizacéo.

Estudos de revisdo sobre genotoxicidade e carcinogenicidade de diversos
medicamentos de uso frequente e de longa duracdo mostram que o EFV ndo apresenta
efeitos genotoxicos em testes in vitro e in vivo efetuados com diversos organismos e
células, tais como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, células do ovério 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 genotoxicos 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 les6es 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
concentracdes equivalentes as testadas em nosso estudo (Guimardes et al., 2013).
Nossos dados mostraram que a combinacdo 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 sdo antagbnicos
para inducéo de efeitos genotoxicos.

Em relacdo ao TDF, nosso trabalho demonstrou auséncia de toxicidade e
inducdo de eventos genotoxicos em todas as concentragdes de TDF testadas. Segundo

Brambilla et al. (2011), apesar de ndo apresentar genotoxicidade em S. typhimurium e
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camundongos, o TDF foi genotdxico em linhagem celular L5178Y de linfoma de
camundongos. O estudo de revisdo realizado por Wu et al. (2012) descreve a agédo
genotoxica 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 ndo 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 genotoxico e apresentou efeito negativo
para carcinogenicidade em ratos, porém foi carcinogénico em camundongos. Em
contraste, o TDF foi relatado como genotdxico e carcinogénico para ratos e
camundongos, sendo relacionado com a inducgdo de lipoma, polipos no Gtero, tumores
duodenais e adenoma hepatico em camundongos, apresentando, portanto, risco
carcinogénico para humanos.

Anteriormente, em um estudo conduzido por Guimarées et al. (2013), em nosso
laboratorio, 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 0s nossos resultados,
3TC e TDF apresentaram antagonismo para efeitos genotdxicos, tanto no Ensaio
Cometa, como no SMART. Estes medicamentos antirretrovirais, tanto isolados como
combinados apresentaram prevaléncia de eventos recombinogénicos. A recombinagédo
homologa é um pardmetro 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 e 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 metabdlicas entre humanos e camundongos pode

chegar até a 90%, aumentando a possibilidade de existéncia de genes ort6logos.
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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; 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 nimero excessivo de
animais, a proposta deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade apenas
das combinacdes de antirretrovirais Combivir+EFV e TDF+3TC. Para isso, foi aplicado
0 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 s&o observados
danos no DNA em niveis cromossémicos, sugere-se que as combinacdes
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 o Ensaio Cometa e o Teste MN com 39 substéancias 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 inducdo possa causar mais quebras
cromossémicas, pois existira um maior nimero de células em diviséo.

De acordo com Hecht et al. (2013), o EFV tém efeito citotoxico 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 interacdo entre os 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 citotoxicos 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
combinagdo com EFV néo induziu citotoxicidade e demonstrou efeito indutor de mitose

por meio do aumento de eritrocitos policromaticos, portanto a combinacdo desses
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medicamentos pode reduzir o potencial citotoxico dos medicamentos isolados. Em
relacdo 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 indugdo de micronucleos em células da
medula 6ssea (Tripathi et al., 2008). A AZT foi genotdxica (Ensaio Cometa) em células
H9 linfoblastdides humanas, mostrando relagdo dose-dependente nas concentracdes de
0,05, 0,2, 0,4, 0,8, e 1,2 mM, sugerindo que os 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 investigacGes, a AZT foi genotoxica e 3TC ndo foi genotoxico
guando 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
genotoxicos pelo aumento da frequéncia de lesdes do DNA apenas no cérebro de
camundongos no tratamento subcrénico a uma concentracdo de 10 mg/kg, quando
avaliou-se o potencial mutagénico e genotdxico do EFV pelo Ensaio Cometa em sangue
periférico, coracdo, figado e cérebro e pelo Teste do MN em células da medula 6ssea de
camundongos com o tratamento agudo e subcrénico. No entanto, para 0s outros 6rgaos
testados no Ensaio Cometa e também no Teste do MN, o EFV ndo apresentou efeitos
genotoxicos e mutagénicos na mesma concentracao.

Em nosso estudo a combinag¢do 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 cromossémicas em cultura de celulas 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 eritrocitos 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
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combinado ndo induziu dano priméario no DNA, ndo mostrou citotoxicidade e ndo
induziu EPCMN em comparagdo 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 celulas apresentaram elevadas taxas de replicagdo do mtDNA
(DNA mitocondrial) quando 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 replicagdo do mtDNA, sugere-se que esse medicamento possa interferir na
proliferagéo celular e, consequentemente, causar a inducgéo de mitose.

Além disso, em um estudo que avaliou o perfil citotoxico de alguns
antirretrovirais em varios tipos de células, o TDF exibiu efeitos citotdxicos 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
combinagdo com 3TC.

Com relacdo a genotoxicidade, o TDF isolado ndo foi genotdxico no teste de
Ames, no teste de aberracdo cromossdmica em células pulmonares de hamster chinés
(CHL) e no ensaio de MN nas condi¢des experimentais testadas por Xing -lei et al.,
(2011). No entanto, tanto AZT como 3TC isolados mostraram indu¢do de micronucleos,
por clastogenicidade, nas células binucleadas de cultura de linfécitos humanos,
utilizando o ensaio de MN com bloqueador de citocinese (CBMN) (Bayram e Topaktas,
2008; Lourenco et al., 2010). Em nossos dados, quando combinados, TDF+3TC
mostraram efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos por inducao de EPCMN.

Ao comparar 0s dois tempos (24 e 48 horas), Combivir+EFV aumentou a razéo
EPC/ENC em todas as concentragdes testadas e TDF+3TC aumentou essa razdo nas
duas menores concentragdes. Portanto, em 48 horas, a frequéncia do ENC diminuiu
nessas concentragcdes. Em contraste, a inducdo de EPCMN diminuiu significativamente
no tempo de 48 horas em todas as concentragdes testadas dos dois combinados. Sugere-
se que esta reducdo possa estar relacionada com a meia-vida dos compostos que é
relativamente baixa em relacdo ao tempo de exposicdo: AZT trifosfato (5-9 horas) e
3TC trifosfato (11-33 horas) (Anderson et al., 2003); em pacientes com genétipos GG,
GT e TT na posicdo 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
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concentragfes do farmaco no soro diminuem rapidamente com uma meia-vida entre 12
al5h.

Adicionalmente, como uma consequéncia de apoptose, pode ocorrer eliminacéo
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 diminuicdo dos
EPCMN em 48 horas. Complementarmente, como foi indicado por Schlegel e
MacGregor (1984) ha uma eliminacdo seletiva de EPCMN no sangue periférico, por
conseguinte, sugere-se que 0 mesmo pode ocorrer na medula 6ssea.

A avaliacdo genotoxica de combinacBes de medicamentos aumenta a
complexidade da avaliacdo dos seus efeitos colaterais incluindo as interagdes como o
material genético. Como a genotoxicidade pode estar relacionada com a carcinogénese
faz-se necessario o monitoramento de medicamentos antirretrovirais de uso cronico para
tracar um perfil no que diz respeito aos possiveis efeitos secundarios produzidos pelas
terapias de combinagdo de medicamentos e, assim, servir de apoio para 0

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
gue 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 (I1D) ser bem
proximo, quando isolados, de maneira geral, 0s 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 concentragdes 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 toxica 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
informacdo 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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