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1.INTRODUCAO

A Lamivudina é um antimetabdlito analogo de base, utilizada no tratamento da AIDS,
sendo reconhecida e incorporada como intermediario metabdlico normal, causando
a inibicdo de rotas bioquimicas criticas - especialmente no que se refere ao bloqueio
do metabolismo dos &cidos nucléicos. O mecanismo de acdo deste farmaco se
caracteriza pela metabolizac&o intracelular formando um metabdlito ativo trifosfatado
(3TC-TP) - analogo da citidina-TP - que inibe a acdo da transcriptase reversa (RT)
na incorporacdo de nucleotideos ao DNA, atuando, dessa forma, como terminador
de cadeia, comprometendo a elongacdo do DNA viral. Estudos realizados no
Laboratério de Mutagénese da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com os
quimioterapicos Ara-C e DAC, utilizados no tratamento do céncer, apontam para
uma alta atividade toxico-genética de medicamentos que atuam como analogos de
base (Cunha et al., 2002). O presente estudo teve como objetivo a identificagdo dos
tipos de eventos toxico-genéticos induzidos pela Lamivudina e a determinacédo do
seu potencial recombinogénico e/ou mutagénico. Para tanto foi utilizado o Teste
para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo em Células Somaticas de Drosophila
melanogaster - SMART (Graf et al., 1984).

2. METODOLOGIA

2.1 Agente quimico

Foi utilizado o analogo de base Lamivudina (2-desoxi, 3-tiacitidina), gentiimente
cedido pela Industria Quimica de Goids (IQUEGO). As diferentes solucdes de
tratamento foram preparadas a hora do experimento, por dissolucdo em agua
destilada, sendo o diluente utilizado como controle negativo.

2.2 Teste de Mutagcédo e Recombinacdo Somatica (SMART)

O teste SMART em células de asas de Drosophila melanogaster foi desenvolvido
por Graf et al. (1984). Este teste detecta a perda da heterozigose, que pode ocorrer
espontaneamente ou ser induzida por agentes fisicos e quimicos, em células
primordiais dos discos imaginais de asas, no periodo de larva. A analise das
possiveis leses induzidas é feita pela observacao de grupos celulares (manchas)
com fenétipo marcador especifico (mwh e/ou fIr’), que se manifesta visualmente na
forma de tricomas mutantes. Enquanto o nimero de manchas mutantes fornece
resultados quantitativos sobre os danos induzidos, os tipos de manchas déao
informagOes sobre a natureza da lesdo que as originou. Os diferentes tipos de
manchas sdo designados como simples - quando apenas um dos marcadores se
expressa, mwh ou flr® - ou como gémeas quando - quando tanto pélos multiplos
(mwh), como pélos com a base alargada (fIr’) estdo presentes dentro de uma
mesma mancha. As manchas simples indicam a ocorréncia de mutagcéo génica e/ou
cromossOmica, bem como eventos recombinogénicos. Por outro lado, as gémeas
sdo originadas exclusivamente por recombinacdo somatica. Os experimentos
utilizaram o cruzamento padrédo (ST), o qual é realizado usando-se fémeas virgens
da linhagem fIr® e machos mwh. Neste caso, analisa-se o efeito de genotoxinas de
acao direta justificado pela presenca, nessas linhagens, de niveis basais de enzimas




de metabolizac&o do tipo CYP6A2. Tal cruzamento produz dois tipos de progénie: (i)
individuos trans-heterozigotos para o0s genes marcadores, com constituicdo
genotipica mwh + / + flr3; e (ii) individuos heterozigotos balanceados, constituidos
por mwh + / + TM3 Bd®.

2.3 Tratamento Crénico e Avaliacdo Genotdxica

Larvas de terceiro estagio, resultantes do cruzamento ST, foram coletadas e
colocadas em frascos de 1/36L (100 larvas por tubo) contendo meio sintético onde
foram acrescentados 3mL das solugdes de tratamento (controle negativo - 0,15625 -
0,3125- 0,625 - 1,125 - 2,5 - 5 mg/mL). As larvas permaneceram em tratamento por
aproximadamente 48 horas, isto €, até atingirem o estagio de pupa. Apds a eclosao
foram montadas laminas contendo as asas dos adultos. As laminas foram, entéo,
analisadas em microscépio com aumento de 400x para a detec¢do da ocorréncia de
manchas mutantes simples ou manchas gémeas. A avaliacdo dos efeitos
genotdxicos induzidos pela Lamivudina foi feita através da comparagdo das
freqiéncias de clones mutantes por mosca das seéries tratadas com o controle
negativo (dgua destilada). O diagndstico estatistico foi obtido através do teste de qui-
quadrado para proporcdes, seguindo o procedimento de multiplas decisdes de
acordo com Frei e Wurgler (1988).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do tratamento das larvas de Drosophila melanogaster, oriundas do
cruzamento padrao (ST), com diferentes concentracées de Lamivudina elaborou-se
uma curva de sobrevivéncia, demonstrada no Grafico 1. Observando este Gréfico
podemos inferir que houve uma resposta dose-dependente, onde o farmaco agiu em
suas maiores concentragcbes como um agente citotoxico aumentando o indice de
mortalidade. Os resultados referentes a inducdo de alteragBes genéticas induzidas
nas células dos discos imaginais de larvas de terceiro estagio — trans-heterozigotas
é representada no Gréfico 2. A ocorréncia de altera¢cdes no material genético destas
células levou a formacao de manchas contendo clones de células com os fenotipos
pélos multiplos e/ou pélos com a base alargada — que refletem a expressao dos
genes marcadores recessivos mwh e/ou flr®, respectivamente. O Grafico 3 apresenta
0s resultados obtidos através da analise dos tricomas presentes nas asas dos
individuos heterozigotos para o cromossomo TM3. Os dados obtidos para a
Lamivudina demonstram efeitos positivos para o total de manchas em todas as
concentracbes utilizadas. Considerando-se que a analise dos individuos
heterozigotos para o cromossomo TM3 revela somente a ocorréncia de mutagao,
foram realizadas comparacdes destes resultados com os dados obtidos nos
individuos trans-heterozigotos, com o0 objetivo de quantificar a porcentagem
individual de eventos mutagénicos e eventos recombinogénicos no total de eventos
genotoxicos ocorridos para a Lamivudina (Grafico 4). A Lamivudina demonstrou
freqiéncia de inducdo de recombinacdo de 48% e, consequentemente, maior
freqUéncia de eventos mutacionais induzidos (52%).
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Resultados obtidos com diagndéstico pelo teste binomial condicional (Kastembaun e
Bowman):
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4. CONCLUSAO

Para a Lamivudina os resultados positivos foram progressivamente maiores com o
aumento da dose utilizada, refletindo um efeito dose-resposta. O conjunto destes
resultados demonstra a possivel acdo direta deste composto no que se refere a
inducdo de mutacbes e/ou recombinagbes sométicas. O conjunto destas
observacdes sugere que, o agente antimetabdlito estudado apresenta acéo toxico-
genética relacionada com a indugdo de mutagdo génica e/ou cromossdmica e
recombinacao, fatores estes intimamente relacionados com a perda da heterozigose
de genes envolvidos no processo neoplasico.
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