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RESUMO: A reintroducao da talidomida, reconhecidamente teratogénica, como farmaco potencial em uma série
de doencas como por exemplo SIDA, cancer, tuberculose, artrite reumatéide, doenca de Crohn, mieloma e
sindromes mielodisplasicas requer a avaliagdo do potencial genotoxico para uso em humanos. No presente
trabalho avaliamos a capacidade da talidomida em induzir mutacdo através do teste de AMES em linhagens
TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium, na presenca ou auséncia de ativacdo metabdlica. Os resultados
mostraram que a talidomida ndo apresenta potencial mutagénico, entretanto, outros ensaios genotdxicos devem
ser realizados a fim de atestar essa observacéo.

PALAVRAS-CHAVE : talidomida; Salmonella typhimurium ; testes de mutagenicidade.

ABSTRACT : The reintroduce of thalidomide, known as theratogenic drug, potentially useful in several diseases
like AIDS, cancer , tuberculosis , arthritis, Crohn disease, mieloma and mielodisplasic syndromes requires
genotoxic evaluation for human use. In this work we evaluated the capacity of thalidomide induce mutation using
AMES test with TA100 and TA102 strains of Salmonella typhimurium, on presence or absence of metabolic
activation. The results showed that thalidomide not presents mutagenic potency, although, another genotoxic tests
must be realized for the purpose of testify this observation.
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INTRODUCAO

A talidomida de nome quimico: [(£)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol-1,3-(2H)-diona]; ou (%)-
ftalimidoglutarimida (Figura 1), descoberta em 1953 e utilizada como hipnético e sedativo, foi prescrita como
agente anti-nausea principalmente para gravidas que apresentavam mal estar matinal no inicio da década de 60.
Foi apontada como responsavel pelo nascimento de milhares de criangas com deformacdes congénitas, devido ao
seu até entdo desconhecido, efeito teratogénico. Estes efeitos observados levaram a retirada do mercado da
talidomida logo apos essas observagoes (PALENCIA et al, 2007; MELCHERT & LIST, 2007).
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Figura 1: Estrutura quimica da talidomida.

A despeito desta atividade teratogénica, a talidomida é ainda utilizada em pacientes com hanseniase, e
auxilia na reducéo da dor e do processo inflamatério associado ao leproma. O mecanismo molecular de acao nao
€ ainda completamente elucidado, mas sabe-se que o farmaco auxilia na modulagcédo dos niveis da citocina pré-
inflamatéria TNF alfa (fator de necrose tumoral alfa). Estudos da relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
biologica evidenciaram o carater farmacoforico da subunidade ftalimidica (Figura 1) na inibicao da sintese do TNF
alfa (LIMA et al, 2001).

Devido a capacidade de modular os niveis de TNF alfa, a talidomida foi ensaiada em doencgas como artrite
reumatéide e doenca de Crohn em que os niveis desta citocina encontram-se elevados. Entretanto, outras
aplicacOes terapéuticas potenciais tém sido relatadas em doencas como cancer, onde o farmaco interfere na
angiogénese; AIDS atuando no retardamento da replicacdo do HIV, e no auxilio da perda de peso de pacientes
aidéticos e tuberculosos. Ademais, sua utilizacdo em mieloma multiplo e sindromes mielodisplasicas motivaram a
descoberta da lenalidomida que foi aprovada pelo FDA em dezembro de 2005 (MELCHERT & LIST, 2007).

Apesar dos efeitos benéficos para o tratamento de varias doencas, o estigma quanto a utilizacdo do
farmaco persiste e mais estudos sao necessarios a fim de entender o potencial genotdxico desta substancia. Ha
controvérsias sobre a capacidade mutagénica deste composto, e freqientemente a atividade mutagénica tem sido
associada a carcinogénese em humanos (ASHBY et al, 1997; MIYACHI et al, 1997). Grande parte dos
carcinogenos humanos sédo também mutagénicos, por isso a avaliacdo deste farmaco se faz necessaria a fim de
atestar sua segurancga (ZHU et al, 1999).

Outros testes devem ser realizados a fim de avaliar a toxicidade genética de algumas substancias, como
por exemplo, o teste de microntcleo em medula éssea de roedores in vivo (FAGUNDES et al, 2005). Entretanto,
deve-se considerar que o teste de AMES detecta mutagcdes génicas enquanto o teste do micronucleo avalia as
mutac¢des cromossémicas (UMBUZEIRO et al, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade mutagénica da talidomida através do teste de AMES nas
linhagens TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium na presenca e na auséncia de ativagdo metabdlica.

MATERIAL E METODOS
Material

Caldo nutriente Oxoid n° 2, talidomida (Sigma Aldrich), cloreto de sddio, agar, dimetilsulféxido (DMSO),
biotina, histidina, sulfato de magnésio, acido citrico, fosfato de potassio dibasico, fosfato de sodio e amdnio,
cloreto de magnésio, cloreto de potassio, glicose, NAPD, fosfato de sddio dibasico, fosfato de sédio monobasico,
fracdo S9, Salmonella typhimurium linhagens TA100 e TA102.

Métodos
Teste de Ames (MARON & AMES, 1983)

Utilizou-se 0 método de pré-incubacdo. As placas foram preparadas da seguinte forma: ao 4gar minimo
glicosado esterilizado se adicionou meio VB 50X e solucdo de glicose 40% (previamente preparados). Essa
mistura foi homogeinizada e distribuida nas placas. Estas foram deixadas em repouso por 48 horas em estufa a
37°C para utilizacdo posterior.

As bactérias (linhagens TA100 e TA102) foram inoculadas com auxilio de alca de platina no caldo
nutriente estéril e mantidas a 37°C sob agita¢éo por 14 horas.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e em cada tubo foi adicionado 0,1 mL da cultura de
bactérias e as seguintes concentracdes de solucéo de talidomida (solubilizada em DMSO): 0,0309 ; 0,155; 0,774;
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3,87; 19,4 umol/placa. O controle negativo utilizado foi o DMSO, que foi 0 solvente utilizado para solubilizar a
talidomida. Os controles positivos foram compostos conhecidamente mutagénicos e especificos para cada cepa,
sendo de azida sédica (1,25 pg/placa) e 2-antramina (1,25 pg/placa) para a linhagem TA 100 na auséncia e na
presenca de ativacdo metabdlica respectivamente. Para a linhagem TA 102 os controles utilizados foram
mitomicina (0,5 pg/placa) e de 2-aminofluoreno (1,25 pg/placa) na auséncia e na presenca de ativagdo metabdlica
respectivamente. Os tubos contendo os compostos e a bactéria foram pré-incubados em estufa a 37°C por 30
minutos.

Ao top agar preparado previamente adicionou-se uma solucdo de histidina/biotina e homogeinizou-se.
Transcorrido o tempo de incubacéo, foi adicionado aos tubos top agar. Estes foram homogeinizados e vertidos
nas placas de petri contendo o agar minimo glicosado. As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. Apés
esse tempo foi realizada a contagem do ndmero de colbnias revertentes.

A avaliagdo mutagénica com sistema de ativacao metabdlica (+S9) foi realizada com fragdo microssémica
S9 (S9 mix), preparada a partir do homogeinizado de figado de ratos Sprague Dawley, previamente tratados com
Aroclor 1254, adquiridos comercialmente na forma liofilizada. A adicdo de +S9 deve ser realizada antes da pré-
incubacéo.

Apés a contagem do nimero de revertentes foi calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada
concentracdo utilizada. Os dados finais obtidos do ensaio foram analisados utilizando-se 0 programa estatistico
Salanal (Salmonella Assay Analysis) versdo 1.0 do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA. Tal
programa permite avaliar o efeito dose-resposta por meio de calculos de analise de variancia (ANOVA- teste F)
entre a medida do niumero de revertentes nas diferentes concentracdes (doses) testadas e o controle negativo,
seguido de uma regressao linear. O modelo do programa escolhido para analise dos dados foi 0 de Bernstein
(BERNSTEIN et al, 1982). A inclinacdo da reta da parte linear da curva dose-resposta é também fornecida por
esse programa e corresponde ao nimero de revertentes induzidos por unidade de medida da amostra analisada.

A partir dos resultados foi calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose analisada de cada
composto. A RM é dada pela seguinte equacao:

RM = média n° revertentes por placa teste (esponténeos + induzidos)
média n° revertentes por placa do controle negativo (espontaneos)

O crescimento espontaneo significa que o numero de revertentes que desenvolveram na placa,
independente de serem ou nao induzidos, onde se considera como resposta positiva valores maiores ou iguais a
dois (VALENT et al, 1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade mutagénica de novos farmacos é de fundamental relevancia para a introducao na
terapéutica de compostos mais seguros para uso humano. Ademais, a identificacdo do potencial mutagénico dos
farmacos existentes nos submete a busca de novos compostos.

Ha uma relacdo estreita entre mutagénese e a carcinogénese ja que ambas apresentam alteracdes
abruptas em uma Unica célula, permanentes e herdadas pelas células filhas. Por conta desta relacdo, recomenda-
se a utilizacdo de ensaios de mutagenicidade para a avaliacdo genotéxica de substancias ja existentes e de novos
farmacos (MARON & AMES, 1983; GUIDO et al, 2001; FAGUNDES et al, 2005).

O teste de AMES é um dos preconizados pelas agéncias internacionais e instituicdes governamentais,
com o objetivo de avaliar a capacidade mutagénica de drogas e compostos sintéticos. O teste de AMES
caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens indicadoras de Salmonella typhimurium sensiveis as substancias
capazes de induzir diferentes tipos de mutagdo. Na presenca de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem o
carater de auxotrofia para a sintese de histidina e passam a formar colénias em meio desprovido deste
aminodacido. Ha aumento do nimero de coldnias, que esta diretamente relacionada a atividade mutagénica do
composto. O teste também é realizado na presenca e na auséncia de ativagdo metabdlica. Na ativagcdo metabdlica
€ utilizada fragcdo microssémica S9 (S9 mix), preparada a partir do homogeneizado de figado de ratos Sprague
Dawley, previamente tratados com Arocloror 1254, adquiridos na forma liofilizada com objetivo de mimetizar
parcialmente as condicbes de metabolizagdo dos mamiferos (MARON & AMES,1983; GUIDO et al, 2001;
SANTOS, 2007).

Entretanto, o0 metabdlito mutagénico ndo € isolado, por isso ndo se conhece a estrutura quimica do
metabdlito genotéxico. Diversas outras metodologias tém sido descritas para avaliar a contribuicdo dos
metabolicos na atividade farmacolégica ou toxicolégica dos compostos, entre estes métodos, destacam-se 0s
modelos microbianos do metabolismo animal. Através deste pode-se isolar, identificar e avaliar a contribuicao
benéfica ou téxica do processo metabdlico (CARNEIRO et al, 2005).

De acordo com um estudo realizado pelo National Toxicology Program dos Estados Unidos, o teste
fornece boa correlacdo com ensaios in vivo (UMBUZEIRO et al, 2004).



Santos, J.L. et al./Revista Eletronica de Farmacia Vol IV (2), 1 54-158, 2007. 157

Ha diversas linhagens de Salmonella typhimurium modificadas geneticamente a fim de detectar um tipo
predominante de mutacdo, entre elas podemos citar: TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102. TA 100 e TA 102 detectam
mutacdes que causam substituicdo de pares de base, TA 98 e TA 97 detectam alterac6es onde ha defasagem no
quadro de leituras do DNA (MARON & AMES, 1983).

Dessa forma, avaliamos através das linhagens TA 100 e TA 102 a capacidade da talidomida em causar
mutacdo que causa substituicdo de pares de base em Salmonella typhimurium (Tabela 1).

A ativacao metabdlica usando +S9 contém enzimas microssomais capazes de metabolizar a talidomida e
permite indiretamente inferir a atividade mutagénica de seu(s) metabdlito(s).

Tabela 1: Avaliacdo mutagénica da talidomida nas linhagens TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium na
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica (S9) representada pelo nimero médio de revertentes por placa,
desvio padrdo e razdo de mutagenicidade.

composto concentragao TA100 TA102
+S9 -S9 +S9 -S9
pumol/placa

talidomida 0* 103,7+7,4 139+9,5 323,3+10,02 303,6+14,5
0,0309 109,349 (1,05) 145,7+6,9 (1,04) | 288,7+8,1(0,89) 330+17 (1,09)
0,155 121+35,3(1,16) 148+9,1 (1,06) 253,7+437 (0,78) 364+14,5 (1,2)
0,774 120,7+20 (1,16) 145+8,5 (1,04) 341,3+436 (1,05) 357,8+21 (1,17)
3,87 104,3+8 (1) 131+4,9 (0,94) 258,5+0,8 (0,8) 292+22 (0,96)
19,4 102,5+31 (0,98) 122+9,6 (0,87) 197+29,6 (0,6) 230+5,6 (0,75)

Controle positivo 592+6,3 (5,7)b 1584+8,9 (11,4)° | 1713+18,9 (5,3)d 825+15,1 (2,71)°

a) controle negativo: DMSO (100 pL); b) 2-antramina: 1,25 pg/placa (50uL); ¢) azida sddica: 1,25 pg/placa (100uL);
d) 2-aminofluoreno: 1,25 pg/placa (50uL); mitomicina: 0,5 pg/placa (100uL).

Pelos resultados obtidos, observamos que a talidomida ndo apresentou atividade mutagénica no teste de
AMES usando as linhagens TA100 e TA102.

A maior razdo de mutagenicidade para TA 100 foi respectivamente de 1,16 utilizando ativacdo metabdlica
e 1,06 sem ativacdo metabdlica na concentracdo de 0,155 pymol/placa (40 ug/placa).

Para a linhagem TA102 a maior razdo de mutagenicidade foi de 1,05 com ativagdo metabdlica na
concentragao de 0,774 umol/placa (200 ug/placa) e de 1,17 sem ativagdo metabdlica na concentracdo de 0,774
pmol/placa (40 pg/placa).

A diminuicdo do ndmero de revertentes na concentragdo de 19,4 pmol/placa (5000 pg/placa), ocorre
porque a alta concentracao de talidomida causou toxicidade as células, levando a uma diminuicdo do nimero de
revertentes. Além disso, as diferencas obtidas ndo foram significativas estatisticamente.

Estudos empregando o algoritmo CASE e MULTICASE também apontaram auséncia de mutagenicidade
da talidomida, embora alguns metabdlitos contendo a subunidade hidroxilamina indicassem mutagenicidade.
Entretanto, nenhum desses metabolitos foi identificado in vivo (ZHU et al, 1999).

Uma série de experimentos a fim de atestar a mutagenicidade e a carcinogenicidade da talidomida foi
realizada por ASHBY et al (1997), porém os resultados obtidos sao controversos, e estudos utilizando o teste de
AMES demonstraram auséncia de mutagenicidade nas linhagens TA98 e TA100, na presenc¢a e na auséncia de
ativagdo metabdlica. Os resultados na TA100 estdo em conformidade com os dados encontrados no presente
trabalho. Além disso, avaliamos a talidomida na linhagem TA102 que detecta principalmente danos oxidativos. O
mecanismo molecular da teratogénese da talidomida é obscuro e pouco conhecido. Sugere-se que os danos
causados no DNA estéo relacionados a formacédo de espécies radicalares (LIMA et al, 2001). Assim, através deste
trabalho avaliou-se a talidomida em uma linhagem de Salmonella typhimurium (TA102) que fosse mais sensivel a
deteccdo de danos oxidativos. Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, ndo foi possivel observar
mutagenicidade induzida pela talidomida na linhagem TA102.

CONCLUSOES

Embora haja relatos na literatura evidenciando o potencial mutagénico deste farmaco em outros ensaios,
esta atividade ndo pode ser observada pelo teste de AMES usando as linhagens TA100 e TA102. O entendimento
das razdes moleculares de acdo mutagénica/carcinogénica da talidomida é de fundamental importancia ja que
este farmaco ressurge como um novo agente bioativo a uma série de doencgas, e permitira o desenvolvimento de
compostos mais seguros para utilizagdo em humanos.
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isophorms were found in the protein source banana flour. Obtained results show that M. phaseolina is efficient in
obtaining expression of amylases from alternative carbon sources.



