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INTRODUCAO

A Atorvastatina é um farmaco da familia das estatinas que sdo as drogas mais usadas para o tratamento das hiperlipidemias com o propdsito de diminuir os niveis de lipoproteinas
plasmaticas ricas em colesterol. (SOJA, 2006) Este efeito ocorre pela inibicao da enzima HMG-CoAredutase que participa dos primeiros passos da biossintese do colesterol. (CAMPO;
CARVALHO, 2007)

Também conhecida como Lipitor, a atorvastatina foi introduzida no mercado em 1996, sendo considerada o farmaco mais vendido no mundo no ano de 2002. (BARROS, 2010)
Independente da diminuicao do colesterol sérico, alguns outros efeitos podem ser exercidos pelas estatinas, sendo estes denominados efeitos pleiotrdpicos. Dentre os efeitos
pleiotropicos estao incluidos a agdo requladora na fungao endotelial, diminuicdo do estresse oxidativo e inflamacao e 0 aumento da estabilidade de placas ateromatosas. (MACHADO,
2011)

Ha um interesse na utilizacdo da Atorvastatina como agente antineoplasico que se baseia na evidéncia pré-clinica de atividades anti-proliferativas e pré-apoptoticas em variados
tipos de células tumorais. Em modelos animais ja foram observados efeitos antitumorais contra o melanoma, linfoma, carcinoma mamario e adenocarcinoma pancreatico, resultado
do retardamento do crescimento tumoral e inibicao de processos metastaticos.Em relagdo aos efeitos metastaticos, as estatinas sdo capazes de determinas etapas que sao essenciais
para o processo, como a liga¢do, motilidade e invasdo. (BARROS, 2010)

Estudos provaram que o efeito antineopldsico das estatinas ocorre pela supressdo da biossintese do mevalonato, um precursor de intermedidrios isoprendides importantes que sao
adicionados durante a modificagdo pds-traducional de uma variedade de proteinas, como as subunidades Ras e Rho da proteina G. Estas proteinas estao envolvidas na progressao
dociclo celular, sinalizacdo celular e integridade da membrana. A inibi¢do da ativacao Rho reverteu o fendtipo metastatico de células de melanoma humano. (MEKHAIL et al., 2012)
Aatorvastatina é capaz de inibir o crescimento do tumor através da indugao da apoptose induzida pela ativacdo da proteina quinase AMP, que leva a expressao de p21, resultando
em estresse do reticulo endoplasmatico e morte celular. (YANGet al., 2010)

Quando da associacdo com quimioterapicos, as estatinas demonstram a capacidade de potencializar a atividade antitumoral através do aumento da apoptose. As estatinas detém
uma variedade de células na fase G1 do ciclo celular e estas se mostram mais sensiveis a atividade dos quimioterapicos. (CAMPO; CARVALHO, 2007)

Em um ensaio com mutagdo induzida por NaN3em cepas TA100 e TA98 de Salmonella enterica sorovar Tiphymurium, a Atorvastatina inibiu significativamente as mutagdes, o que
ficou evidente pela diminuicao do ndmero de coldnias revertentes nas placas tratadas. Este efeito antimutagénico das estatinas pode ser explicado por uma provavel prote¢do do
genoma bacteriano contra os agentes mutagénicos. (SOJA; AJITH, 2006)

OBJETIVO
Avaliar o efeito antimutagénico da Atorvastatina frente a agentes alquilantes.

METODOLOGIA

Foi realizado o ensaio de Salmonella/Microssoma e Sobrevivéncia para quatro cepas de Salmonella enterica Typhimurium (TA1535, TA100, TA102 e
TA104), com diferentes caracteristicas genéticas que permitem avaliar a participacdo de diversos mecanismos de reparo na quimioprevencao dos danos
induzidos pelos agentes alquilantes, e trés concentragdes de Atorvastatina (50, 100 e 500ug/placa).

Neste ensaio houve a incubacdo por 60 minutos de 100 pL da cepa de S. enterica Typhimurium, 500 pL de Tampao fosfato de sédio 0,2 M/pH 7,4, 100 plL
de Atorvastatina + 100 pLdo agente alquilante ou 100 pL de DMSO. Foram usados o N-6xido de 4-nitroquinolina (4NQO; CAS:56-57-5) e Metilmetano
Sulfonato (MMS; CAS:66-27-3) como agentes alquilantes, indutores de lesdes no DNA. Apds o periodo de incubacdo, 10pL da suspensdo bacteriana
tratada foi diluida em solucdo salina (NaCl 0.9%). Entao, 100 pL da solucdo diluida foi colocada em uma placa de petri com dgar nutriente e incubada a
37°Cpor 24h. Apds esse periodo, o nimero de UFC sobreviventes foi contado. A diluicdo total foi de 10-7.

Ao mesmo tempo, 2mL de Top Agar (7 g/L agar; 5 g/L NaCl; 0,0105 g/L L-histidina; 0,0122 g/L biotina; pH 7.4, 45 °C) foi adicionada ao tubo de ensaio, e
amistura final foi vertida em uma placa de petri com Agar Vogel-Bonner E. Esta mistura final foi incubada a 37°C por 72h e as coldnias revertentes foram
contadas. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o software
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GraphPad Prism, através do método one-way ANOVA, com pds-teste de Bonferroni. (AMES; MARON, 1983)

As linhagens utilizadas possuem mutacéo no gene rfa, o que leva a perda parcial da barreira de polissacarideos que reveste a superficie bacteriana,
aumentando a permeabilidade e facilitando a entrada de moléculas grandes na célula. Com excecao da TA102, as demais linhagens possuem a delecdo
do gene uvrB, o qual promove o sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) do DNA. Desta forma, apenas a TA102 é proeficiente no reparo NER,
sendo hdbil a detectar agentes indutores de pontes entre as cadeias do DNA. (AMES; MARON, 1983)

(ada linhagem possui uma mutacdo diferente no operon da histidina, o que confere maior especificidade na deteccdo de um determinado tipo de
mutdgeno. As cepas TA100 e TA1535 possuem mutacdo no gene hisG46, que codifica a primeira enzima da biossintese de histidina; A TA102 e a TA104
possuem um sitio mutante da hisG428. Na TA102 foram inseridos pares de bases AT no sitio mutante pelo plasmideo pAQ1, a fim de aumentar o ndmero
de sitios alvos. (AMES; MARON, 1983)

As cepas TA100, TA102 e TA104 contém o plasmideo pKM101 que participa da via recombinacional de reparo por excisao de bases. A atuacao do plasmideo
pKM101 possibilita 0 aumento do reparo do DNA. (ONUKI, 2000)

RESULTADOS

A sobrevivéncia foi maior que 80% para todas as concentragdes testadas em relacao ao DMSO, exceto para a linhagem TA1535.Nas linhagens TA100, TA102, TA104 e TA1535 foi
possivel observar uma resposta antimutagénica. Nas cepas TA100, TAT04 e TA1535 houve um efeito antimutagénico dose-dependente observado pelo aumento da sobrevivéncia
das culturas tratadas com 0 aumento da concentragdo da Atorvastatina.

Osmutdgenosd-NQO e MMS utilizados induzem, por alquilagdo, mutacdes por substituicdes de pares de bases. Todas as cepas de S. enterica Typhimurium detectam esse tipo de
mutacdo.TA102 e TA104 detectam substituicdesA:T por C:G. TAT00 e TA1535 detectam substituicdes C:G por A:T, sendo os pares de bases C:G os principais alvos do Metilmetano
Sulfonato. A atuagdo do plasmideo pkM101nas cepas TA100, TA102 e TA104, possibilitando 0 aumento doreparo do DNA pela via recombinacional, teve como consequéncia o
aumento do niimero de coldnias revertentes e da tava de sobrevivéncia bacteriana.

As quebras de fita simples do DNA provocadas pela agdo do MMS (por insercao de um grupo metila nas bases nitrogenadas) e do 4-NQO (pela formacgo de adutos instéveis) podem
ser reparadas por excisao, onde o nucleotideo danificado nao € corrigido e sim removido do DNA. Dessa forma, a fita ndo danificada serve como molde para a reincorporagdo do
nucleotideo correto pela DNA-polimerase. Para que ocorra o reparo por excisao de nucleotideos, é necessdria a atuagao da enzima uvrB. As linhagens utilizadas (com excecdo da
TA102) possuem mutagdo no gene que codifica essa enzima, o que proporciona a fixacdo da mutacao provocada pelos mutdgenos. (WATSON et al., 2006)

Nas quebras de fita dupla, também promovidas pela agdo dos mutégenos utilizados, ndo hd fita molde para que ocorra o reparo. Nessa situagdo, ocorre o reparo por recombinagdo,
onde ainformagdo da sequéncia é extraida de uma sequnda cépia ndo danificada do cromossomo. Quando hd um dano extremo no DNA, os mecanismos celulares nao conseguem
corrigir a molécula de forma precisa, entao a mesma utiliza um dltimo recurso denominado Sistema de reparo sujeito a erro. Nesse caso, qualquer base nitrogenada é inserida no
local da lesdo para garantir que a replicacdo continue mesmo sem uma informagao precisa da sequéncia correta, que seria proporcionada pelo molde. Esse mecanismo de reparo
possui grande chance de causar mutagdo pela inser¢do de uma base incorreta, e é ativado pelo plasmideo pKM101, aumentando a taxa de mutacao espontanea. (WATSON et al.,
2006)

CONCLUSAO
Concluimos que a Atorvastatina foi capaz de prevenir danos ao DNA induzidos por agentes alquilantes previamente conhecidos.
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