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A hepatite C apresenta elevado impacto na saude publica global. Em 2017, o
Ministério da Saude lancou a atualizacdo do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Hepatite C, com novas terapéuticas viabilizadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Entre os
farmacos disponiveis no SUS, encontramos o sofosbuvir (SOF), que ¢ um medicamento
antiviral de acdo direta, que atua diretamente nos processos de replicacdo do virus da hepatite
C. O presente estudo objetiva avaliar a toxicidade genética do medicamento SOF. A
genotoxicidade foi analisada empregando o teste de micronucleo in vitro com blogueio da
citocinese (CBMN) utilizando a linhagem celular humana de carcinoma hepatocelular HepG2.
Foram avaliados o0s seguintes pardmetros: eventos citotdxicos, cinética celular e os danos
cromossdmicos. As células HepG2 foram expostas a um tratamento com SOF durante 24
horas, nas concentracdes 0,011, 0,023, 0,047, 0,094, 0,188, 0,377, 0,755 e 1,511 mM. Os
resultados observados em nosso estudo demonstraram que os tratamentos com SOF néo
aumentaram a frequéncia de dano cromossdmico e ndo reduziram os valores do indice de
Citotoxicidade da Divisdo Nuclear (NDCI), independentemente da concentracdo. Em
conclusdo, a exposicdo das células HepG2 ao SOF ndo induziu citotoxicidade, dano
cromossomico ou alteragdes gendmicas complexas, independentemente das doses utilizadas.

Considerando a grande importancia dos regimes de tratamento baseados em SOF na terapia
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de HCV, nossos resultados sdo relevantes na medida em que demonstram o perfil de
seguranga genotoxica do SOF.
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INTRODUCAO

A hepatite C é uma doenca amplamente distribuida no mundo. Estima-se que 3% da
populacdo mundial esteja infectada pelo virus da hepatite C e que entre 60% e 70% dos
portadores desenvolverdo doenga hepatica crbnica, necessitando de assisténcia a salde
especializada e de alta complexidade. A agressdo hepatocelular causada pelo HCV pode
evoluir para fibrose hepatica, cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC). Nas fases avancadas,
pode ocasionar inclusive o 6bito (MANDELL; BENNETT; DOLIN, 2010) . Estima-se que a
hepatite C seja responsavel por, aproximadamente, 700.000 6bitos anuais em decorréncia de
suas complicages (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

No Brasil, a hepatite C teve como formas preferenciais de transmissao o uso de drogas
injetaveis, hemodialise, transfusdo de sangue e hemoderivados, e outros procedimentos
médicos invasivos, particularmente até o inicio dos anos 90, quando ndo havia exame que
permitisse diagnosticar o portador do HCV (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O HCV é um virus com genoma de RNA fita simples, pertencente a familia
Flaviviridae. A analise filogenética das sequéncias de nucleotideos do HCV de um grande
namero de isolados em todo 0 mundo demonstrou que o virus pode ser classificado em seis
principais genotipos, com diversos subtipos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Em 2017, o Ministério da Saude lancou a atualizacdo do Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Hepatite C, que, incorporou os antivirais de acdo direta (DAA) para o
tratamento da hepatite C. As atuais opc¢des terapéuticas apresentam como vantagens:
facilidade posoldgica; tratamento por menor periodo de tempo; menos efeitos adversos;
melhores resultados do que as modalidades de tratamento anteriormente indicadas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Entre os farmacos disponiveis no SUS, encontramos 0
sofosbuvir (SOF), que € um analogo de nucleotideo inibidor da polimerase NS5B especifica
do HCV com elevada eficacia antiviral em todos os genétipos (GONZALEZ-GRANDE et al.,
2016).

O presente estudo tem por objetivo avaliar a toxicidade genética do medicamento

sofosbuvir, nova terapéutica fornecida pelo SUS no tratamento da hepatite C cronica.



METODOLOGIA

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada através do teste de microndcleo in vitro
com bloqueio da citocinese (CBMN-Cyt) utilizando a linhagem celular humana de carcinoma
hepatocelular HepG2. As celulas HepG2 foram adquiridas do Banco do Rio de Janeiro. Os
parametros avaliados foram: eventos citotoxicos (apoptose e necrose), cinética celular (células
mononucleadas, binucleadas e multinucleadas) e os danos cromossémicos (micronicleos,
brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas).

As células HepG2 foram expostas a um tratamento com SOF durante 24 horas, nas
concentragbes 0,011, 0,023, 0,047, 0,094, 0,188, 0,377, 0,755 e 1,511 mM. Apo6s o
tratamento, as células HepG2 foram lavadas duas vezes em solugdo salina tamponada com
fosfato de Dulbecco (DPBS) e foi adicionada citocalasina B. Posterior a esse processo, houve
a centrifugacdo e coloracdo das laminas. As laminas foram secas ao ar e examinadas sob uma

ampliacdo de 400x utilizando um microscopio 6tico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com SOF isolado ndo induziu reducdo nos valores de Indice de
Citotoxicidade da Divisdo Nuclear (NDCI), independentemente da concentragdo (Figura 1).
As frequéncias de micronucleos (MNi), pontes nucleoplasmaticas (NPB) e broto nuclear
(NBUD) foram investigadas em células HepG2 utilizando o ensaio CBMN-Cyt. Os resultados
observados em nosso estudo demonstraram que os tratamentos com SOF ndo aumentaram a

frequéncia de dano cromossomico independentemente da dose (Tabela 1).



Figura 1. Efeitos da exposicdo de células HepG2 ao sofosbuvir (0,011-1,511 mM) no indice
de Citotoxicidade da Divisao Nuclear (NDCI).
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Tabela 1. Avaliacdo do teste de micronucleo in vitro com bloqueio da citocinese do
sofosbuvir isolado em células HepG2.

Tratamento Dano cromossémico
MN;i? NPBs? NBUDs?
NC 8,25 + 3,45 0,50 + 0,50 1,75+0,71
PC (B[a]P 1 uM) 21,00 + 6,24 0,0+0,0 12,00 + 5,00°
0,094 mM 9,13+ 3,36 0,50 + 0,50 1,88 + 1,64
0,188 mM 10,00 + 2,19 0,0+0,0 2,67+231
0,377 mM 9,50 + 3,66 0,0+0,0 1,75+ 1,50
0,755 mM 8,67 +2,34 0,0+0,0 1,00+£0,0
1,511 mM 7,29 £ 4,54 0,0+0,0 2,00 £1,41

NC: controle negativo (DMSO 1%, dimetil sulfoxido), PC (B[a]P 1 uM): controle
positivo (benzo[a]pireno), MNi: micronucleos, NPBs: pontes nucleoplasmaticas, NBUDs:
brotos nucleares.

% Valores mostrados como media * desvio padrao.

® Significativamente diferente do controle negativo (P<0.05) (teste U de Mann-
Whitney).



CONCLUSOES

A exposicdo das células HepG2 ao SOF ndo induziu citotoxicidade, dano
cromossémico ou alteragcdes gendmicas complexas, independentemente das doses utilizadas.
Considerando a grande importancia dos regimes de tratamento baseados em SOF na terapia
de HCV, nossos resultados séo relevantes na medida em que demonstram o perfil de
seguranca genotoxica do SOF.
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