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RESUMO

A neurocisticercose (NCC) ¢ a doenga parasitiria mais comum do sistema nervoso central
(SNC) causada pela forma metacestodea de Taenia solium, a qual é prevalente em paises em
desenvolvimento e re-emergente em sociedades desenvolvidas. Esta parasitose tem sido
associada com tumores cerebrais e cancer hematologico em humanos. O possivel mecanismo
de carcinogénese inclui: indug¢do da imunossupressao pelo parasito; transferéncia do material
genético entre parasito e hospedeiro; inflamagdo cronica; transformagdo de células pelos
fatores secretados pela metacestodea de T. solium e produgdo de 6Oxido nitrico e outras
espécies reativas do oxigénio, com potencial genotoxico, causando danos no DNA, como
aberracdes cromossdmicas. Além disso, os agentes benzimidazolicos utilizados no tratamento
da NCC e de outras doengas parasitarias afetam a mitose, o nimero de cromossomos, a
fun¢do do fuso e as estruturas dos microtubulos. Os objetivos deste estudo foram avaliar a
atividade genotdxica do liquido de vesicula (LV) e extrato salino (ES) da forma metacestodea
de T. solium e de agentes benzimidazodlicos [albendazol (ABZ), cambendazol (CBZ),
mebendazol (MBZ) e tiabendazol (TBZ)] em asas de Drosophila melanogaster por meio do
teste de mutacdo e recombinacdo somadticas (SMART). Larvas de terceiro estadio
provenientes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativagdo (HB), foram tratadas, por
aproximadamente 48 horas, com diferentes concentracdes (12,5; 25,0 e 50,0 pg/mL) do LV e
ES da forma metacestodea de T. solium; e (50; 75 ¢ 100%) de ABZ, CBZ, MBZ ¢ TBZ.
Foram incluidos controles negativo (PBS e agua destilada) e positivo (uretano 10 mM). Os
resultados obtidos mostram que LV e ES foram genotoxicos em ambos cruzamentos do teste
SMART, enquanto que nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi verificado nas
freqiiéncias de manchas induzidas pelos agentes benzimidazélicos, quando comparado com o
controle negativo. Os experimentos sugerem que, nestas codigdes experimentais, o LV e ES
da forma metacestddea de T. solium sdo genotoxicos, mas que os compostos ABZ, CBZ,

MBZ e TBZ nao sdo genotoxicos em células somaticas de D. melanogaster.

Palavra chave: Taenia solium; SMART; Drosophila melanogaster; Antiparasitario.



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is the most common parasitic disease of the central nervous system
(CNS) caused by cysticerci of the helminth Taenia solium, which is prevalent in developing
countries and re-emerging in affluent societies. This helminth has been associated with brain
tumours and haematological malignancies in humans. The possible mechanisms leading to
carcinogenesis include: parasite-induced immunosuppression; transfer of genetic material
between parasite and host; chronic inflammation; cell transformation by factors secreted by T.
solium metacestode and production of nitric oxide and other species reactive of oxygen with
genotoxic potential causing either DNA damage as chromosome aberrations. In addition, the
benzimidazoles agents using in the treatment of NCC and others parasitic diseases affect
mitosis, chromosome number, spindle function and microtubule structure. The aim of this
study was to analyze the genotoxicity of a saline extract (SE) and vesicular fluid (VF) of T.
solium metacestodes and benzimidazoles agents [albendazole (ABZ), cambendazole (CBZ),
mebendazole (MBZ) and tiabendazole (TBZ)] in the Drosophila melanogaster wing somatic
mutation and recombination test (SMART). Third-instar larvae derived from standard (ST)
and high bioactivation (HB) crosses were treated for approximately 48 hours with different
concentrations (12.5; 25.0 and 50.0 ug/mL) of SE and VF of T. solium metacestode and (50;
75 and 100%) of ABZ, CBZ, MBZ and TBZ. The results obtained shown that the VF and SE
were genotoxic in both crosses and that no statistically significant differences in spot
frequencies between controls and treated series of the benzimidazoles agents were observed.
The experiments suggest that, under these experimental conditions, the VF and SE of T.
solium metacestode is genotoxic, but the compounds ABZ, CBZ, MBZ and TBZ is not

genotoxic in somatic cells of D. melanogaster.

Key words: Taenia solium; SMART; Drosophila melanogaster; Antiparasitic



1. INTRODUCAO

1.1 Importancia dos parasitos na carcinogénese

Em 1919, Johanes Fibiger descreveu a indugdo de céancer de estomago em
camundongos alimentados com baratas infectadas com larvas de Spiroptera neoplastica. A
hipotese de Fibiger foi questionada porque outros pesquisadores falharam em reproduzir os
seus resultados. Johanes Fibiger recebeu o prémio Nobel, em 1926, pelo trabalho de
carcinoma gastrico induzido por S. neoplastica (HERRERA; OSTROSKY-WEGMAN,
2001).

Os carcindgenos bioldgicos t€m sido considerados como uma das principais causas de
canceres humanos (PARKIN et al., 1999). Estimativas indicam que 13% dos canceres sdao
devido a infecgdes cronicas causadas por virus, bactérias e parasitos, sendo que varios
parasitos podem estar relacionados com o desenvolvimento de cancer humano, como
Paragonimus westermani e rhabdomiosarcoma cerebral primario (HAYASHI et al., 1986),
Plasmodium sp e linfoma de Burkitt (FACER; PLAYFAIR, 1989), Opisthorchis viverrini ¢
Clonorchis sinensis ¢ colangiocarcinoma (HASWELL-ELKINS; SATARUG; ELKINS,
1992), Toxoplasma gondii e meningioma (RYAN et al., 1993), Schistosoma haematobium e
cancer de bexiga (WARREN et al., 1995), Schistosoma mansoni e Schistosoma japonicum e
carcinoma de colon (ROSENTHAL; PURTILO, 1996).

A carcinogénese ¢ um processo complexo, no qual células normais crescem e sio
modificadas, como resultado da interagdo de multiplos fatores, incluindo xenobioticos e
constituintes enddgenos. As helmintiases humanas podem causar instabilidade genética e
afetar a comunicagdo inter- e intracelular, prosseguindo ao desenvolvimento de um tumor,

através da inflamacdo cronica, modulagao do sistema imune e secrecao de fatores soltveis



(RNA, proteina, carbohidratos e lipidios) que interagem com as células do hospedeiro
(TROSKO; RUCH, 1998; LOEB; LOEB, 2000; HERRERA; OSTROSKY-WEGMAN,
2001).

A resposta inflamatoria cronica local, freqlientemente observada em helmintiases, tem
sido postulada como sendo o mecanismo responsavel pelo processo de carcinogénese por
parasitos (OHSHIMA; BARTSCH, 1994). O mecanismo proposto inclui a produ¢ao de NO;’
e HO por leucécitos, em inflamacgdes cronicas (ROSIN et al., 1994). Outro possivel
mecanismo sugerido é de que enzimas capazes de metabolizar xenobidticos poderiam estar

envolvidas no processo neoplasico (GENTILE; DERUITER, 1981).

1.2 Cisticercose humana

A teniase ¢ uma parasitose intestinal provocada pela presenca da forma adulta de
Taenia solium (Linnacus, 1758) ou Taenia saginata (Goeze, 1782) no intestino delgado do
homem. A cisticercose humana ¢é o resultado da presenga de formas larvarias de T. solium
(metacestoddeo ou cisticerco), conhecido como Cysticercus cellulosae, parasitando tecidos
humanos. Estes parasitos pertencem ao Filo Platyhelminthes, Classe Cestoda, Ordem
Cyclophyllidae e Familia Taeniidae (REY, 2001).

O ciclo biolégico desses parasitos apresenta dois hospedeiros, um definitivo e um
intermediario, ¢ uma fase de vida livre. O tnico hospedeiro definitivo de T. solium e T.
saginata na fase adulta ¢ o homem. Os hospedeiros intermediarios de T. solium s3o suinos e
os de T. saginata sdo os bovinos. Ha, portanto, trés fases com relagdo a populagdo e parasitos:
adulto no hospedeiro definitivo, ovos no ambiente e forma metacestddea no hospedeiro

intermediario (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).



A Organizagdo Panamericana de Saude e a Organizagdo Mundial de Saude
(OPAS/OMS, 1994) consideram os indices de 1% para teniase humana, 0,1% para
cisticercose humana e 5% para cisticercose animal como endémicos, confirmando o complexo
teniase/cisticercose como problema de satde publica na América Latina.

Na América Latina, calcula-se que a taxa de prevaléncia de neurocisticercose (NCC) ¢
de 100 casos por 100.000 habitantes, atingindo cerca de 350.000 pessoas. A NCC ¢é endémica
na América do Sul, no México, América Central, Papua Nova Guiné, Asia (China, ndia e
Indonésia), Africa do Sul e na Europa oriental (Polonia e Roménia). Esta neuroparasitose é
ausente em Israel e alguns paises do norte da Africa, no leste do Mediterrineo ¢ na Asia
central, locais onde ndo se consome carne suina, por motivos religiosos (ANTONIUK, 1999;
PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).

No Brasil, a soroprevaléncia da cisticercose foi estimada nas diversas regides
geograficas: 8,1% na regido Sudeste, 5,8% no Nordeste, 5,3% no Centro-Oeste ¢ 3,5% no Sul
do pais (VIANNA et al.,, 1986). Na cidade de Uberlandia (MG) uma analise de 3.937
ocorréncias de laudos de necropsia do periodo de 1971 a 1993 revelaram uma prevaléncia de
1,4% de cisticercose humana (COSTA-CRUZ et al., 1995). Em Uberaba (MG) localizada a
100Km de Uberlandia, foi verificado uma prevaléncia de 2,7% em laudos de necropsia
(ANTUNES, LMG. comunicado pessoal).

Na cisticercose humana, o homem torna-se hospedeiro intermediario acidental de T.
solium. A transmissdo ocorre pela ingestdo de ovos viaveis do parasito por meio da auto-
infecgdo externa, do proprio individuo; auto-infec¢do interna, pelo refluxo de proglotes
gravidas para o estdmago, através de movimentos antiperistalticos ou vOmitos; € a
heteroinfec¢do, devido a ingestdo acidental de ovos do parasito na agua ou alimentos

(TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).



Ap6s a ingestdo dos ovos, que sdo constituidos por um embrido hexacanto, ou
oncosfera, provido de trés pares de aculeos e embridforo, este perde os aculeos, aumenta de
tamanho e mostra-se como uma esfera cheia, formada por células parenquimatosas envolvidas
por seu tegumento. Depois, o centro vacuoliza-se e passa a constituir uma vesicula cheia de
liquido, enquanto que, em um ponto da superficie, comeca a formar-se uma invaginacao,
crescendo de dentro para o centro da massa liquida. Essa invaginagdo ¢ o receptaculum
capitis, em cujo interior diferencia-se o futuro escolex da ténia, provido de quatro ventosas e
dupla coroa de aculeos (REY, 2001).

A forma metacestddea de T. solium é uma vesicula arredondada ou ovdide, semi-
transparente, permitindo notar-se o receptaculum capitis como uma pequena mancha leitosa
em seu interior. A vesicula pode atingir 15 mm de comprimento por sete ou oito milimetros
de largura e possui forma que varia com a localizacdo. O liquido contido na vesicula
apresenta sais e proteinas, bem como derivados protéicos, como acido urico, agua, uréia e
creatina, existindo ainda vestigios de colesterina e de glicose. O liquido de vesicula apresenta
densidade igual a 1,0097 e 1,557% de matéria sélida (por evaporagdo), das quais 0,3 a 0,5%
sdo compostos nitrogenados. Dos constituintes inorganicos, os principais sdo cloretos (0,7%)
(FLISSER et al., 1990).

Os metacestodeos sdo encontrados em diferentes estadios de desenvolvimento nos
tecidos do hospedeiro: a) etapa vesicular - cisticercos viaveis possuem uma membrana
transparente, contendo liquido e a larva invaginada em seu interior; areas de tegumento do
parasito apresentam-se histologicamente intactas, mas outras areas podem ser vistas com
infiltrado inflamatdrio no hospedeiro e gliose. A resposta imune pode variar da tolerancia até
intensa resposta inflamatéria; b) etapa vesicular coloidal — a vesicula aparece mais espessa e
com liquido turvo ou fracamente gelatinoso, esbranquicado e a larva fragilizada. O escolex

apresenta sinais de degeneracdo hialina. No tegumento do parasito observam-se alteragdes,



tais como infiltrado inflamatdrio com linfocitos, neutrofilos, monocitos e histiocitos, além de
fibroblastos e fibras colagenas. No tecido do hospedeiro, as arteriolas vizinhas ao parasito
apresentam endarterite e necrose fibrindide na tunica média. Eventualmente, encontra-se
oclusdo completa da luz vascular por proliferacdo endarterial ou por um trombo; C) etapa
granular-nodular — a vesicula tende a reduzir seu tamanho, seu conteudo torna-se semi-
solido e o metacestddeo ndo esta mais viavel. O escolex é transformado em um granulo
mineralizado. O infiltrado inflamatério é composto por células mononucleares e restos do
parasito sdo visualizados; d) etapa nodular calcificada — consiste em um nodulo sélido
mineralizado, circundado totalmente por tecido conjuntivo denso, ndo modelado. Os
constituintes do parasito ndo sao identificados (ESCOBAR-IZQUIERDO, 1988; PITTELLA,
1997; SOTELO; DEL BRUTTO, 2000; LINO JUNIOR et al., 2002).

As manifestagdes clinicas da cisticercose estdo na dependéncia do local anatdmico
onde se encontram os metacestddeos, das caracteristicas das lesdes, da quantidade e fase de
desenvolvimento e degeneracdo do parasito e da intensidade da resposta inflamatoria do
hospedeiro (DEL BRUTTO, 1999).

Na interagdo parasito-hospedeiro, o cisticerco revela, por meio de corte histologico,
superficie lisa, camada cuticular eosinofilica, ¢ camadas celular, muscular e reticular frouxa
no inferior. Quando os parasitos sdo vidveis, observa-se pequena inflamagdo com linfocitos,
plasmocitos e eosinofilos, caracterizando uma inflamagdo do tipo celular e cronica. Pode
haver areas de necrose nas mediacdes, onde os vasos apresentam vascularizagdo, infiltracao
perivascular de linfécitos, fibrose e proliferagao endotelial, com estreitamento ou obliteragdo
da luz dos vasos. A auséncia ou inflamacdo reduzida ¢ resultado da secrecdo de serina
proteases, que inibem a ativagdo do complemento, a ativa¢ao de linfocitos e a produgdo de
citocinas, com destaque para as interleucinas (IL) IL2, IL5 e IL10 (RODRIGUES Jr. et al.,

2000).



A NCC ¢ uma doenga pleomorfica em que o SNC ¢ afetado pela presenca do parasito
propriamente dito, pela reacdo inflamatdria, pela fibrose residual, pelo granuloma e pela
calcificacdo. O SNC reage com a formagao de um tecido inflamatério, o que causa fendmenos
degenerativos nos neuronios circunjacentes, com desmielinizacdo da substancia branca,
proliferacdo glial e infiltracdo de células. A resposta inflamatdria torna-se mais evidente
quando os parasitos estdo em fase de degeneragcdo, onde observam-se linfocitos, alguns
neutrofilos e eosinodfilos (RESTREBO et al., 2001).

O metacestodeo de T. solium mantém mecanismos de evasdo da resposta imune do
hospedeiro. Alguns dos mecanismos propostos para explicar a prolongada sobrevida do
parasito sdo: mascaramento da membrana parasitaria com absor¢do de proteinas do
hospedeiro; mimetismo molecular, sintetizando essas moléculas; variacdo da expressao
antigénica do parasito nos locais privilegiados do SNC; e indugdo de supressao ou tolerancia
imune, sugerindo a investigacdo da NCC e a oncogénese (DEL BRUTTO et al., 2000).

Analises do comportamento de diferentes antigenos presentes no liquido de vesicula
(LV) e no extrato salino (ES) da forma metacestodea de T. solium, na detec¢do de anticorpos
especificos, apresentaram sensibilidade e especificidade elevadas em diferentes testes
imunoloégicos, demonstrando que estes antigenos sdo eficazes no reconhecimento do sistema
imune (COSTA, 1986; SHIGUEKAWA et al., 2000; BARCELOS et al., 2001).

A primeira indicagdo do possivel papel da cisticercose na indu¢do de alteragcdes no
DNA de células hospedeiras foi reportada por Flisser et al. (1990), que demonstraram alta
freqiiéncia de alteracdes cromossdmicas em linfocitos de suinos naturalmente infectados com
cisticercos de T. solium, quando comparados com os linfocitos de animais nao infectados.

Estudos desenvolvidos no México demonstraram um aumento na freqiiéncia de
aberragdes cromossOmicas em linfocitos de animais e humanos com cisticercose (HERRERA

et al., 1999; 2000).



Um estudo, realizado em linfocitos de 10 pacientes com NCC e 10 pacientes controles,
demonstrou alta incidéncia de aberragdes nos cromossomos 7, 11 e 14, sugerindo que a
exposicdo permanente ao antigeno pode causar instabilidade cromossomica especifica
(HERRERA et al., 2001).

Dados de 18 casos de necropsias, realizadas em criangas mexicanas com NCC
mostraram que 22% tinham desenvolvido leucemia ou linfoma (RIDAURA, 1987). Um
estudo patolégico, em 481 casos de NCC necropsiados, permitiu estabelecer associagdo com
neoplasmas malignas em 21% dos casos (VILLAGRAN; OLVERA, 1988). Um estudo
epidemioldgico especifico reportou uma correlagdo entre doencas hematoldgicas malignas e
NCC (HERRERA et al., 1999).

Uma alta freqiiéncia de muta¢des no locus HPRT, em linfocitos de pacientes com
NCC, foi demonstrada por Montero et al. (1994). Apds o tratamento com praziquantel a
freqiiéncia de mutagdes retornou ao valor espontaneo.

A inducdo de danos no DNA, em linfécitos humanos tratados com um fator de
secre¢do da forma metacestddea de T. solium, foi avaliada pelo teste de microntcleo (MN)
que detecta agentes clastogé€nicos e agentes aneugénicos, demonstrando uma freqiiéncia alta
(36 micronucleos / 1000 células binucleadas), sugerindo que este fator solivel representa um

fator de risco para a instabilidade do DNA em individuos infectados (HERRERA et al., 2003).

1.3 Doencas parasitarias e agentes antiparasitarios

O desenvolvimento de quimioterapicos especificos esta condicionado ao entendimento
da fisiologia do parasito. A reciproca ¢ verdadeira, isto ¢, o entendimento do modo de acdo de
um quimioterapico pode fornecer informacgdes sobre a fisiologia do parasito (TRACY;

WEBSTER Ir, 1996).



Apesar do progresso no desenvolvimento de vacinas, a quimioterapia permanece como
o método isolado mais eficaz e econdomico de controlar a maioria das parasitoses. Os agentes
antiparasitarios precisam ser seguros € eficazes aos pacientes, mesmo que 0 uso terapéutico
destes seja complexo e sujeito a variagdes do hospedeiro, do parasito e dos fatores ambientais
(TRACY; WEBSTER Jr, 1996; CHIEFFI; GRYSCHEK; AMATO NETO, 2000).

O mecanismo de agdo e os efeitos adversos dos agentes antiparasitarios tornam-se
importantes no planejamento das a¢des de controle e seu efeito sobre o organismo hospedeiro.
Entre os efeitos adversos, os efeitos genotdxicos dos antiparasitarios t€ém chamado a atengao
de diversos pesquisadores, devido a associacdo existente entre efeito genotoxico e a indugao
de cancer (TRICKER et al., 1991; DOMINGUEZ et al., 1995; ELIZONDO et al., 1996;
MONTERO; OSTROSKY-WEGMAN, 1997; QUINTERO et al., 1998; GURRERA, 1999;
Le BRAS, 1999; HUDSON, 2000; DELESCLUSE et al., 2001).

Entre os agentes antiparasitarios, destacam-se os derivados do benzimidazol. No
entanto, alguns pesquisadores (ANTUNES; TAKAHASHI, 1994; PICKERING, 2000) tém
demonstrado que varios membros desta classe de compostos possuem potencial mutagénico,
teratogénico e atividade citotoxica.

Contraditoriamente, varios estudos demonstraram atividade anticarcinogénica de
agentes benzimidazoélicos como albendazol (POURGHOLAMI et al., 2001), cambendazol e

mebendazol (DELATOUR et al., 1976) e tiabendazol (LANKAS et al., 2001).

1.4 Derivados do Benzimidazol

Os benzimidazdlicos (BZ) sdo agentes antihelminticos polivalentes, de amplo espectro
contra parasitos de importancia médica veterinaria ¢ humana. Os derivados do benzimidazol,
que possuem agdes terapéuticas mais eficazes, t€m modificacdes nas posi¢des 2 e/ou 5 no anel

benzimidazol (TOWNSEND; WISE, 1990) (Figura 1).



Estes compostos provocam muitas alteracdes bioquimicas nos helmintos, como por
exemplo, a inibi¢do da furamato-redutase mitocondrial especifica, interagindo com uma
quinona endogena; transporte reduzido de glicose e desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
(LACEY, 1988).

Os BZ interferem na produgao de energia, com conseqiiente paralisia muscular e morte
do parasito. A acdo estd baseada no bloqueio do transporte de granulos secretores e
movimentagdo de organelas subcelulares de helmintos. Estes efeitos coincidem com o
desaparecimento dos microtubulos citoplasmaticos. Albendazol, cambendazol, mebendazol e
tiabendazol atuam inibindo a polimerizacdo dos microtibulos o que pode resultar em
aneuploidia e inibir o transporte de glicose, levando a morte celular (MAILHES,
MARCHETTI, 1994).

O anel benzimidazodlico oferece a possibilidade basica de substituicdo de até sete
diferentes posicdes. A introdu¢do de um pequeno substituinte na posi¢do 2 e alguns na
posi¢do 5 caracterizam os anti-helminticos BZ (VELIK et al., 2004).

A agdo primdria destas drogas ¢ inibir a polimerizacdo dos microtubulos, ligando-se a
B tubulina, afetando o desenvolvimento larval e o transporte de carboidratos (captacdo de
glicose) resultando na deplecdo de glicogénio dos parasitos e, por sua vez, na formacao
reduzida de trifosfato de adenosina (ATP), necessdrio para a sobrevivéncia e reproducao
destes (CHERTER; CABECA, 2000). Conseqilientemente, ocorre paralisia e morte gradual
dos parasitos (nematddeos e cestodeos), que sdo eliminados passivamente pelas fezes. Os BZ
ndo interferem no metabolismo da glicose no homem, porque o sistema microtubular das
células hospedeiras ¢ diferente daquele dos helmintos (KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).

Os compostos do grupo dos benzimidazois sdo classificados da seguinte maneira:

a) Tiazolicos: tiabendazol, cambendazol.
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b) Metilcarbamatos: Parbendazol, mebendazol, flubendazol, albendazol, fembendazol,
oxfendazol.
c¢) Halogenados: triclambendazol.

d) Pr6— benzimidazo6is: febantel, tiofanato, netobimin.

Benzimidazol
A I
o
M
H
Albendazol Mebendazol
Cl
5

HEC "fﬁ\__.-‘ -] N\
M
H

Tiabendazol \{ Cambendazol
N’;J \>— T
W, i

T

I=

Figura 1. Férmulas estruturais do benzimidazol e dos derivados albendazol, cambendazol,

mebendazol e tiabendazol (VELIK et al., 2004).
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1.4.1 Albendazol

O albendazol (ABZ) [metil-(5-propiltiolbenzimidazol)] ¢ um carbamato de
benzimidazol (Figura 1). Exerce efeito antiparasitario eficaz no tratamento da ancilostomiase,
ascaridiase, cisticercose (mas ndo recomendado para NCC), enterobiase, estrongiloidiase,
teniase, triquinose e tricuriase. Por ser teratogénico e embriotoxico ndo deve ser usado em
gestantes (BINA, 1998; KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).

O ABZ aumenta, de maneira dose-dependente, a concentracdo de enzimas
microssomais citocromo P450 e a atividade EROD (especifico de P4501A), a qual esta
correlacionada com aumento especifico no nivel de citocromo P450 em ratos Wistar
(ASTEINZA et al., 2000).

Contraditoriamente, Pourgholami et al. (2001) relataram que o ABZ foi capaz de
suprimir a proliferagdo do carcinoma hepatocelular de células in vitro e em camundongos
BALB/c in vivo.

O efeito do ABZ foi avaliado por Baliharova et al. (2003) em citocromo P4501A de
hepatocitos de ratos e células HepG2, demonstrando uma indug¢do aumentada na atividade

EROD e MROD (especifico de P450 2B e 3A) apos 72h de tratamento.

1.4.2 Cambendazol

O cambendazol (CBZ) (éster 1 metiletilico do acido [2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazol-
5-ilJcarbamico) (Figura 1) ¢ indicado no tratamento da estrongiloidiase. Possui efeito

nematicida contra uma variedade de parasitos gastrintestinais em bovinos, carneiros, ovelhas e

cavalos (KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).
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O CBZ possui propriedades embriotoxicas e antimitoticas, além de induzir aberragdes

cromossomicas em cavalos (DELATOUR et al., 1976; GOIN; MAYER, 1995).

1.4.3 Mebendazol

O mebendazol (MBZ) (éster metilico do acido (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il)
carbamico) (Figura 1) é um prototipo do carbamato de benzimidazol introduzido no
tratamento das infecgdes por nematddeos (BINA, 1998; KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).

A agdo antihelmintica é altamente eficaz contra ascaridiase, capilariase, enterobiase,
trichiuriase, ancilostomiase e estrongiloidiase. A imobiliza¢do do parasito e a morte ocorrem
lentamente ¢ a sua liberagdo do trato gastrintestinal pode ndo se completar até trés dias apds o
tratamento (BENNETT; GUYATT, 2000).

Este farmaco foi testado quanto a clastogenicidade em células da medula 6ssea de
ratos Wistar e clastogenicidade e potencial antimitético em cultura de linfocitos do sangue
periférico humano, sendo que este ndo induziu aumento na freqiiéncia de aberragdes
cromossOomicas, mas foi eficiente em bloquear o ciclo celular em metafase (ANTUNES;
TAKAHASHI, 1994).

A genotoxicidade do MBZ também foi testada em Aspergillus nidulans, verificando-se
a ocorréncia de erro na segregacao cromossomica (DELATORRE et al., 1994).

Baliharova et al. (2003) avaliaram o efeito de baixas concentracdes do MBZ em
citocromo P4501A de hepatocitos de ratos e células HepG2, demonstrando um aumento na

inducdo da atividade EROD e MROD apo6s 72h de tratamento.
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1.4.4 Tiabendazol

O Tiabendazol (TBZ) [2-(4’-tiazolil)-1H-benzimidazol] (Figura 1) ¢ o farmaco de
escolha no tratamento da estrongiloidiase, triquinose, toxocariase, escabiose, capilariase,
dracunculiase e tricostrongiliase. Possui agdo larvicida e ovicida in vitro, em concentragdes
muito baixas, sendo seu mecanismo de agdo através da inibi¢do do sistema fumarato-redutase
mitocondrial especifico de helminto, possivelmente ao interagir com uma quinona enddgena
(BINA, 1998; KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).

Estudos citogenéticos indicam que o TBZ inibe a formagdo do fuso celular de A.
nidulans (ANTOCCIA et al., 1991; CREBELLI et al., 1991). Além disso, o TBZ induz
aneuploidia e/ou tetraploidia em diferentes linhagens celulares de hamster Chinés in vitro;
tetraploidia, células endoreduplicadas e c-mitoses, sem relagdo dose-efeito, em cultura de
linfocitos do sangue periférico humano (NATARAJAN et al., 1993; SBRANA et al., 1993;
WARR; PARRY; PARRY, 1993).

Um estudo in vitro, com linfocitos humanos, mostrarou que o TBZ induz aumento
estatisticamente significativo no nimero de MN, concordando com diferentes estudos in vivo.
Injegoes intraperitoneais de TBZ em camundongos provocaram aumento na incidéncia de MN
em células de medula o6ssea (VAN HUMMELEN; KIRSCH-VOLDERS, 1992;
MARRAZZINI et al., 1994).

Em hepatocitos de coelho, o TBZ aumenta de maneira dose-dependente a
concentragdo de enzimas microssomais citocromo P450 e um aumento na atividade EROD, a
qual esta correlacionada com um aumento especifico no nivel de citocromo P4501A1 (AIX et
al., 1994; GALTIER et al., 1996).

O TBZ nido ¢ teratogénico, ou seletivamente fetotdxico, dependendo do organismo

(camundongos, ratos ou coelhos) e da dose administrada (LANKAS et al., 2001).
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1.5 Teste para deteccdo de mutagdo e recombinacdo somatica em células de asas de

Drosophila melanogaster

Os testes regulatérios de Toxicologia Genética constituem-se em uma série de testes
de mutagenicidade selecionados para detectar agentes quimicos e fisicos capazes de induzir
mutagdes. Uma mutagdo ¢ definida como uma mudanga na seqiiéncia do DNA, que leva a
uma alteracdo herdavel da fungdo génica. Os agentes que mudam a seqiiéncia do DNA sao
"toxicos" para o gene e sdo chamados de "genotdxicos". Uma vez que as mutagdes sdo
freqiientemente associadas com o desenvolvimento de canceres e defeitos ao nascimento, o
conhecimento do potencial genotdxico de um agente quimico industrializado, ou naturalmente
presente no ambiente, ¢ uma informacgao essencial para as agéncias regulatorias, no que se
refere ao estabelecimento de risco para o homem (GRIFFITHS et al., 1998).

O teste para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica (“Somatic Mutation and
Recombination Test” — SMART) foi idealizado por Graf et al. (1984), utilizando como
biomonitor a mosca da fruta Drosophila melanogaster. Esse sistema apresenta a vantagem de
ser um eucarioto de curto periodo de geracao (aproximadamente 10 dias a 25°C), caracteres
morfologicos bem definidos e grande numero de linhagens mutantes, caracterizadas
geneticamente. Além disso, este organismo teste possui um sistema enzimatico semelhante ao
dos mamiferos, que permite o metabolismo de agentes xenobioticos (BARRS, 1980; VOGEL,
1980; HALLSTROM et al., 1984; GRAF et al., 1996).

A Figura 2 mostra o ciclo vital da D. melanogaster. No inicio do desenvolvimento
embrionario da Drosophila, grupos de células (discos imaginais) sao separados. Essas células
proliferam mitoticamente durante o desenvolvimento larval até diferenciarem-se em estruturas

do corpo da mosca adulta (olhos, asas, etc). Se ocorrer uma alteragdo genética em uma destas
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células do disco imaginal, havera a formagdo de um clone que ao se dividir permitird que as
células descendentes tenham a mesma mutacao da célula inicial (GRAF et al., 1996).

No SMART sdo utilizadas as linhagens de D. melanogaster com os marcadores
genéticos “multiple wing hairs” (mwh); “flare® (fIr®) e “Oregon R, flare® (ORR; fIr®), que
apresentam expressoes fenotipicas bem definidas. A linhagem mwh (constituicdo genética y;
mwh jv) possui o marcardor mwh mantido na linhagem como uma mutagdo viavel em
homozigose recessiva, localizada na extremidade do braco esquerdo do cromossomo 3 (3-3,0)
e que tem sua manifestacdo fenotipica caracterizada por trés ou mais tricomas por célula da
asa. A linhagem flr® apresenta individuos com constituigio genética flr® / In(3LR)TMS3, ri pP
sep 1(3)89Aa bx** e Bd®. O marcador flr® ¢ uma mutagdo recessiva, que também encontra-se
no brago esquerdo do cromossomo 3, numa posi¢do mais proximal (3-38,8) e sua
manifestagdo fenotipica € caracterizada por um pélo modificado em forma de chama. O
marcador flr® é letal em homozigose zigotica, ou seja, zigotos homozigotos para o flr* ndo
conseguem se desenvolver até a fase adulta (GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF,
1995).

Devido a letalidade do marcador flr®, em homozigose no zigoto, foi desenvolvido um
cromossomo balanceador TM3, Bd® (Third Multiple 3, Beaded-serrate) que mantém a
heterozigose da linhagem. A presenca deste balanceador, demonstrada pela borda serrilhada
da asa, impede que haja recombinag¢do, ou seja, a troca de genes entre Cromossomos
homologos, devido a presenca de multiplas inversdes neste cromossomo (GRAF et al., 1996).

Os cromossomos 1 e 2, provenientes da linhagem Oregon R, resistente ao DDT
(DAPKUS; MERELL, 1977), desenvolvidas por Frolich, Wiirgler (1989), apresentam alta
atividade das enzimas citocromo P-450, as quais sdo responsaveis pela metabolizacdo e
ativacdo de promutdgenos e procarcinégenos. Os marcadores ORR,; flr* encontrados em

individuos com constituicdo genética ORR; flr* / In(3LR)TMS3, ri p” sep 1(3)89Aa bx** ¢ Bd®



16

sao empregados no cruzamento conhecido como Alta Capacidade de Bioativagdo (“High
Bioativation cross - HB”) (GRAF et al., 1989; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995)

No teste para detec¢do de mutagdo e recombinagdo em células somaticas de asas de D.
melanogaster sao utilizados dois cruzamentos: 1) cruzamento padrao (ST) no qual machos
“mwh” (mwh + / mwh +) sdo cruzados com fémeas virgens das linhagens flr® (+ flr* / TM3
Bd®); 2) cruzamento de alta bioativacio metabolica (HB) no qual machos “mwh” (mwh + /
mwh +) sdo cruzados com fémeas ORR,; flr® (ORR / ORR; + flr’l TM3 Bds). Ambos
cruzamentos, produzem individuos trans-heterozigotos marcados (mwh + / + flr¥) (MH) e
individuos heterozigotos balanceados (mwh + / TM3 Bd®) (BH) (GRAF et al., 1984; 1989).

O teste SMART detecta, em células somaticas, perda da heterozigose decorrente de
alteracdes genéticas em células primordiais dos discos imaginais de asas da larva. A analise
dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutagdes de ponto, pequenas aberragdes
cromossOmicas e recombinagdes mitoticas proximais e distais. A analise dos individuos BH
também permite detectar a ocorréncia de mutagdes de ponto e pequenas aberragdes
cromossomicas. No entanto, devido a presenga de inversdes multiplas no cromossomo
balanceador, as células resultantes de recombinagdo mitdtica sdo invidveis. A célula que
sofreu a perda do alelo selvagem ira desenvolver o fendtipo mutante durante a metamorfose
no estagio de pupa, e pode ser diferenciada facilmente das demais (GUZMAN-RINCON;
GRAF, 1995).

Assim sendo, a utilizagdo de um organismo eucarioto, que ativa enzimaticamente
promutagenos e procarcindgenos, faz do SMART um teste eficiente, capaz de detectar ndo so6
mutagdes de ponto, delecdes, certos tipos de aberragcdes cromossOmicas, nao-disjuncao
cromossOmica, bem como detectar e quantificar a freqiiéncia de recombinag¢do mitotica. A

conversdo génica e a recombinacdo mitdtica sdo potentes mecanismos para a perda da
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heterozigose em células somadticas, o que pode levar ao desenvolvimento de tumores (GRAF

et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995; GRAF et al., 1996).
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Figura 2. Ciclo de vida de D. melanogaster, adaptado de http:/flymove.uni-

muenster.de/Homepage.html (24-11-2004)
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

» Avaliar por meio do Teste de Mutagdo e Recombinagdo Somatica (SMART) em
células de asas de D. melanogaster, a genotoxicidade dos seguintes compostos:
v" Liquido de vesicula (LV) e extrato salino (ES) da forma metacestodea de T.
solium.
v’ Agentes antiparasitarios derivados do benzimidazol (albendazol , cambendazol,

mebendazol e tiabendazol).

= Verificar se os diferentes radicais, associados ao anel benzimidazdlico dos agentes

antiparasitarios analisados, tém influéncia na atividade genotdxica dos mesmos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de metacestodeos de T. solium

Os metacestodeos de T. solium, provenientes de suinos portadores de infecgdo
natural macicga, foram obtidos de musculos esqueléticos, utilizados no prazo maximo de
dois dias, conservados a 4°C. Os parasitos, separados por dissecacdao, resultaram em
cisticercos integros e rompidos, que foram submetidos a quatro lavagens em solugao salina
(NaCl 0,15M), armazenados em frascos, identificados e conservados a -20°C até serem

utilizados no preparo dos extratos antigénicos.

3.2 Liquido de vesicula (LV) da forma metacestdédea de T. solium

Para obten¢ao do LV, os cisticercos integros foram rompidos com lamina de bisturi

e o fluido colhido, centrifugado a 4.800 g por 15 minutos a 4°C. A dosagem protéica do

sobrenadante foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951).

3.3 Preparo do extrato salino (ES) de metacestddeos de T. solium

O ES foi preparado conforme Costa et al. (1982). Cinquenta cisticercos, equivalentes a
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0,6g de material biologico, integros e rompidos, foram lavados rapidamente em trés trocas de

solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2. Apds este procedimento, o PBS foi

desprezado e os cisticercos foram ressuspensos em 5 mL de dgua destilada, rompendo-se as

larvas mecanicamente, utilizando homogeneizador de tecidos elétrico (Glas-col®, USA),

durante 5 minutos em banho de gelo.
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Em seguida, os fragmentos foram submetidos ao tratamento por ultra-som (Thornton,
Inpec Eletronica, Sao Paulo, Brasil) em quatro ciclos de 40 Khz por 30 segundos, em banho
de gelo. Apds o ultimo ciclo, foi realizada a isotonizagdo da suspensao parasitiria com 5 mL
de solugdo salina (NaCl 0,3M) e submetido novamente ao tratamento por ultra-som, trés
ciclos de 40 Khz por 30 segundos, em banho de gelo.

O material foi deixado por duas horas a 4°C sob agitagdo lenta e, posteriormente,
centrifugado a 10.000 g (Du Pont Sorval®, Products Newtown, Conectcut, USA) por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante obtido constituiu o extrato salino. Apds a dosagem protéica
(LOWRY et al.,, 1951) o extrato antigénico foi distribuido em aliquotas de 0,5 mL,

identificados e conservados a -20°C.

3.4 Linhagens mutantes de D. melanogaster

As linhagens mutantes sdo provenientes do Instituto de Toxicologia - Universidade
de Ziirich, Schwerzenbach, Suica e mantidos no Laboratério de Mutagénese do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram utilizadas
fémeas virgens das linhagens mutantes flr® (constituicdo genética fIr® / In(BLR)TM3, ri p°
sep 1(3)89Aa bx** e Bd®) ¢ ORR; fIr® (constitui¢do genética ORR/ORR; fIr* / In(BLR)TM3,

ri p° sep 1(3)89Aa bx**® ¢ Bd®) ¢ machos da linhagem mwh (mwh + / mwh +).

3.5 Controle positivo (Agente genotoxico)
Como controle positivo foi utilizado o uretano (etil carbamato) 10mM, CAS N° 51-

79-6 (Fluka AG, Buchs, Switzerland), dissolvido em agua destilada estéril.
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3.6 Preparacao dos agentes antiparasitarios

Os quatro agentes BZ [ABZ (CAS 54965-21-8), CBZ (CAS 26097-80-3), MBZ
(CAS 31431-39-7) e TBZ (CAS 148-79-8)] foram utilizados na forma de suspensdo e
diluidos, imediatamente antes do uso, em agua destilada estéril e as concentragdes

padronizadas em 50, 75 e 100%, respectivamente.

3.7 Teste para deteccdo de mutacdo e recombinacédo somatica em células de asas de D.

melanogaster (GRAF et al., 1989; GRAF; VAN SCHAIK, 1992)

As linhagens mutantes descritas no item 3.4 foram mantidas em frascos de %4 de litro
contendo meio de cultura para Drosophila (820 mL de agua; 25 g de fermento biologico -
Sacharomyces cerevisiae; 11g de agar; 150 g de banana e 1g de nipagin).

O cruzamento padrdo (ST) foi realizado por meio de cruzamentos entre f€émeas virgens
flr*/In(3LR)TMS3, ri p sep 1(3)89Aa bx** e Bd® e machos mwh/mwh (GRAF et al., 1989),
enquanto que o cruzamento de alta capacidade de bioativacao (HB) foi realizado por meio de
cruzamentos entre fémeas virgens ORR; fIr¥/In(BLR)TM3, ri p® sep 1(3)89Aa bx** e Bd® ¢
machos mwh/mwh.

De ambos os cruzamentos, foram obtidos trans-heterozigotos marcados (MH: mwh +/
+ fIr®) e heterozigotos balanceados (BH: mwh +/ TM3, Bd®).

Os ovos foram coletados, durante um periodo de oito horas, em frascos contendo uma
base solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento biologico S. cerevisiae
suplementado com sacarose. Apos trés dias, quando as larvas de 3° estadio (72 £ 4 horas de
idade), foram lavadas com 4agua corrente e seguido de agua destilada, e coletadas com auxilio

de uma peneira de malha fina.
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As larvas foram colocadas em frascos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura)
contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo, Hikari®) e 5 mL de
solu¢do com LV e com ES da forma metacestodea de T. solium, nas concentra¢des de 12,5;
25,0 e 50,0 ug/mL; e com solucdes aquosas de diferentes derivados do benzimidazol, nas
concentragdes de 50, 75 e 100%, respectivamente: ABZ (20,0; 30,0 ¢ 40,0mg/mL), CBZ
(15,0; 22,5 e 30,0mg/mL), MBZ (10,0; 15,0 e 20,0mg/mL) e TBZ (25,0; 37,5 ¢ 50,0mg/mL).
Os controles positivo e negativo, utilizados nos experimentos foram, respectivamente, o
uretano (10mM) ¢ PBS para o experimento da forma metacestodea de T. solium; ¢ a agua
destilada estéril, para o experimento dos derivados BZ.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo de tratamento apresentado
na Figura 3.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura de 25 £ 1°C, uma vez que, de
acordo com Katz e Foley (1993), variacdes de temperatura podem afetar significativamente a

freqiiéncia de manchas mutantes.

Ovo L1 L2 L3 Pupa Adulto
I I I I I
I I I I | >

0 24 48 72 120 horas
| |
I I

Tratamento cronico
(48 horas)

Figura 3. Protocolo do tratamento cronico de larvas de 3° estadio de D. melanogaster dos

cruzamentos ST ¢ HB.
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3.8 Analise microscopica das asas dos adultos emergentes

Adultos emergentes, de ambos cruzamentos, portadores dos dois tipos de genotipos:
mwh + / + flr¥ ou mwh + / TM3, Bd® foram coletados e conservados em etanol 70%. As asas
das moscas foram extraidas com auxilio de microscépio esteroscopico (Olympus®) e um par
de pingas entomologicas. As diferengas morfologicas dos cruzamentos ST e HB estdo
representadas na Figura 4.

As asas foram embebidas em solucdo de Faure (30 g de goma ardbica, 20mL de
glicerol, 50g de hidrato de cloro e 50mL de agua destilada) e distendidas em ldminas de vidro
grossa, limpas e secas. Apos 24 horas, foi colocada uma gota da solu¢do de Faure sobre as
laminas, as quais foram cobertas com laminulas (24x32mm) e secas sobre placa aquecida
(Etica®) a 37°C.

As asas foram analisadas em microscopio Optico de luz (Olympus®), com aumento de
400X. As células normais formam um unico pélo ou tricoma. Os marcadores genéticos mwh e
flr alteram os tricomas, expressando fenotipicamente no adulto como mancha mutante simples
e/ou gémea, formadas por pélos multiplos (multiple wing hairs) e/ou pélos com a base
alargada (flare). O tamanho da mancha reflete o nimero de divisdes mitoticas ocorridas apds
a inducdo da alteracdo genética. As manchas gémeas sdo produzidas exclusivamente pela
recombinag¢do mitodtica, ao passo que as manchas simples sdo formadas a partir de varios tipos
de eventos mutacionais. As Figuras 5, 6 e 7 apresentam os esquemas representativos dos
mecanismos responsaveis pelo aparecimento dos diferentes tipos de manchas mutantes.

Durante a andlise microscopica, a posi¢do da mancha foi anotada de acordo com o
setor em que se encontra na asa. O tamanho de uma mancha foi registrado de acordo com o

numero de células afetadas, assim como o tipo de alteragdo existente. Neste caso, considera-se
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como mancha simples, alteragdes de apenas um tipo (mwh ou flr), ou mancha gémea, quando
os dois tipos de alteragdes estavam presentes na mesma mancha.

Foram analisadas 3594 asas provenientes de adultos emergentes de dois experimentos
independentes, em duplicata, de todos os grupos experimentais. Os experimentos incluiram o
controle negativo (PBS e dgua destilada estéril), controle positivo (uretano) e trés diferentes
concentragdes de cada antigeno (LV e ES) e trés diferentes concentragdes dos agentes BZ
(ABZ, CBZ, MBZ ¢ TBZ).

No final da analise foram comparadas as freqii€ncias de muta¢des encontradas nas
moscas tratadas com LV e ES da forma metacestodea de T. solium; do ABZ, CBZ, MBZ ¢

TBZ, com as observadas nos respectivos controles negativos.
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Cruzamento Padréo (ST)

e
Cruzamento de Alta Bioativacdo Metabdlica (HB)

+flr* / TM3,Bd ®
3 s mwh + / mwh +
ORR/ORR; + flr’/ TM3, Bd
| 1 [ ] )
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+ 0O mwh B B mwh
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ﬂr3 oo+ TM3,Bd> 0 O +
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+ fIr*/ mwh + TM3, Bd °/ mwh +
Trans-heterozigoto marcado Heterozigoto balanceado
(MH) (BH)
Para detec¢do de Mutacéo, Para detec¢do de Mutagéo
Delecé@o e Recombinacgéo e Delecéo

Figura 4. Esquema representativo do cruzamento padrdo (ST): Fémea virgem da linhagem
flr® (+ flr* / TM3, Bd®) cruzada com macho mwh (mwh + / mwh +) e do cruzamento de alta
bioativacdo (HB): fémea virgem da linhagem ORR/ORR; + flr / TM3, Bd® cruzada com
macho mwh (mwh + / mwh +), originando descendentes trans-heterozigotos marcados (MH)

(+ fIr* / mwh +) e descendentes heterozigotos balanceados (BH) (TM3, Bd® / mwh +).
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Figura 5. Esquemas representativos dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento de

mancha mutantes mwh por meio de mutagéo (A) ¢ delegao (B).
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Figura 6. Esquemas representativos dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento de

manchas mutantes mwh por nao-disjungdo (A) e gémea por recombinagdo entre o centrdmero
e o locus flr (B).



28

. - pélos
Recombinagéo entre locus flr e mwh (A) + mwh  maltiplos
. O 0O
e
J Qe
,,’, ,'* fir’ mwh l
+ mwh ,”
(W —_ /
mwh N
+ mwh ; 0 ‘ N
+ + N
@ 0mn 'EI O A
@ oo == g o T
([ 'l:l3 O . — ., Délonormal
flr + f|r3 i ‘\\\ * . 0 0
“a @ on
+fIr® / mwh + it o
(MH)
Dupla recombinacéo (B) pélo normal
+ mwh
< @ oD
/. e@eOeeen
Soa A
4+ mwh L mwh
+ mwh D] Ol Dt /!
. 0 0 . | (| . O 0 L III
o 0 — fir’ mwh '~/
@ oon — . QessD) s
fir® + 3 N elo fl
flr + + o+ . pe€lo Tlare
[ ] O "o firf mwh
PR @00
+flr® / mwh + RN
(MH) @00
flr 4

Figura 7. Esquemas representativos de recombinagdo entre os loci flare e mwh (A) e dupla
recombinagdo (B) entre o centromero e locus flare e entre o locus flare e o mwh,
responsaveis, respectivamente, pelo aparecimento de manchas simples com pélos multiplos e

manchas simples com pélos flare.
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3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica para verificacdo da possivel acdo genotoxica das variaveis
estudadas foi realizada por meio do teste descrito por Frei; Wiirgler (1988), utilizando o teste
X para proporgdes, bicaudal, com nivel de significancia a=p=0,05.

Foi utilizado um método de multipla-decisdo para definir se o resultado ¢ positivo,
inconclusivo ou negativo. A hipotese nula admite que ndo ha diferenca na freqiiéncia de
mutagdes entre o controle negativo e o individuo tratado, enquanto a hipdtese alternativa
postula, a priori, que os resultados encontrados no tratamento t€ém um aumento nas
freqliéncias de mutagdo que ¢ m vezes maior que a freqiiéncia espontanea observada no
controle (FREI; WUGLER, 1988).

As manchas mutantes sdo distribuidas em pequenas simples (1-2 células), grandes
simples (>2 células) e manchas gémeas. Devido as manchas pequenas simples e o total de
manchas apresentarem uma freqiiéncia espontanea comparativamente alta, m ¢ fixado a um
valor de 2. Para as manchas grandes simples e gémeas, que apresentam uma baixa freqiiéncia
espontinea, considera-se m igual a 5 (FREI; WUGLER, 1988).

Para o célculo da mutag@o e recombinacao foram utilizadas as seguintes féormulas:

Freqiiéncia de mutagdo (FM) = Freqiiéncia de manchas mwh nos descendentes BH

Freqiiéncia de manchas mwh nos descendentes MH

Recombinacdo = 1 — freqiiéncia de mutacao

3.10 Normas de biosseguranca
Todo o procedimento de coleta, manuseio do material bioldgico e dos reagentes, bem

como a utilizagdo dos equipamentos, foi realizado de acordo com as normas de seguranga

compativeis (CHAVES-BORGES; MINEO, 1997).
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4. RESULTADOS

Os cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de bioativagdo (HB) foram
realizados simultaneamente para a verificagdo dos efeitos genotoxicos do liquido de vesicula
(LV) e do extrato salino (ES) da forma metacestodea de T. solium; e dos agentes BZ:
albendazol (ABZ), cambendazol (CBZ), mebendazol (MBZ) e tiabendazol (TBZ) ¢ os
respectivos controles positivo e negativo. Desta forma, as larvas obtidas de ambos
cruzamentos foram tratadas sob idénticas condicdes.

As Tabelas 1 ¢ 2 mostram os resultados das freqiiéncias de manchas mutantes
observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados
(BH), respectivamente, de D. melanogaster dos cruzamentos ST e HB, tratados com
diferentes concentra¢des do LV ¢ do ES da forma metacestodea de T. solium.

Na Tabela 1 verifica-se um aumento estatisticamente significativo (P<0,05) nas
freqliéncias de manchas pequenas simples ¢ nos totais de manchas mutantes induzidas nos
individuos MH tratados com as diferentes concentracdes do ES para ambos cruzamentos, com
exce¢do do tratado com 12,5ug/mL do cruzamento HB. Entretanto, esta concentragao
(12,5ug/mL) apresentou valores estatisticamente significantes (P<0,05) em todas as trés
categorias de manchas.

Os aumentos nas freqiiéncias de manchas grandes simples e gémeas foram
estatisticamente inconclusivos para os individuos MH tratados com as diferentes
concentragdes de ES, para ambos cruzamentos, com exce¢do da menor concentracao
(12,5ug/mL).

Foi verificado aumento estatisticamente significativo (P<0,05) nas freqiiéncias de
manchas pequenas simples e nos totais de manchas mutantes induzidas nos individuos (MH)

tratados com as diferentes concentracdes do LV do cruzamento HB, enquanto que para o
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cruzamento ST, apenas as concentragdes de 12,5 e 25,0ug/mL apresentaram aumentos
estatisticamente significativos nas freqliéncias totais de manchas mutantes.

Os aumentos nas freqiiéncias de manchas grandes simples e gémeas foram
estatisticamente inconclusivos para os individuos MH tratados com as diferentes
concentragdes de LV, para ambos cruzamentos.

Na Tabela 2 verifica-se que as freqiiéncias dos diferentes tipos de manchas mutantes
observadas nos individuos BH ndo diferem estatisticamente das freqiiéncias de manchas
observadas nos controle negativo.

A Tabela 3 apresenta as porcentagens de mutagdo e recombinagdo génicas, de acordo
com as freqiiéncias totais de manchas mutantes observadas nos descendentes dos cruzamentos
ST e HB. As porcentagens de recombinag¢do variaram de 53-75% apresentando valores
elevados em todas as concentragdes do LV e ES no cruzamento ST, enquanto que a mutagao
variou de 23-47%. No cruzamento HB, as porcentagens de recombina¢do variaram de 36-
72%., enquanto a de mutagdo entre 28-61%.

Os resultados obtidos na andlise dos descendentes MH dos cruzamentos ST e HB
tratados com diferentes concentra¢des de agentes BZ, estdo apresentados na Tabela 4 e 5,
respectivamente.

As alteragdes nas freqiiéncias de manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e
o total de manchas mutantes observadas foram estatisticamente nao significantes (P>0,05) nos
individuos tratados com ABZ, CBZ, MBZ e TBZ, quando comparado com as freqiiéncias de
manchas observadas no controle negativo para o cruzamento ST (Tabela 4). O mesmo
resultado foi observado para o cruzamento HB.

Diante dos resultados negativos observados nos descendentes MH para os agentes BZ,

ndo foram analisados os descendentes BH.
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A Figura 8 mostra, respectivamente, os resultados da distribui¢do do total de manchas
mutantes observadas em asas dos descendentes MH dos cruzamentos ST e¢ HB, apos
tratamentos com PBS; LV e ES da forma metacestddea de T. solium (12,5; 25,0 ¢ 50,0
ug/mL) e uretano (10 mM).

Observam-se elevadas freqiiéncias de manchas simples pequenas (1-2 células) nos
diferentes tratamentos do cruzamento ST, principalmente nas concentragcdes de 12,5 e
50,0pg/mL, enquanto que nos tratamentos do cruzamento HB as freqiiéncias mais elevadas
foram na concentragdo de 50,0pg/mL. Apesar da menor concentracao (12,5ug/mL) apresentar
freqiiéncia de manchas mais elevada que a de 25 e 50ug/mL no cruzamento ST, ndo existem
diferengas estatisticamente significantes entre as trés concentragdes dos tratamentos do ES e
LV da forma metacestddea de T. solium. Observa-se que o LV apresentou resultados
semelhantes ao do ES quanto aos tratamentos do cruzamento ST e HB.

As Figuras 9, 10, 11 e 12 mostram, respectivamente, os resultados obtidos da
distribuicdo do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes MH dos
cruzamentos ST e HB, apos tratamentos com agua; ABZ, CBZ, MBZ e TBZ ¢ uretano (10

mM).
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Tabela 1. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) dos cruzamentos ST ¢ HB, apos

tratamento cronico das larvas de D. melanogaster com diferentes concentragdes do liquido de vesicula (LV) e do extrato salino (ES) da forma

metacestddea de T. solium

Manchas por individuo (n° de manchas) Diagndstico estatistico*

Tratament9 NGmero de moscas Pequena§ simples Grandes, Simples Gémeas Total Manchas mwh
(Concentragéo) (1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5 m=5 m=2
A. Cruzamento padréo (ST)

PBS 30 0,50 (15) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,53 (16) 0,50 (15)
Uretano 10mM 30 2,03 (61) + 023 (07) + 0,17 (05 + 240 (73) + 2,33 (70)
LV 12,5ug/mL 30 0,93 (28) + 0,13 (04) i 0,07 (02) i 1,13 (34) + 1,06 (32)
LV 25,0ug/mL 30 0,87 (26) i 0,07 (02) i 0,00 (00) i 0,93 (28) + 0,90 (27)
LV 50,0png/mL 30 0,57 (17) i 0,13 (04) i 0,00 (00) i 0,70 (21) i 0,63 (19)
ES 12,5ug/mL 30 1,39 (43) + 0,39 (12) + 0,19 (06) + 1,97 (61) + 1,97 (61)
ES 25,0png/mL 30 0,97 (29) + 0,13 (04) i 0,03 (01) i 1,13 (34) + 1,06 (32)
ES 50,0png/mL 30 1,10 (33) + 0,13 (04) i 0,03 (01) i 1,27 (38) + 1,23 (37)

B. Cruzamento de alta capacidade de bioativagdo (HB)

PBS 30 0.70 (21) 0.13 (04) 0.07 (02) 0.90 (27) 0,90 (27)
Uretano 10mM 30 723 (217) + 193 (58) + 1.03 (31) + 10.20 (306) + 10,03 (301)
LV 12,5ug/mL 30 1.93 (58) + 0.07 (02) i 0.03 (01) i 2.03 (61) + 2,03 (61)
LV 25,0ug/mL 30 1.80 (54) + 0.23 (07) i 0.10 (03) i 2.13 (64) + 2,07 (62)
LV 50,0pg/mL 37 238 (88) + 0.11 (04) i  0.03 (01) i 2.51 (93) + 2,27 (84)
ES 12,5pug/mL 30 0.80 (24) - 0.13 (04) i 0.03 (01) i 097 (29) - 0,90 (27)
ES 25,0pug/mL 30 147 (44) + 030 (09) i  0.03 (01) i 1.80 (54) + 1,60 (48)
ES 50,0pg/mL 30 217 (65) + 0.17 (05) i  0.07 (02) i 240 (72) + 2,27 (68)

*Diagndstico estatistico de acordo com Frei; Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo. Teste do X? para

proporg¢des, bicaudal. Niveis de significancia: a=3=0,05.
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Tabela 2. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes heterozigotos balanceados (BH) dos cruzamentos ST e¢ HB, apoés
tratamento cronico das larvas de D. melanogaster com diferentes concentragdes de extrato salino (ES) e liquido de vesicula (LV) da forma

metacestddea de T. solium

Manchas por individuo (n° de manchas) Diagndstico estatistico*

Tratament9 NGmero de moscas Pequena§ simples Grandes,, Simples Gémeas Total Manchas mwh
(Concentragéo) (1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5 m=5 m=2
A. Cruzamento padrédo (ST)

PBS 29 0,55 (16) 0,04 (01) ‘ 0,59 (17) 0,59 (17)
Uretano 10mM 30 2,77 (83) + 0,23 (07) + 3,00 (90) + 3.00 (90)
LV 12,5ug/mL 28 0,25 (07) - 0,00 (00) i 025 (07) - 0,25 (07)
LV 25,0ug/mL 30 0,23 (07) - 0,03 (01) i 0,27 (08) - 0,27 (08)
LV 50,0png/mL 28 0,25 (07) - 0,04 (01) i 0,29 (08) - 0,29 (08)
ES 12,5pug/mL 30 0,50 (15) - 0,00 (00) i 0,50 (15) - 0,50 (15)
ES 25,0png/mL 30 0,50 (15) - 0,00 (00) i 0,50 (15) - 0,50 (15)
ES 50,0pg/mL 30 0,33 (10) - 0,00 (00) i 0,33 (10) - 0,33 (10)

B. Cruzamento de alta capacidade de bioativacdo (HB)

PBS 30 1,10 (33) 0,03 (01) a 1,13 (34) 34
Uretano 10mM 30 8,90 (267) + 0,40 (12) + 9,30 (279) + 9,30 (279)
LV 12,5ug/mL 30 1,17 (35) - 0,13 (04) i 1,30 (39) - 1,30 (39)
LV 25,0ug/mL 29 0,62 (18) - 0,03 (01) i 0,66 (19) - 0,66 (19)
LV 50,0pg/mL 28 0,61 (17) - 0,04 (01) i 0,64 (18) - 0,64 (18)
ES 12,5ug/mL 30 0,40 (12) - 0,07 (02) i 0,47 (14) - 0,47 (14)
ES 25,0pg/mL 30 0,93 (28) - 0,00 (00) i 0,93 (28) - 0,93 (28)
ES 50,0pug/mL 30 0,97 (29) - 0,07 (02) i 1,03 (31) - 1,03 (31)

*Diagndstico estatistico de acordo com Frei; Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo; a, individuos

BH nio apresentam manchas flare. Teste do X* para propor¢des, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05.
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Tabela 3. Porcentagens de muta¢do e recombinagdo génicas nas freqiiéncias totais de
manchas mutantes observadas nos descendentes dos cruzamentos ST e HB tratados com
diferentes concentracdes de liquido de vesicula (LV) e extrato salino (ES) da forma

metacestodea de T. solium

Tratamento Mutacéo (%) Recombinacao (%)

Cruzamento ST

LV 12,5pg/mL 0,26 (23) 0,87 (77)
LV 25,0pg/mL 0,28 (30) 0,65 (70)
LV 50,0pg/mL 0,32 (46) 0,38 (54)
ES 12,5ug/mL 0,49 (25) 1,48 (75)
ES 25,0ug/mL 0,53 (47) 0,60 (53)
ES 50,0pg/mL 0,34 (27) 0,93 (73)

Cruzamento HB

LV 12,5ug/mL 1,30 (64) 0,67 (36)
LV 25,0ug/mL 0,68 (32) 1,45 (68)
LV 50,0pg/mL 0,70 (28) 1,80 (72)
ES 12,5pg/mL 0,50 (52) 0,47 (48)
ES 25,0pg/mL 1,04 (58) 0,76 (42)

ES 50,0pg/mL 1,08 (45) 1,32 (55)
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Tabela 4. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento ST tratados com diferentes

concentragdes de albendazol (ABZ), cambendazol (CBZ), mebendazol (MBZ) e tiabendazol (TBZ)

Manchas por individuo (n° de manchas) Diagnostico estatistico*

Tratamento NUmero de

. Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(Concentracéo) moscas (1-2 células) (>2 células)

m=2 m=5 m=5 m=2

Agua 30 0,63 (19) 0,30 (09) 0,17 (05) 1,10 (33)
ABZ 20mg/mL 30 0,70 (21) - 0,07 (02) - 0,03 (01) - 0,80 (24) -
ABZ 30mg/mL 40 038 (15) - 0,08 (03) - 0,08 (03) - 0,53 (21) -
ABZ 40mg/mL 30 0,70 (21) - 0,00 (00) - 0,00 (00) - 0,70 (21) -
CBZ 15mg/mL 30 047 (14) - 0,03 (01) - 0,07 (02) - 0,57 (17) -
CBZ 22,5mg/mL 28 025 (07) - 0,04 (01) - 0,04 (01) - 0,32 (09) -
CBZ 30mg/mL 30 027 (08) - 0,07 (02) - 0,00 (00) - 0,33 (10) -
MBZ 10mg/mL 30 027 (08) - 0,13 (04) - 0,00 (00) - 0,40 (12) -
MBZ 15mg/mL 30 057 (17) - 0,00 (00) - 0,03 (01) - 0,60 (18) -
MBZ 20mg/mL 30 030  (09) - 0,10 (03) - 0,00 (00) - 0,40 (12) -
TBZ 25mg/mL 52 033 (17) - 0,19 (10) - 0,04 (02) - 0,56 (29) -
TBZ 37,5mg/mL 64 027 (17) - 0,13 (08) - 0,03 (02) - 042 (27) -
TBZ 50mg/mL 53 032 (17) - 0,09 (05) - 0,02 (01) - 0,43 (23) -
Uretano 10mM 30 2,03  (61) + 0,70 (21) + 0,50 (15) + 3,23 (97) +

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei; Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; m, fator de multiplica¢io. Teste do X para proporgdes,

bicaudal. Niveis de significancia: a==0,05.
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Tabela 5. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento HB tratados com diferentes

concentragdes de albendazol (ABZ), cambendazol (CBZ), mebendazol (MBZ) e tiabendazol (TBZ).

Manchas por individuo (n° de manchas) Diagnostico estatistico*

Tratamento NUmero de

. Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(Concentracao) moscas (1-2 células) (>2 células)

m=2 m=5 m=>5 m=2

Agua 30 1,57  (47) 037 (11) 0,20 (06) 2,13 (64)
ABZ 20mg/mL 30 1,00 (30) - 0,03 (01) - 0,00 (00) - 1,03 31) -
ABZ 30mg/mL 30 0,30 (09) - 0,13 (04) - 0,00 (00) - 043 (13) -
ABZ 40mg/mL 30 0,77 (23) - 0,07 (02) - 0,10 (03) - 0,93 (28) -
CBZ 15mg/mL 30 0,93 (28) - 0,07 (02) - 0,10 (03) - 1,10 33) -
CBZ 22,5mg/mL 30 1,73 (52) - 0,07 (02) - 0,10 (03) - 1,90 (57) -
CBZ 30mg/mL 30 1,00 (30) - 0,20 (06) - 0,07 (02) - 1,27 (38) -
MBZ 10mg/mL 30 0,90 (27) - 0,07 (02) - 0,03 (01) - 1,00 (30) -
MBZ 15mg/mL 30 1,37  (41) - 0,23  (07) - 0,07 (02) - 1,67 (50) -
MBZ 20mg/mL 30 0,80 (24) - 0,03 (01) - 0,10 (03) - 0,93 (28) -
TBZ 25mg/mL 30 0,73 (22) - 0,20 (06) - 0,10 (03) - 1,03 (31) -
TBZ 37,5mg/mL 30 0,43 (13) - 0,13 (04) - 0,00 (00) - 0,57 (17) -
TBZ 50mg/mL 30 0,87 (26) - 0,20 (06) - 0,10 (03) - 1,17 35) -
Uretano 10mM 30 6,57 (197) + 297 (89) + 0,80 (24) + 10,33 (310) +

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei; Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; m, fator de multiplica¢io. Teste do X para proporgdes,

bicaudal. Niveis de significancia: a==0,05.
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Figura 8. Distribuigdo do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes

trans-heterozigotos marcados (MH) dos cruzamentos padrdao (ST) e de alta capacidade de

bioativacdo (HB), apos tratamentos com PBS, liquido de vesicula (LV) e do extrato salino

(ES) da forma metacestodea de T. solium (12,5; 25,0 e 50,0 pg/mL) e uretano (10 mM).

*Estatisticamente significante quando comparado com o controle negativo.
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Figura 9. Distribuigdo do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes
MH dos cruzamentos ST e HB, apos tratamentos com agua, Albendazol (ABZ 20; 30 e
40mg/mL) e uretano (10mM). *Estatisticamente significante quando comparado com o

controle negativo.
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Figura 10. Distribuigdo do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes
MH dos cruzamentos ST e HB, apds tratamentos com agua; Cambendazol (CBZ 15; 22,5 ¢
30mg/mL) e uretano (10mM). *Estatisticamente significante quando comparado com o

controle negativo.
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Figura 11. Distribui¢do do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes
MH dos cruzamentos ST e HB, apos tratamentos com agua; Mebendazol (MBZ 10; 15 e
20mg/mL) e uretano (10mM). *Estatisticamente significante quando comparado com o

controle negativo.
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Figura 12. Distribui¢do do total de manchas mutantes observadas em asas dos descendentes
MH dos cruzamentos ST e HB, apods tratamentos com agua; Tiabendazol (TBZ 25; 37,5 e
50mg/mL) e uretano (10mM). *Estatisticamente significante quando comparado com o
controle negativo.

5. DISCUSSAO
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A mosca da fruta D. melanogaster esta destinada a se tornar um dos modelos
preferidos na pesquisa do cancer, pois esta apresenta aproximadamente 13.000 genes, sendo
que a maioria dos 30.000-40.000 genes humanos sao resultados de duplicagdes e rearranjos de
genes equivalentes neste inseto. Adicionalmente, um niimero significativo de genes estudados
neste modelo experimental provou ser homodlogo de genes supressores de tumor e oncogenes
humanos. Diante disso, o teste SMART possui requisitos essenciais para estudos de
genotoxicidade e seus mecanismos moleculares, podendo fornecer respostas relevantes para o
homem, com um alto indice de acerto (MIKLOS, RUBIN, 1996; St JOHN, XU, 1997).

O ensaio com D. melanogaster, além de utilizar um organismo experimental
eucariotico, com alta similaridade genética (~80%) e bioquimica, quando comparado aos
mamiferos, tem a vantagem de ser um teste in vivo rapido e reproduzivel, possibilitando a
deteccdo e quantificacdo simultdnea de mutacdes génicas e cromossomicas — representadas
por eventos aneugénicos (perda de cromossomos inteiros) e clastogénicos (perda de
fragmentos cromossOmicos) — e/ou recombinacdo somadtica, com énfase sobre eventos
relacionados com recombinagdo homologa (GRAF et al., 1984; COOKSON, 1997; SPANO et
al., 2001).

A detecgdo de genotoxicidade direta € realizada por meio do cruzamento padrao (baixa
atividade metabolica) e a indireta por meio do cruzamento de alta bioativacao, que é capaz de
ativar enzimaticamente pro-mutdgenos e pro-carcindogenos por apresentar altos niveis
constitutivos de citocromo P450 (subclasse CYP6A2), que consiste de varias formas de
isoenzimas capazes de metabolizar uma variedade de substratos (ANDRADE, LEHMANN,
2003).

Quanto ao controle positivo, o uretano ¢ um promutigeno que pode ocorrer

naturalmente em alguns fermentos alimenticios (OUGH, 1976). Ribovich et al. (1982) e
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Miller, Miller (1983) propuseram a via metabolica do vinilcarbamato que, apos peroxidagao,
origina aductos no DNA e RNA. Etilcarbamato tem potencial genotoxico em Drosophila,
com uma evidente dose-resposta e dependéncia da ativagdo metabdlica. A via metabdlica
mais provavel é a que envolve a atividade enzimatica do citocromo P450-dependente
(FROLICH, WURGLER, 1990).

As fontes de exposi¢cdo humana a agentes mutagénicos podem ser classificadas como
endogenas, ocupacional, dieta, radiacdo, poluicao e bioldgica. Os parasitos estio classificados
dentro dos biologicos, porém desencadeam outros agentes endogenos (6xido nitrico, radicais
livres de oxigénio) potencializando a acdo mutagénica (HERRERA et al., 2000).

Até o momento, nenhum dado foi encontrado, na literatura cientifica, sobre os efeitos
genotoxicos dos antigenos presentes na forma metacestodea de T. solium, bem como sobre os
efeitos genotoxicos de agentes antiparasitarios BZ utilizando o teste SMART, sendo, portanto,
este trabalho uma idéia original e inédita.

As infecgdes cronicas contribuem 13% para a indugdo de canceres no mundo.
Helmintiases, particularmente trematodeos e Fasciola hepatica tém sido identificadas como
uma das maiores causas de canceres em humanos, sendo classificados pela OMS como
carcinogenos de classe [ (WHO/TARC, 1994).

O impacto das infecgdes parasitarias na incidéncia do cancer ¢ importante,
especialmente em paises onde individuos albergam parasitos vivos por longos periodos
(inflamagdo cronica), aumentando a chance de transformagdes malignas. Nestes paises a
populacdo esta exposta a outros xenobidticos, elevando a probabilidade de carcinogénese em
individuos parasitados, devido ao resultado de interagdo de multiplos fatores de risco para o

cancer (HERRERA et al., 2001).
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A NCC, uma helmintiase do SNC originada pela forma metacestodea de T. solium,
tem sido associada a varios danos no DNA em linfocitos circulantes de animais e pacientes
infectados (MONTERO et al., 1994; HERRERA et al., 1994; 2000; 2001).

Vérias hipoteses tém sido propostas para explicar a associagdo entre infecgdes
parasitarias e tumores malignos. A formacao de ERO e nitrogénio pelas células inflamatorias,
invadidas pelos patdgenos, induz a instabilidade no DNA em tecidos normais. A resposta
proliferativa de células do hospedeiro para reparar danos no tecido e a alteragdo do
metabolismo de xenobidticos por células inflamatdrias tém sido propostos como prospectivos
pelo qual uma resposta inflamatéria cronica contribui para parasitos induzirem a
carcinogénese (HERRERA et al., 2003).

Nao estd claro como um parasito do SNC pode induzir danos genéticos e
transformagdes malignas em células sistémicas. Um mecanismo potencial provavel pode ser
por meio da interacdo de fatores soltiveis secretados pela metacestdédea com as células
hospedeiras (HERRERA et al., 2003).

Diversos fatores, secretados por outros helmintos, estdo envolvidos na promocgdo e
progressao de tumores, como o antigeno soluvel de ovos de Schistosoma que apresenta uma
significativa atividade promotora de tumor (ISHII et al., 1989). Alguns componentes de
secregdo-excre¢do larval de T. taeniaeformis induzem hiperplasia de estdmago em ratos
infectados (KONNO et al., 1999).

Fatores secretados pela forma metacestodea de T. solium podem potencialmente alterar
a homeostasia das células hospedeiras (WHITE; TATO; MOLINARI, 1992). Um peptideo de
RNA secretado por metacestodea de T. solium inibe a proliferagao induzida por mitogenos da
resposta humoral e celular a antigenos de metacestodea (TATO et al, 1995;
ARECHAVALETA et al., 1998). Herrera et al. (1994) demonstraram que este fator induz

transformagdes morfologicas em células de embrido de hamster Syrian in vitro. Também foi
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demonstrado por Herrera et al. (2003) que um fator de secrecao (RNA) causa danos no DNA,
em cultura de linfécitos humanos, por meio do teste do MN.

Neste estudo foi descrito a atividade recombinogénica e genotoxica do LV e ES da
forma metacestodea de T. solium, investigado em células somaticas de D. melanogaster em
ambos cruzamentos ST e HB.

O numero de descendentes MH, obtidos dos cruzamentos ST e HB, foi semelhante em
todos os tratamentos cronicos com diferentes concentragdes de ES e LV (12,5; 25,0 ¢ 50,0
ng/mL), ndo apresentando efeitos citotoxicos.

Com relacdo a avaliagdo genotoxica, as altas freqiiéncias de manchas mutantes
observadas nos individuos tratados com ES e LV, nos descendentes do cruzamento ST
indicam que o ES e o LV apresentam efeito genotoxico direto, entretanto sem apresentarem
diferengas estisticamente significantes. Estes resultados sdo concordantes com os resultados
de Herrera et al. (2003) que verificaram a mutagenicidade do fator de secrecdo e excre¢ao
pelo teste do MN em culturas de linfocitos humanos nas concentragdes de 20 e 80 pug/mL do
fator, ndo havendo diferenga estatisticamente significante entre as concentragdes.

A maioria das moléculas descritas encontra-se na membrana do parasito, nas
mitocondrias ou no nucleo. Dentre os marcadores de membrana salienta-se o glicolipideo
GSL-I (glycosphingolipid-I) que ¢ uma [-galactopyranosyl-1-ceramide, uma molécula de
ceramida que se relaciona com a imunomodulagdo. As diferentes composicdes lipidicas das
glicosilceramidas tém sido postuladas como reguladoras da transi¢do morfoldgica, estadios de
desenvolvimento, diferenciacdo, oncogénese e estabilidade de membrana de tenideos
(WUHRER et al., 2000; HOBERG, 2002).

Em varias infec¢des parasitarias, os carboidratos apresentam a capacidade de
participar na modulacdo e evasdo da resposta imune, estabilizando a rela¢do parasito-

hospedeiro e bloqueando a imunidade (BUTTERWORTH et al., 1988). Além disso, os
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carboidratos sdo altamente antigénicos e em alguns casos sdo os responsaveis pela reatividade
cruzada entre diferentes espécies (CUMMINGS, NYAME, 1996).

Proteinas ou seus fragmentos utilizados como antigenos podem conter fatores
imunodominantes ¢ imunossupressores. A paramiosina de espécies de Schistosoma ¢ seus
homologos em T. solium, também conhecido como antigeno B (AgB), sdo proteinas
imunodominantes envolvidas na complexa relagdo parasito—hospedeiro. Este parece ser um
candidato promissor a vacina¢do, a qual exibe propriedades que indicam seu papel
imunomodulatério, em particular, prejudicando o aumento da resposta inflamatéria do
hospedeiro, através da inibi¢ao da via classica da cascata do complemento (LACLETTE et al.,
1992).

O efeito mutagénico do LV e ES em asas de D. melanogaster pode ser explorado pela
interagdo dos constituintes dos antigenos, citados acima, com o sistema de ativa¢ao do
citocromo P-450 elevando a formagao deste metabolito ativo.

As altas freqiiéncias, estatisticamente significantes, de manchas mutantes simples
pequenas (Tabela 1) indicam que o LV e ES induziram mutagdes pontuais, alteragdes
cromossOmicas ¢ recombina¢do mitdtica durante o ultimo e/ou penultimo ciclos de divisao
mitdtica na pupa. Além disso, deficiéncias genéticas devidas as mutagdes cromossomicas do
tipo aneuploidia e/ou grandes dele¢des levam, geralmente, somente a formagdo de manchas
simples pequenas, independente do tempo em que estas foram induzidas, ja que estas células
apresentam uma baixa taxa de proliferacao celular (GRAF et al., 1984).

Manchas gémeas sdo originadas exclusivamente por recombinagdo, o que significa que
os dados obtidos com ES nos descendentes MH fornecem indica¢des preliminares sobre a
acdo recombinogénica, enquanto que para o LV o niimero de moscas deve ser aumentado,

para esclarecer valores inconclusivos, de acordo com Frei, Wiirgler (1988).
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O teste SMART tem sido aplicado para estudos qualitativos e quantitativos ou para
estabelecer relacdes entre estrutura/efeito de uma série de compostos, provando ser
suficientemente sensivel para o estabelecimento das relagdes entre estrutura quimica e
respostas diferenciais para eventos mutagénicos € recombinogénicos.

Neste trabalho, realizou-se a determinacdo dos efeitos genotoxicos de quatro agentes
BZ com objetivo de caracterizar as relagdes estrutura/atividade, procurando identificar os
grupos substituintes, que possam contribuir de forma mais significativa para a genotoxicidade
dos diferentes analogos. Nao foram identificados diferencas estatisticamente significantes
entre os diferentes compostos, mostrando ndo haver relagdo entre estrutura e atividade
genotoxica, nas condi¢des do presente trabalho.

Estudos citogenéticos, realizados em animais, com o objetivo de determinar os efeitos
genotodxicos de agentes quimicos, sdo de valor limitado no que diz respeito a extrapolagao
para humanos, uma vez que as doses utilizadas sdo, geralmente, muitas vezes maiores que as
doses empregadas em humanos. No entanto, esses estudos sdo extremamente uteis, como
testes de triagem, para a detecg¢do de agentes genotdxicos (MELO et al., 1996).

Os agentes BZ interferem na produ¢do de energia, com consequente paralisia muscular
e morte do parasito. A maioria inibe a enzima furamato redutase. ABZ, CBZ, MBZ ¢ TBZ
atuam inibindo a polimerizacdo dos microtiibulos, que pode resultar em aneuploidia, e
inibindo o transporte de glicose, levando a morte celular (MAILHES; MARCHETTI, 1994).
Entretanto, alguns estudos discordam da capacidade de induzir genotoxicidade.

Existem agentes carcinogénicos e mutagénicos que, dependendo do tipo de célula e
exposicdo, também sdo anticarcinogénicos e antimutagénicos. Devido a esta ambiguidade,
foram denominados de Janus carcindgenos e mutagenos, em alusdo ao deus romano, que tinha

duas faces, em direcoes opostas (von BORSTEL; HIGGINS, 1998).
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Haseman e Johnson (1996) notaram atividade anticarcinogénica em 200 compostos
previamente considerados carcinogénicos. Os resultados encontrados podiam ser explicados
por trés possibilidades: padrdo de variabilidade, toxicidade 6rgdo especifica, correlagdo de
carcinogénese ¢ anticarcinogénese com o peso corporal e a dose administrada.

Os compostos BZ se enquadram nesta classificacdo. De acordo com Vélik et al. (2004)
estes compostos tém a capacidade de modula¢dao de enzimas biotransformadoras da familia
CYP, ndo sendo observado indugdo de CYP em modelo humano, para os agentes BZ testados
neste trabalho.

Entende-se por biotransformagdo as seguintes fases: 1) oxidacdo, redugdo e hidrolise
da droga, onde estdo incluidos o sistema enzimatico P450 (CYP) e flavina contendo
monooxigenases (FMO); 2) a droga ou o metabdlito da fase 1 conjuga-se a compostos
endogenos; e 3) transporte de substratos, metabolitos ou conjugados através da membrana,
mediados por proteinas transportadoras (VELIK et al., 2004).

Em multiplas reagdes metabolicas, que envolvem a transferéncia de elétrons em
células aerdbicas, sdo formadas espécies reativas de oxigénio (ERO). Estas ERO também
podem resultar do metabolismo de certas drogas e causam peroxidagao de lipidios, alteragdes
em proteinas ¢ em acidos nucléicos, produzindo danos as células (HONKAKOSKI;
NEGHISHI, 1997).

De acordo com a atividade enzimadtica de cada isoforma CYP, pode-se dividir em: 1)
Os metabolizadores extensivos, tendo isoforma com atividade normal, ndo apresentando
problemas para biotransformar os farmacos por ela metabolizados; e 2) Os metabolizadores
pobres, que tém a atividade da isoforma diminuida ou nula, podendo levar a diferengas
significativas na posologia de alguns farmacos. Além do polimorfismo genético, a
biotransformag¢ao de farmacos pelo figado ¢ influenciada por fatores como idade, tabagismo,

nutri¢do e doencas hepaticas, entre outros (CONFORTI-FROES; EL-ZEIN; AU, 1998).
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Tanto no cruzamento ST quanto no HB, os resultados mostraram-se estatisticamente
ndo significativos, indicando que o ABZ, CBZ, MBZ e TBZ ndo possuem efeitos
mutagénicos e recombinogénicos no teste de asas em D. melanogaster.

Os derivados BZ, além de Janus carcindgenos e mutagenos, de acordo com a dose ¢
tipo de exposicdo celular, seriam indutores de aneuploidia em altas concentragdes, como
descrito por Mailhes et al. (1997).

Os agentes BZ por inibirem a polimerizagdo dos microtibulos t€ém sido reportados
como aneugénicos em sistemas testes in vitro (DAY AN, 2003).

O ABZ além de ser antiparasitario tem sido utilizado como quimioterapico do cancer.
Um estudo realizado in vivo e in vitro demonstrou que o ABZ suprimiu o crescimento
hepatocelular de células neoplasicas (POURGHOLAMI et al., 2001). Resultados negativos
foram obtidos no teste de AMES, aberracdo cromossdmica e testes de transformacdo celular
3T3 in vitro. A atividade carcinogénica estd na dependéncia da concentracdo (DAYAN,
2003).

O TBZ tem demonstrado ser um Janus carcinégeno, dependente da dosagem e do tipo
celular. A substituicdo de uma base na estrutura quimica parece ser o principal mecanismo de
acao (von BORSTEL; HIGGINS, 1998).

Mailhes et al. (1997) monstraram que o TBZ, diferente de seus analogos estruturais ¢
funcionais. Nao tem um potente efeito aneugénico em oocitos de camundongos. No entanto,
em doses altas e toxicas, o0 TBZ pode induzir aneuploidia em células germinativas, indicando
que este €, no maximo, um fraco aneugénico tanto em células somaticas, quanto em células
germinativas in vivo.

A maioria dos carcinégenos quimicos nao ¢ capaz de causar efeitos danosos por si. O
metabolismo desses compostos ¢ a parte crucial da resposta inicial. Portanto, os distiurbios

causados no balango entre os processos de ativacdo e detoxificagdo podem explicar as
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variacoes individuais em resposta a exposicao ao carcindgenos. A quantidade de compostos
carcinogénicos finais produzidos depende da agcdo competitiva entre os passos de ativacio e
detoxificagdo, envolvendo as enzimas do citocromo P450 e das S-glutationa transferases
(CONFORTI-FROES; EL-ZEIN; AU, 1998).

Os resultados nao genotoxicos para os compostos ABZ, CBZ, MBZ ¢ TBZ em células
somaticas de D. melanogaster podem ser explicados pelas doses testadas ¢ o tipo celular,
mediante as caracteristicas conhecidas dos Janus carcinégenos, que dependem do tipo celular

e da concentragdo envolvida.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu evidenciar, por meio do teste de mutacdo e
recombinagdo somatica em D. melanogaster, que nas condigdes experimentais utilizadas: o
LV e o ES da forma metacestodea de T. solium possuem atividade genotoxica, com a
atividade recombinogénica prevalecendo sobre as atividades mutagénicas e clastogénicas.
Entretanto, estudos avaliando a atividade metabdlica de LV e ES da forma metacestodea de T.
solium precisam ser delineados, para que se possa entender o exato mecanismo envolvido.

Os quatros agentes BZ: ABZ, CBZ, MBZ e TBZ ndo possuem efeitos genotoxicos em
c¢lulas de D. melanogaster. Nao ha diferengas nas relagdes estrutura/atividade desses agentes

antiparasitarios quanto aos parametros analisados.
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