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RESUMO

L somatic plutation and Recombination lTest
(sMARTD), foi realizado utilizando-se dois estoques pareuntais
de Drosocophila melanogaster, que apresentam O marcadores
venefticos mwh (multiple wine hai) e tireH (flare 3y,
localizados no cromossomoe %,

Neste trabhatho foram realirzados dois cruzamentos
dilerentes:

1y “standard’, (lémeas virgeus Flr 3/1M3, Ser i
Machos mwh) e

2) alta capacidade de bicvativacao (lemeas virgens
ORR: flr 2/TM3, Ser X machos mwh), sendo este caracterizado
por uma maior sensibilidade a promutagenos e procarcindgenos.

As larvas obridas destes cruzamentos toram
tratadas com C(etocnnazol: um fungicida oval imidazol usado na
medicing clinica em iarego espectro de i1nfeccdes cutaneas.

O controle POsSitivo foi usado a
Ciclotostamida, que e um agepnte alyuilante comprovadamente
mutaecenico. clastogénico, rferatogenico e carcinogenico.

As Aasas das moscas foram analisadas «quanto A
ncorrencia de diterentes tipos de manchas mutantes, sendo

estas resultantes de mutacao,., recombinacdo, delecdo e nao

disjuncdo cromossomica.



Os resultados obhservados indicam que, COm O
aumento da concentracio do Cetoconazol ndo ha aumento na
treqgiiencia de manchas, tanto na linhagem de haiva, como na de
alta capacidade de bhinativacdo, mostrando gque o GCetoconazol
nao necessila de  enzimas Citoctromo P=450 para produzir
metabolitos venotoxicos atilvos.

Em relacao a Cictiotostamida, 0s resultados
nhservados mostraram qgue as treqiiencias de manchas em ambas
as linhacens <30 praticamente as mesmas (1,1% na linhagemn
“Srandard? e 1.2% na linhaeem de alta capacidade de ativacio
metabolicay, sugerindo gue a linhagen "“Standard” apesar de
taixa capacidade de ativacau metabolica, possuil  enzimas

suticientes para metabolizar a ticlotostamida a metabolitos

Ativos.



L. INTRODUCAO

Muitos Lrabalhos Lo sido desenvolvidos mnos
Gltimos aunos, com o objetive de verilicar os possivels
efeitos mutagenicos dos agentes tisicos e guimicos com 0s
Guais 0% 0rganismos vivos estdao em contato constante ou
casual.

Entre os agentes QuUImMicos com propriedades
mutaecénicas comprovadas, encontram-se aqueles utilizados na
terapeutica humana e animal; na agricultura (fertilizantes,
Aproloxicos): na industrlia (conservantes, cosmeticos).

Asg mutacoes sado uma tonce extremamente
importante de variabilidade genetica nas populacdes de
seres vivos.

Alem das mutacdes contribuirem para a variacao

¢

o

cenerica de um oreanismo, elas sdo mulito importantes para o
ceneticista na compreecnsdo de prucessos basicos, pois sem
estas mutacoes ndo haveria variacido disponivel para a
compreensio do comportamento génico (BURNS, 1991},

0 rermn muracio toi usado pela primeira vev por
be Vvries, ao estudar mudancas repentinas na hereditariedade
de venocithera,. bLwm 1yls, Morgan descreveu suas tentativas em
induzir mutacbes em Drosophifa, pelo tratamento com alcool

e éter. sem, contude, obter sucesso (Auerbach, 1974) .



Millevr (1927) ftoi o primeire a veriticar uma
alta incidéncia de mutacoes génicas induzidas pelos raios-x
em esperma de Drosophiiia.

Auerbach e Robson ({194Z) foram os primeiros a

lacionado 4 inducao de mutacio ror

e
T
e

chletrem SUCes50
agentes guimicos., a0 tratarem a Drosophia melanogaster com
mustarda nitrogenada.

Estes autores estabeleceram que 0S5 agentes
fisicos e quimicos presentes em nosso ambiente sdo capazes
de produzir prolundas modilicacdes no genoma,podendo estas
resultar no desenvolvimento de cancer, produzindo deteitos
coneenitos hereditariecs, ou promover outros tipos de danos
{Skankel, 1986. in: Colus, 1992).

Mutacdes em celulas ecerminativas podem originar
alteracdes uo  egenoma, euquanto gue wmuiacoes em ceélulas
somaticas podem ter um  papel fundamental sobre certos
estacios da progressao de uma celula do estado norwal para
o estado canceroso (Paan, 198/ in: Santos, 1990).

Fm Drosophila, cerca de 85% dos agentes
carcinogénicos testados mostraram atividades mutagénicas em
celulas eerminativas (Vogel er al, 1980, in: Grat et al,
1934y .

Existe uma elevada correlacdo entre efeitos

mutagenicos e carcinogenicos.



A correlacao existente entre atividade
mutagenica € rarcinogénica induzidas por agentes quimicos
tem werado um erande interesse  com relacde a atrtividade
cennroxica de agentes quimiceos em celulas comaticas (Grat
ot al, lyxsiay,

NG entantoe, a wlilizacdo de testes mutagenicos
de rcriaeem para 4 deteccao de agentes carcinogenicos Lem
sido muito questicnada, pois embora seja possivel veriticar
que a maioria dos carcinogénicos & mutageénica, essas
inferéncias nao devem ser interpretadas de uma waneira
simples (Prival e bellarco, 1984, in: santos, 19907},

Para ¢ulitus autores como Ishidate e Odashima
(lei7), a4 maloria dos  carvinogenos e mulagenica guando
sofre ativacido metabollca por enzimas, embora nem todos o0s

apentes muragenicos sejanm carcinogenicos (mantos,

pode ser
devendo

eEpedLes

1990) .

£ necessario salientar que um mesmo composto
mutacenico para um organismo e nio ser para outro,
cada CASO ser analisadn separacdamente, pois

muragenicos.

atividade

discutido

tvs8l:

Rodman e Rincella,

dilerontes podem reagir diteventemeante a acdao de
NAao somente atividade mutagenica, mas tambemw

recombinogeénica de agentes quimicos € agora
em conexdo  con sua carcinogenicidade (Cains,

1U89: in: Grat et al, 19841,



Com isto, loi exercida nma grande pressic sobre
4 comunidade cientibica no intuite de se utilizar testes de
mutagenicidade, nac SO como uma medida dJdo potencial de um
composto em provocar efeitos adversos ao organismo, mas
rambem em testes para a carcinogenicidade (Santos, 1990) .

Graf et al. (1984) descreveram um teste rapido
e barato que permite a deteccao de efeitos mutagénicos e
recombinogénicos, utilizandoe como sisrema teste, pelos de

amas de Drosopilla melanoegastelr.

1.1. proscophiia meiapnogaster COmMO sistema teste

A mosca da truta drosophiia melanogaster e, sem
dovida, um oreaniswmo ideal para a deteccic de efeitos
cenotoHxicos de agentes tigsicrns e quimicos. Este organismo
eucarioto oterece, como vantagens, o fato de possuir um
pertodo de eeracdo bastanle curto (aproximadamente 10 dias
a 259C), vtilizar meios de cultura de bhaixo valor
{ inanceiro e desenvolvimento de grande numero de individuos
em espacos bastante reduzidos.

0 ciclo de vida da Drosophila melanogaster
passa nor uma completa metamorfose, sendo um inseto

holometaholico.



esticios do

terters

estagio

apos um

repetidamente

uma

nodendo

dias.

aconse thavel

Drosophila

A

cicle de

Periodo
¢ estagio

29 estagilo

ke
i<
8>
m
-
~
rc
—
S

Pre-pupa -
Pupa - 4.5

Estado

(82 machos

em peguenc
de pupa.

Ag femas

periodo de © a

Uma

com

existity Ccasos

GConctudo,

A seqguencia e

vida a

CEACco

temea

importante

larval

tarval

larval

uma

duracao

embrionario -

-1
- 1
-2

4 horas

rTornam-se

de

adulto (imago)

tornam-se

12 horas,

gexualmente

diterentes

adulta & de

de 1tndividuos

gquando

utifizar

Lampo

maduras

dependendoe da

aprovimada dos
temperatura de 2°

I dia
dia
dia

dias

- 40 - 50 dias

sexualmente

depois de

menos

machos.

salientar

aproximadamente

5 e

[MOBCUHS

que o periodo

sobreviverem

[
o
™N

mars

diferentes

i

madura se

de

40-50

por

YL sa0:

maduros

eHergir

linhagem.

T

\_i &)

vapidamente,

acasala

vida

ate

(GRS cruzamentos,

jovens,

de

dias,

30

de



aproximadamente 10 dias, pois normalmente A medida que V3o
cnve lhecende sen periodo de tertilidade vai diminuindo.

o condicdes  padrao  (25%0 e 00% de umidade
relativa) todo o desenvolvimento da brosophita desde a fase
de ovo ate o individuo adulto ocorre em L0 dias.

Em temperaturas mais baixas, o ciclo de vida
alonga-se: 14 dias a 23,59C; 21 dias a 18YC.

0O desenvolvimento pode ser acelerado com
aumento da tempevratura, mas em torno de 29-30¢C ha um
aumwento drastico na leralidade das pupas, e em muitas
linhacvens, as femeas [icam esteveis a lLemperaturas acima de
SQYL (Grat. et oal, 1992y,

Em Drosopfiia melanogaster verilica=-se um
controle genéetrico especial na meiose.

Durante a cogenese em femeas ocorre,
regularmente, o crossing-over meiotico.

Esta peculiaridade em #Orosaophila melanogaster €
muito util, parricolarmente na construcio de novos estoques
marcados genet icamente.

Existem algumas diterencas morfologicas entre
fémeas e machos adultos que podem ser facilmente observados

a0 microscopio esteveoscdpico.

Dentre elas podemos citar:



-Pente sexual:

0s machos possuem um tuto de pélos no segmento
proximal do Larso, diterenciando-os das témeas que ndo 0s
possui.

¢ pente sexual possuil 10O pelos peyguenos,
espessos, com cerdas pretas, localizados proximos a parte

distal da perna.

-Genitalia e coloracio do abdomen:

A centitalia extrerna nos 2 Sexos é bem
diterente. Asg diterencas podem  somente S€e1 vistas a0
MleroscOpio eslerenscoplco,

A impres=sAo geral da genitalia do¢ macho € uma
estrutura preta e proeminente,

As temeas possuem 7 gegmentns abdominais,
enguanto gue 08 machos possuem somente 5 segmentos, e a

parte posterior do abdomen é preta.

-Tamanho do corpo:

Fm eceral as teémeas sdo mailores gue os machos.

Mas isto e relativo, porgue o Lawanho real do corpo 1nos



individuos adultos e grandemente dependente das condicdes

de alimentacio durante o periodo larval.

~-Tamanho das asas:

Ae asas das fremeas sdo maiores que as dos
machos, mas este tato e relativo nos adultous em todos us
LCAS0OS .

Além das vantagens descritas, verificou-se que

a Drosophiiad Lem 1 amplo espectto de atividades
metvabolicas capazes de ativar promutagenos e

procarcinogenos.,

Mollet e Wireler, 1974 (in: Grat et al, 1984)
suoceriram o uso de celutas somaticas de Drosophila para
testes oo mutacenicidade.

G use de marcadores celulares recessivos trans-
heterozigotos permite a deteccao de um espectro de danos
cenéticos mais amplo. Além dos tipos de mutacdo registrados
nons testes de deteccio de mutacdes recessivas letais
licadas ao sexo (mutacdes de pouto, delecoes e certos tipos
de aberracdes Cromessomicas), 0 testes somaticos podem
derectar recombinactes mitoticas, assim como conversdes

génicas. (Grat et al, 14984).



L.2.- "somatic Mutation and Recombination Test”

{ 5MAKT)

i Somatico Mutation and Kecombination Test
(SMARTI) e realizado utilizando-se 2 estoyues parentais que

apresentam os marcadores geneticos mwh (multiple wing hairv)

e tlr3 (flare - 3), localizados no cromossomo nametro 3.

i

O cruzamento standard” (padrio)y para producio
de larvas rtrans-hererorigntras faz uso das linhagens mwh e

Pivsd/71M3, ser (wralb et al, 1984).

Larvas trans-heterozigotas para mwh e flr3, sio
obtidas, sendo gue constituem a metade da progenie larval.
A outra metade consiste de heterozigotos mwh/TM3.Ser. O
~romossomo com o gcene TM3 & necessario para balancear o
cene flare, poraue este €& letal em homozigose. No eantanto,
celulas da asa que possuem o  tendtipo flare (flr) SAO
vidveis em mosaicos somaticos. Us 2 Uipos de larvas obtidas
nio sdo distineuiveis. Assim sendo, sao tratadas juntas,
pelo agente que deseja-se determinar o potencial mutagenico

ou recombinogénico.



Apos 2] metamortose, as moescas gque carregam
mwh + / + ftilr apresentam ¢ corpo com coloracdo selvagem,
podendo, dests forma, serem distvinguidos dos seus irmios

mwh/1M3, gue sdo amatelos (yv).

A lormacio de manchas mutantes no "SMART", com
ns marcadores de celulas da asa mwh e ftlr3, podem ser
obtidaos por meio de defeitos geneticos produzidos durante o
seu cruzamenro.,

As  wmanchas  eemeasas 40 obltidas  por mero de
recombinac4ao entre o marcador tir3d e o centrowmero, enguanto
que  recombinacdes mais distais produzem apenas manchas

simples de mwh.

Ae manchas simples mwh ou sua ftorma analoga, as
manchas simples oo tipo Llvid, sao obtidas por meio de

delecido, mutacao de ponto ¢ nao disjuncao cromossomica.

A tigura 1 ilustra NS esquemas eenéticos

responsaveis pela tormacian de manchas no "SMART", com os

marcadores de células da asa mwh e tlirid.
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Frolich e Wirgler (1989 desenvolveram nova
linhagem de Drosephila melanogaster para deteccao de
agentes promutagenicos, que necessiram ser ativados pelo
citocromo P=450. Essa linhagem carrega os cromossomos 1 e 2
de uma linhagem denominada Uregon R (Ry, yue era resistente
a6 pbl ¢ na gual se verilicava um alto grau de citocrowo
P-450 (Hollstron e Blauck, 1985,

A ativacdo metahdlica e teita pela enzima
citocromon P-450.

Fuw Drosopfiila esta enzima citecromo P-450 tem
4 caparcidade de metabholizar uma variedade de substancias;
com isto, elas assemellian~se aos wmamlieros, apesar de suas
alividades ndo serenm elevadas guauto nestes organismos.,

A linhagem Oregon R (R) {OKR) possui enzsimas
responsaveils para bioativacdo, fazendo com gue aumentem a
sensibilidade a um erande numero de promutagenos.

(0 cruzamento de fémeas mwh com machos ORR;
fir4d mosrron oum resultado positivo aumentado em relacdo a
linhacem Standard, qyuando unm grande numero de promutagenos
toi testado.

No entanto, esta linhagem apresenta disvurbios
nas distribuicées de pelos, baixa producdao de ovos e atraso

no desenvolvimento das larvas (Frolich e Wiareler, 1991).

Grat e van Schaik (1992y, realizaram )
cruzamento com A linhagem de alta capacidade de



biocativacdo, utilizando feémeas ORK, [lv3/IM3, Ser e machos

mwh, produzindo assim descendentes hetervzigotos UKRK.
Verificaram que os descendentes apresentavam

padriao de pelos normais, producao de ovos normais, apesar

de apresentarem alra capacidade de bioavivacaoe.



1.2.1.Colecao de Feéemeas

Para a coleua de femeas Vitreens, deve~se
selecionar as culturas, preterencialmente de 4-10 dias,
snde suas pupas devem estar escuras e de coloracdao marron.

Deve—-se tarer a remocaco e todas  as moscas
adultas (machos e ltemeas).

bepois de um periodo de © horas apos esta
remocdo, deve-se tazer a coleta das moscas nascidas neste
intervale de tempo, separando as temeas e descartando os
machos.

Fste processo deve ser teito a cada periodo de
h-6 horas, onde as moscas serdo anestesiadas e separadas
com o auxillio de um wWiCcroscoplo esleleuscopicu € um pincel

1i1no.

1.2.2.00lecao de Machos

0s machos podem ser coletados a qualquer hora.
vorem 6 aconselhavel gue ndo sejam muito jovens.
Geralmente mantém-se os machos isolados antes

do cruzamento por 1-2 dias e bem alimentados.



l.2.3.00lecao

Us wvos SAa0

horas, en lLrascos contendo

sobtre uma bhase solida de agar.

Apos 4 dias.,

as mesmas sido retiradas

horas.

da lavavem em azuya corrente e
{ina.

coletados

me 1o

cquando

das Larvas

por um  periodo de 8

de lermento mais glicose,

4 larvas possuem 72 * 4

do meio de termente por meio
coletadas em peneira de malha



1.3. Cetoconazol

0 Letocouarol e um lunwicida oral imidazol com
{oneo espectro usado na medicina clinica. Entretanto, induz
serins eteitos endncrinos colaterais como ocinecomastia,
impoteéncia sexual. azonspermia, oligospermia e inibicdao da
cintese de esteroides.

Fm relacan A0S eteitos farmacologicos, O
Cetoconazol!l © um composto bratlco ou suavemente bege, Sen
odul e sofuvel em acido.

cetoconazol € o primeiro agente fungicida oral

que possui uma boa absorcio apos a sua administracio oral.

Aleanca concentracdes no plasma que podem ser uteis contra
pm larco espectro de tungos. (Jacobs & Nall, 1988y,

NOQ entanto, [&] cetoconacol apresenta
solubitidade auvmentada em pH gastiico alto, enyuanto gue ©
fluconazol, {(tuneicida triazol), pelo fato de sev altamente
soluvel em Aagua parece sel minimamnente atetado pelo pH
castrico (Kowalsky & Dixon, 1991y,

Esturdos teirtos por saag € Dismukes (1988 in:
Kowalsaky & Dixon. 1991) mostravam qgue © tluconazol & mais
eterivo e o GCetoconazol em dsperarllos tlavus:
(.albicans € HBlascomyees dermat iildis € s5¢ mostrou i1gual ao

Cetoconazol oen relacdo Ao toccidigides immills,



0 Cetoconazol se mostrou menos soluvel em agua
do que o Fluconazol sendo, portanto,menos absorvido pelo
trato gastro-intestinal (Laine et al, 1992).

Fsta droegea rapidamentce provou  ser altamente
cteriva em muitas inteccfes cutaneas, mas Lol verifticado
gque, em altas dosagens, causan problemas na reducao da
producido de testosterona e na sintese de cortisona (Gravbil
& shrkev. 1990).

Em tratamento de Pirvriases versicolor mostrou-
s elicary em alvuns casos € Ccom  una toxvicidade minima
(Goodless et al, 14991).

U Cetoconazol Lol inelicaz no combate ao
Grvplococcus meningilis, enyuanto gue ouviras triazoles como
O Fluconazol e ) ltraconazol mostraram-se bastante
eticazes, particularmente em pacientes com Sindrome de
fmune Deficiéncia Adaquirida (AIDS) (Sugar, et al, 1990).

Pacrientes com AIDS tratados com Fluconazol e
Cetocnnazol mostraram cura endoscapica em 91% dos rratados
com  Fluconazol e exito em 4apeinas  H2% nos  tratados  com
Cetoconazol (Laine et al, 1Y92). No entanto, esses adautores
admiltiram gue ambas as dropas parecem ser seguras e bem
toleradas.

Lnftretanto, existem pesguisas Qque sugerem que
800Dme /dia é a dnse maxima tolerada por um raciente (Sugar

et al, 1987).



Existem aleguns eteitos colaterais observados en
relacio an Fluconazol e Cetoconazol COMY nauseas e
diarreias (Laitne et al, 19u.z),

Pacientes com AlbS apresentam hiposecrecio de
acido LASLT1ICO. NoO entanto, quando sSe administra
Cetoconazol esta hiposecrecao diwminui (Laine et al, 19002).

Ferudos citoegenéticos realizados em células de
medula o6ssea de Hamster intectados experimentalmente por
F.hrasiliensis e rrarados com Cetoconazol demonstraram que
) Letoconazol a0 causa aberracdes cromossomicas

estruturais (Freire-Maia & Rocha, 19ui3y.,



1.4, CGiclotostamida

A ciclotostamida (2 - (bis (2 cloroetil) amino)
tetrahidro - 2-H 1,4%,2 - oxazatrosforino 2 oxido) e una
cubstancia derivada do agente alquilante mustarda
nitrogenada, que e um compaostn descrito como  sendo “
primeira substancila conhecida yue induz rearranijos
CTromossOmicos e mutlacdes em celulas germinativas de animais
gxperimentais (Auerbach & Robson, 1946; in: spano, 19Y81).

Alguns trabalhos desenvolvidos por Hampel
(1968) o Hampel et al.(1966) maostraram que a ciclofosfamida
e inocua quando testada in vitro, pois € uma substancia
pre-mutagénica que necesgssita ser metabolizada ou passar por
caquemas de ativacido para  gue os  seus produtos ativos
tenham acdo sobre o organismo. (Ifn: spano, 1981).

Numerosos trabalhos tem demonstrado os etfeitos

i

mutagénicos, clastogénices, teratogénicos e carcinogénicos

da eciclotostamida quando testada in viveo (in: Spand, 1981).

Devido A0S eteitos acima descritos, a
ciclorostamida toi utilizada, neste experimento, como

controle positive, com o objetive de verilticar a eficacia
do sistema teste empregpado,no que diz respeito a deteccdo

de mutacdes induzidas.



2. OBJETIVOS

0 ohjetivo deste trabalho toi verificar os
possiveis efeitos mutagénicos o recombinogénicos do
tungicida Cetoconazol em celulas somaticas de Drosophila
melanogaster, utilizando o "somatic Mutation and

Fecombination lestc" ($SMAR1), propesto por Grat et al, 198



3. MATERIAS E METODOS

4.1, Substiancias quimicas empregadas no

tratamento: Cetocouazol.

O Cetoconazol, tahricado peln Laboratdorio
Mat jalti, conbhecido C ol O HOmME comercial de hetounan, e
utilizado no tratamento das wmicoses superlticiais, cCcomo nas
micoses profundas.

Cada coumprimido contem:

-fetvoconazol.. .. 200ng

~-BExcipientes: lactose, amido de milho, Plasdone

esterato de magnesio.

¢ EKetonan comprimidos n#do deve ser utilizado
Jurante a wviravider, por nao se dispor de dados clinicos
SELEULros que Possam recomenda-l1o durante este periodo.
pmbora nic existam trabalhos de determinacdo do Cetoconazol
no leite materno, sua estrutura quimica leva a crer que
seja eliminado no leite materno.

Pacientes que egteqjan romando Ketonan
comprimide., ndo devem amamentar.

A posoluogia usada para paclientes que utilizam

cste medicamente & a seguinte:



-Candidiase vaginal - 2 comprimidos por dia - 5
dias

-Miconses supertficiais - 1 comprimido por dia -
a3 meses,

-Pitiriase versicolor - ! comprimide por dia 2
A 4 semanas.

Noo decorrer do tratamento podem sureglr alguns
cleilos colalelais collw: Nalseas, yomitos, dor abdominal,
prurido, ictericia, astenia, uwurina de coloragcao marrom e
tezes esbranguicadas.

A hepataxidade pode aparecer com o Cetoconazol
e ser evidenciada como hepatomegcalia e sintomas de
colestrase., Ela ¢ eceralmente reversivel com A suspensiao do
medicawento mas pode se contundir com uma hepatite viral,
tode suprimir a atividade adrenocortical e dcarretar uma
diminuicac dos niveis séricos de testostercna levando a uma
olignspermia, azoospermmia, impotencia e diminuic3o da
tibidn.

sintomas gastrointestinais coma nauseas,
vomitos, dores epigastricas, adinamia, ictericia e diarrveia
podew aparecer.

As fleves podem se apresentar descoradas e a
grina volurica.

lamizem Ltoram telatados casos de ginecomastia,

tototeobhia e insonia em alguns pacientes.




O Ketonan (Getoconazol) £ um derivado
imidazolicoe sintetico com amp Lo ecepectro sobre fungos

patologicos e val atuar coulra:

Landida  spy ifrichopnyion spy Micresporult Spy
Lprdermoplivioen Llocosun; Blastomyces dermatidis;
RHistoplasma capsulatum; Malasseria furfur: Coccidioides

immitis e (Crvprococcus peolrormans.,

O mecanismo de acido do Cetoconazol se da pela
inihicAao da Lbiossintese do ergosterol, impedindo A
proliteracac dos tungos. km altas dosagens pode atetar
tambeéem a biossintese de colesterol no tigado e nas
adrenais, tato ja evidenciado em ratos e cdes.

Este medicamento (Ketonan) tem o risco de
hepatoxidade do Cetoconazol quando este & aumentado com o
uso de drogas com AcAo hepatolosica como hitromicina e o
alcool.

U Cetoconazol pode  potencializar a acdo dos
anticoagulanres. 0 uso da Ciclosgsporina  potencializa o
ofeito netrotaxico do Cetoconazol.

0s anragconisras H2 reduzem a absorcdo do

Ceroconazol . O paciente em tratamento de tuberculose com



isoniazida e/ou viftampicina tem as concentrac¢des

plasmaticas de Cetoconazol e da vitampicina reduzidas™.

Ciclotostamida

A ciclofostamida (Ctm) (tabricada pelo
fahoraterio Pravarz Recordati) tem como sindnimos: Asta B
518: Choleu; Cyvloxan: Enduxan e Mitoxan. {(Spano, 1981).

E oum po¢ branco, soluvel em agua destilada e em
SOTO tigiologico ou glicosado. A solucdo conserva-se
pstravel por até 3 horas e a maior estabilidade ocorre nos
primeiros 30 minutos (Spano, 1981).

Existe ainda sob a torma de comprimidos.

3.2. Meion de cultura para Drosophila

G20 ml de azua
Il ¢ de agar

156 ¢ de banana
/5 ¢ de Lermento

Il ml de nipagin



volume de

cultura.,

Dissolve-se o agar em aproximadamente metade do

Acua necessaria para a preparaciao do meio de

Coloca-se a banana no resto da agua e bate-se

em liguiditicadon

Coloca-se 4 agua com ggal 1o Logo ate terver,

mexvendo sempre para ndo empelotar.,

aCe ferver

nipagin.

Adicinna-se a Acua cem a banana e o termento

novamente. Desliva-se o togo a acrescenta-se

4.4, Cruzamentos realizados com Drosophila

mefanogaster

$.4%.1. Cruzamento “"Standard”:

Fémeas vireens Flr3/TM4, Ser x machos mwh.

3.3.2. Cruzamento de alta capacidade de

bioativacio:

Femeas virvens ORR; Tlr3/TM3, Ser X machos mwh .



3.4, Verilicacho do eleito mutageénico do
Cetoconazol pelo metodo "somatic Mutation

aund Recombination lest”™ (SMART).

Iratamento:

Fémeas virecens Flr3/IM3, Ser:; e témeas virgens
GRR: tir3/TM3. ser foram cruzadas com machos mwh. Os ovos
toram coletados em um periodo de 8 horas. Apos 72 horas * 4
horas as larvas foram coletadas e transferidas para ftrascos
contendo 1.5 & de meio de cultura instantaneo (formula
4-24, Garolina Biologycal supply  Co. BEuriington NO) e
adicionados 5,0 ml das seguintes concentracdes:
1.%; 3,129: 6,25 e 12,5 mg de Cetoconazol, dissclvidos em
1% de Tween 20 + 3% de etanol.

Como controle toram utilizados 3 frascos
contendo cada  um: 1.5 o de meio de cultura insrantaneo,

mais 5,0 w de agua: 5,0 il de solventey 5,0 ml de

ciclolosfamida (0.1 me) (controle positivo).



3.9. Preparacao das asas de Drosophiilia

Para w=se tazer preparacdes permanentes, as asas
de Drosophiia melanocaster, toram cembebidas em solucio de

Faure (30 2 e goma arabica, LU mi de wlicerni. S0 o de

Hidrate de clore, 50 wmi deua) e distendidas em laminas.

Apos uwm periodo de Y4 horas, s laminas lLovam
coberras  Com laminulas em solucae de Faurve, e secas na
cetuta a uma rtemperatura de 37 eraus O, rolocando-se sobre

4¢ mesmas, pesos de aproxvimadamente 250 o. para petrtmitir

nma melhor distensdo das asas.



5.6, Analise das asas ao microscopio:

As Asas de Drosopnila foram  analisadas el
microscopio optico, com um aumento de 4Ux.

Durante a analise microscopica das asas, a
posicAo das manchas toi anotada de acordo com o setor em
que se encontra na asa.

0 tamanho de uma mancha e visto de acordo com o
sumero de celulas atetadas, hem com o tipo de alreracdo
existente.

Estas manchas podem sSer pegyuenas (com 1-2
células) ou erandes (com mais de 2 ceélulas), mas SO0 en
manchas simples.

Fm pelos flr3 e veriticado que sua torma é
hasrante variada, podendo sSer pequenas manchas ou pélos
mals espessns.

Fm pélos mwh e veriticado a evisténcia de 3
pelos, sendo um mals o cenltio € dois menores em cada lado.

Fodem existir tambem "talsos™ pelos mwh ,
srorrendoe na torma de 3 pelos, mas so que estes sdn  todos
crandes e ao redor existem um espaco sem outros pélos. Esta
apomalia pode ser causada por tfatores ambhientais ou por
remperaturas mais elevadas facima de 2590).

Guandn aparecer nas asas, celulas com somente 2

pelos, estes nao siao considerados como mwh, 50 podendo ser



considerado, se

contenham

de cada tr

“Srandard”

capacidade

T
[0}
-
T
I

4 pelos.

Ao tinal do

aramento. num

e de L4

de bicvaitivacio.

est ive e

rrabatho

roral

asas

juntos a

toram

de 140 asas para o

para Q cruzamenton Com

outLros

analisadas 20

que
asas

cruzamenrto

alra



3.7. aAnalise

raggy.

Avaliacio de rvesultades positivos:

Teste contra a hipotese nula (Ho)

He: nao ha ditevenca entre o controle ¢ o grupo
rratado.

B oum experimento com No moscas nao tratadas no
prupo controle e NUL moscas Lratadas no grupo de Lratamento,
festamos coutra a hipotese mula Ho na qual a ftrequencia de

manchas nas asas do orupoe experimental ndo esta aumentada
Ccom relacio ao erupc controle,

4 expectaliva de ac manchas nas moscas controle
e de AN manchas  nas  Mosoeads tratadas & proporcional ao
numeroe de moescas de cada grupo.

Assim sendo, temous:

Ne = p.G o= nY de moscas do o grupo controle

Nt = aG¢ = nY de moscas do grupo tratado

(p + q) G = 9 total de moscas

p = n? de moscas do orupo controle / n? total

de moscAas.
q = n? de moscas do erupo tratado / n? roral de

MoOsCHas

statistica

para proporcoes (Frei e

wurgler,



ny de wmanchas observadas

1

se= nd de mauchas obhservadas no controle

st= n¢ de manchas observadas no controle

T = n® total de manchas observadas (controle +
rratado).

FY = n¢ de manchas esperadas

p.T = n¢ de manchas esperadas no controle

g.T = n¢ de manchas esperadas no tratado

n¢ total de manchas egperadas

]
+
-

]

(controle + rratado).
b+ gy L=l

portanto: (p + 4) = i




4. RESULTADUS

Negte experimento foram urilizadas duas
{inhacens de Urosophila melanogaster: 1)linhagenm "Srandavd”
(tlr/TM3, Sery:; 2yltinhagzem de aluva capacidade de ativacdo
metabolica {(OKK; flr3/Ins, ser).

Feneas Viigens de ambas as linhagens foram
cruzadas com machos da linhagewm mwh.

Na veracdo Fl de tais cruzamentos sdo obtidos
descendentes rrans-heterozigotos (mwh +/%1r3 +) )
descendentes halanceadores heterozigotos (mwh +/TM3,5er +).

Nos descendentes trans—-heterozigornos {mwh +/
Flrs +) poden ser detectadas manclias iuduczidas por
processos de mutacao, delecao, recombinacao e nao-disjuncdo
cromossomica.

NOS descendentes halanceadores, devido a
inversao TM3, Ser, que imnpede 0S pProcessos de rvecombinacio,
e possivel detectar apenas manchas itnduzidas por processos
de multaciao e delecdo.

Larvas de /2 * 4h ftoram transleridas para tubos
contendo L, 5 ¢ de meion de cultura instantaneo (4=24
Carolina Bioloegyvcecal Supply <o, Burlington N.{) aos quais
foram acrescentados diferentes concentracies de Cetoconazol
f1.5: 3,125 6.25: 12.5 mey diluido em 5 ml de solvenre (1%

tween 20 + 4% etanol).,



Como concrole, fez-se tratamento de flarvas
dpenas com 8 solvente utilizado na preparacao das
diterentes concentracoes de Cetoconazol.

com n obietiveo de veriticar a eticacia do
sistema reste empregado, tez-se um controle positivo,
urilizando-se como agente quimico A ciclotostamida. Devido
an fato de a ciclotostamida ter sido diluida em agua (e ndo
no sulvente utilizado na preparacdo de diferentes
concentracoes de Cetvtoconazol) tez—-se um rratamento de
larvas apenas com agua (controle negativaol.

bevidn ao fato de as larvas trans-heterozigotas
e larvas halanceadoras-heterozieotras serem indistinguiveis,
ambas toram tratadas. No entanto, preocedeu-se a analise
apenas dos descendentes trans-heterozigotos devido ao lLato
de se poder detectar mnestes un maior numero de manchas

induzidas pelos diferventes mecarnismos de genotoxicidade.

A tabela 1 apresenta as trequeéncias de manchas

ohservadas nos descendentes rrans-heterozigotos do
cruzamento "grandard", tratados com diterentes

concentracdes de cetoconazol e ciclotostfamida (lmd).



ot iy ; . A

A tabeia ¢ Apresenta 05 valores de XM para
proporcoes obtidos nos descendentes rrans-heterozigotos da
linhasem “Standard” rratados com diterentes concentracdes

de Cevoconazal (1.5 3,.125: $.2%: 12,5me/ 5 ml de solvente)

o ciclofostamida (ImM).

4 rubela 3 aptresenta asg lreguencias de manchas
observadas HOS descendentes rrans-lleterozigotos do
cruzamento de alua capacidade de ativacao metabolica,
rratados com diferentes concentracHes de Cetoconazol e

ciclotostamida (1mM)Y.,

Labela 4 Apresenta os valores de XZ para

propurcdes obtidos nos descendentes trans-heterozigotos da
linhagem de alta capacidade de Arivacao metabolica tratados
com diterentes concentracB8es de Cetoconazol (1.5 3,125,

5.25: 12,5me/ = ml de snlvente) e ciclotostamida (1mM).

A analise estatistica toi teita de acordo com

Frei e Wwureler L9868,



4s tiguras nY 1 ¢ 2 mostram a distribuicidce de

ramanho de manchas simples e gemeas observadas

nas moscas

da linhaecem "sStandard’ rratadas com ImM de Ciclofosftamida.

Ag tiguras nv 3 e 4 mostram A distribuiciao do

famanho de manchas simples o cemeas observadas
na linhagem de alta capacidade de ativacdo

rratadas com lmil de Giclotostamida.

nAas moscas

metabdlica



Tahela 1.Freqguencia de m
marcadores tr
Nrosophilia meia
rratados no

com diterentes

Girotoiostamida.

anchas observadas

ans—-heterorzigcotos

nogcaster da tinha

periodo de tarva

concentracoes de

nos descendentes

(mwh/flr4) de

cem tlr3/TM3,Ser.

48h de tratamento)

Cetoconazol e com

Tratamento

Marcador heterozigoto

Nlagas Nemanchas Freq. *
Lontrole
{agua) 20 Ub 0,72
Solvente
(1% Tween + 3% etanol) 20 01 0,05
Ciclotostamida
¢L,0omM) 20 22 1,1 +
Geroconazol
1,9 mg/5 ml solvente 20 Oh 0,2 -
3,12% mg/s ml solvente 20 0 0.0 -
Hh,25 me/5 ml solvente 20 04 0,15 -
2.5 me/% ml solvente 20 05 0,28 -

“Piagnostico estatistico
w88

—

+ = positiveo 3 = = neegat
U,0n aT= 2,/00

Q
]

Ho = nio ha diterenca ¢
tratado.

de acordo com Fu

1V
g.l =1

ntre o controle e

ei ¢ Wurgler

O ETuUPo



Tahela 2:Valcres do

descendentes

standard”

/ R
X para  proporooes obtidos nos

trans-heterozigotos da tinhagem

de Geteconacol (1,5 3

de solveute)

e

tratados com diferentes concentracdes

Ll29y bL,ens Li,ome/ 5 ml

GCiclotostramida (1mM).

'ratamento

2
X para
propurgoes

Diagnostico

Estatlstico

sontrole
{agua)

Ciclotostamida

(L mM)

Cetaoconazol

f.5 me /5% ml solvente

[

125 me /75 mi

B

HL,2% me /5 ml

12,5 mg /5 nl

solvente

solvente

solvente

ta,10

1,80
1,00

1,00

rejeita Ho -
1iceita Ho +
rejeita Ho -
rejeita Ho -
rejeita Ho -

b
=
1]

rejerita

Ho= nian ha diterenca entre © controle e o grupo tratado

¥

)
f= 2, /06



Freguencia d
marcadores

tabela 3.

I'M3, Ser,
tratamento)
Cetoconazol

e manchas

tratados

com
o COom

observadas
trans~-helterozigolos
Drosophiia melanogaster da linhagem
noe reriodo de

diterentes

nos descendentes
(mwh/t1vr3) de

ORR tird/
larva (48h de
concentracdes de

Giclotostamida.

Tratamento

Marcador

heterozigoto

NY asas NY maunchas Yreqg. *
Controle
(agua) 20 03 0.15
solvente
(1% Iween + 4% etanol) 20 08 0,4
Giclotostamida
(1.0mM) 20 24 1,2 +
Getoconazol
Ly5mg/ 9 ml solvente 20 03 0,15 -
3,1Z5me/ 2 ml solvente 20 Uy O,4 -
6,25meg/ 5 ml solvente 20 0bH 0,3 -
l7.%me/ 5 ml solvente 20 Q4 0,2 -
* Diaenmsrico estatistico de acordo com Frei e Wiregler

(1988

+ = positivo 3 — = pnegativo

o= ,U05% A= 2,700

nao ha dilerenca
tratado.

Ho =

l;)‘
entre

()

controle

e O grupo



'}
do A

Fabela 4: valores > para proporcdes ahtidos nos
desrcendentes trans-heterorzicotos da linhagem de
alta capacidade de ativacdio metabdlica tratados
con diterentes concentracdes de Cetoconazol
(l,5: 5.129: 6,293 1Zz.ome/ > ml de solvente) ©
crclotosfamida (dmbl) .

fratamento xz Para Diagnostico

proporcaon

Estatistico

vontrole

{agua) 2,20 rejeita Ho -

Ciclotostamidn

(1 mM) &, 00 aceita Ho +

GCetoconazol

1,5 me /7% m! solvente 2,20 rejeita Ho -

3,129 me /o wml solvente 0,00 rejeita Ho -

0,25 my /5 wl solvente 0,29 rejeita Ho -

12,5 mg /5 ml solvente 1,32 rejeita Ho -

Ho = ndn ha diterenca entre o controle e o grupo tratado
~ ) N : -

a = 0,05 XT= 2,706 r,l.=1



Ciclofosfamida / Controle

0.5
Freg.de
manchas

p/asa  gglt |

0.1

o3l ||

o2f |- |

ciclofosfamida
/lcontrole

1

2

3-4

5-8 9-16 17-32 33-64

Tamanho da mancha

Fig.1: Distribuicdo do tamanho das manchas simples no cruzamento

"Standard"(flr3/TM3,Ser), apds tratamento com 1mM de

ciclofosfamida, por 48h.




ciclofosfamida

0.4
Freqg.de
manchas
p/ asa
0'3 .......... c e s e e e e mar e e m e e e
0’2 ..............................................
Manchas
gémeas ciclofosfamida
0.1 .............................................
0 SIS | BIHE

1 2 3-4 5- 16 17-32 33-64
Tamanho da mancha

Fig.2 : Distribuigdo do tamanho das manchas gémeas no cruzamento "Standard"
(flr3/TM3, Ser), apos tratamento com 1mM de ciclofosfamida, por 48h.



Ciclofosfamida / Controle

0.6
Freq.de
manchas
p/ asa 0_5 _ ....................................

0.4} |- f

ciclofosfamida

oall bl
i ot [/ controle

0201 |- b SRR

Ol |-ob

0 :Efz7/—l ifzim
1 2 34 58 0-16 17-32 33-64
Tamanho da mancha

Fig.3: Distribui¢éo do tamanho das manchas simples no cruzamento de
alta capacidade de bioativacao (ORR,fIr3/TM,Ser), apds tratamento com
1mM de ciclofosfamida, por 48h,



Ciclofosfamida

0.4
Freq.de
manchas
p/fasa |
02 ............... e e e e e e e e e e e e e a e e e
Manchas
gdmeas ciclofosfamida
0.1 .............................................
0 ERERERRY

1 2 3-4 58 916 17-32 33-64
Tamanho da mancha

Fig.4 : Distribuigdo do tamanho das manchas gémeas no cruzamento de alta capacidade de
bioativagao (ORR;fIr3/TM3,Ser), apos tratamento com 1mM de ciclofosfamida, por 48h.



5. DISCUSSAO

0 Celoconazol e uwm agenlte lunegicida oral, do
grupo dos i1midazoles, que possul um largo espectroe de acdo.
Tem sido atilizado na Medicina ¢Clinica, 1o
rratamento de infeccdes cutaneas (Gravbil & Sharkev, 1990),
de Pitvriases versicolor (Goodless et al, 19461y, de

GCryvprocnccus meningitis (Sugar et al, 199Q) etc.

8] unico trabalho encountrado 1na literatura
telacionado 409 possivels eteitos genotodxicos do

Cetoconazol diz que, Hamster intectados e nao intectados
pela cepa 18 do P. hrasiliensis e tratados com 80
me/ke/dia, durante 8 e 17 semanas, apresentaram 13,1% de
aneuploidias no erupo de animais tratados com Cetoconazol
12.6% no controle: 12,9% nos intectados tratados com
Cetoconazol e ta, 1% nos intectados e nao tratados., A
dilerenca nao se mostrou estatisticamente significativa,
Nio foram encontradas aberracdes estruturais e 0s
recultrados indicam gue em Hamster o CGetoconazol, bem como a
intfeccdo nor P.hrasiliensis nao causam aberracdes
cromossomicas (kFreire-paia & Rocha, 19935,

bevido ac tato de ndo existirem na literatura
oculros dados relacionados aos possivels eleitos genotoxicos

do Cetoconazol, toi proposto este trabalho, com o objetivo



de veriticar nsg Seus possivels eteitos genotoxicos
urilizando, como oreanismo teste, Nrosnophila melanogaster
de {inhavem de baixa capacidade e arivacao metabdolica
(Lir3/1TM53, nery e de alta capacidade de ativacao metabolica
(ODRR: ftlr3/1M3, Sery. assim como da linhagem gue apresenta
pélos muttiplos nas asas fmwh- multiple wing hair).

Do cruzamento de temeas das linhagens de baixa
e alta capacidade de ativacado metaholica, com machos da
linhagem mwh obltem-se em b descendentes dos tipos:

iylrans-heterozigotos, nos quais e possivel
detecltar a presenca de manchas simples do tipo “"mwh” ou
“tlave” e manchas gemeas "mwh/flare” devido a mutacéo,
delecido, recombinacio genica ou ndao disjuncic cromossomica.

JyBalanceador heteronzigoto, nos quais é
possivel detectar apenas manchas simples do tipo mwh devido
4 mutacioe, delecao e nac-disjuncdao. pevido ao tato de
apresentaren a inversao T™MY,Ser, todos os eventos
recombinacionais sao eliminados.

varing trabalhos tem demonstrado gue no teste
de deteccao de mutacdes e recombinacoes somdaticas (SMART) a
grande maicria das manchas observadas e devida a processos
recombhinacionais, €, portanto, a minoria devido a mutacido,

delecdo e nio-disjuncdo (Spand, 1993: Graf et al, 1992).



Amsim seudo, neste Lrabalho loram analisadas
apenas asas de descendentes trans-heterovzigotos,

dos diferentes tipos de tratamento.

provenient

A analise dos balanceadores heterozigotos
apenas se justiticaria Caso a treguencia de manchas
ohservadas nos rrans-heterozigotos fosse extremamente

elevada, o que permitiria defectar a porcentagem devida a
recombinacdo eénica.

0s resultadns observados indicam gque, CoOm
aumente da concentracao do Getocounazol nao fira aumento una
fregqéencia de manchas, tanto na linhagen de baixa, como na
de alta ativacidn metabolica.

Pode-se veriticar que nao ha aumento na
trequeéncia de manchas na linhacem de alta capacidade de
arivacao metaholica. Assim sendo, o Getoconazol nic utiliza
euslmas LiILOoCromno P=-450 para produzir metabolitos
cenotoxicus ativos.

Como controle foi utilizado o tratado com 1%
Tween 20 + 3% de etanol que toi o solvente utilizado na
diluicdo do Cetoconazol.

Como controle positivo toi utilizado a
Ciclotostamida gue e um agente alqgquilante comprovadamente
nmutagsnico, clastogénico, tervatogénico e carcinogénico

(Spano, lugly.



4 Ciclobostfamida e um agente pro-mubtdagenico gue
necessita ser  ativado pPOoT  enzimas citocromo  P=450. Os
resultados observados mostram que as treqguencias de manchas
de ambhas as linhagens sic praticamente as mesmas (1,1% na
linhagsem "Standard” e 1,2% na linhagem de alta capacidade

de ativacao metabholica): O que sugere que a linhacenm

“standard”, apesar de ser de baixa capacidade de ativacao
metabolica, possul enzimas sulicientes para metabolizar a
Ciclotosfamida a metabolitos ativos.

Rlevido A0 tato de sey utilizado agua na

[®)
o}
3

Adiluicdoe da Ciclotosfamida, fer-se um grupo controle
agua.

A analise egtagistica Toi teita, portanto,
compatando as freqiencias de manchas observadas nos grupos
(ratados com Getoconazol em relacac as  observadas nos
Fratados com solvente; ¢ as  frequéncias observadas nos
tratados com Ciclotostamida em relacdo as tratadas com

avua.



6. CONCLUSORS

Us dados obtidos neste Lrabalho nos permitem

concluir gue:

1) J Cotoconazol nao e mutagenico quando
empregado  nus concentracoes de 1.5: 3,125, 6,25 e 12,5
me/5ml de solvente (1% de Tween 20 + 3% de etanol) em
hrosophila melanogaster (das linhacens.

I-tir3/TM3. Ser

2-0RR:y tirid/1M4, ser

3-mwh

Yy Letoconazol nAo e convertido em metabolitos

sepnoloyicos ativos pelous enzimas citocromo P-450,

4y 0O "Somatic Mutation and recombination Test”
(SMART) & um sistema teste ideal na deteccdo de efeitos
nutacenicos de aeentes guimicos, © que pode ser comprovado

pelos resultados positivos observados com o agente,

comprovadament ¢ mutagenico, Cicloteostamida.



4) Na Medicina Ulinica, ndo ha necessidade de
e substituilr o Getoconazol por outros agentes fungicidas,

devido a eteitos genotoxices induzidos pelo mesmo.
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