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RESUMO

iras sob & =agdo de

T

G 3ndlisec de ocovvéncia de mukactes geng
farmacos utilizados na fterap®utica humana, & necessavio para
garantir 2 completfa eficiSéncia dos mesmos.

Muitas drogss utilizadas pelo homem, € mesmo agentes fisicos,
podem causar perturbagles no genoma humano .

Com a finalidade de testar a aG¥o clastogénica do agente
fungicida Fluconazol, foi realizado o teste ip wivo com celulas de
medula Sssea de ratos Wistar.

Este teste consistiu em inocular doses diferentes (1,0; 1,5 ¢
£,6mg de Fluconazol/100@g peso do animal} em ratos Wistar, sendo i
dose 48 h e outvra 24 k antes do sacviticio.

apés o sacrificio retiram-se as medulas ©sseas € 2 preparam—se
a5 laminas. Estas laminas foram observadas 20 microscOpio ©Gptico
contabilizando-se o nUmero de c&lulas com aberragles.

Como controle positivo foi utilizado o a=agente aquilante
Ciclofosfamids. 0Os vesultados obtidaos com a Ciclofosfamida
confirmam a efetividade do feste, assim como dados obtidos em
oukyras pesquisas, que a classificam como uma substancia altamente
clastogénica.

Comparando-se as frealiéncias de aberracBes encontradas nas
diferentes concentragBes de Filuconazol com o controle negativo,
observa-se que, estatisticamente, as diferencas fovam na o
significativas.

4ssim, podemos concluir que, nestas condicBes experimentais ©

Filuconazol n3o ¢ um agente clastog®nico.



INTRODUGZXO

& andlise da ocorvrénicia de mutagles gendticas, sob a ag3a de
farmacos utilizados na terapfutica humana, faz-se necessarvio com 23
finalidade de gavantir a completa eficiéncia dos mesmos. A 3¢8o ds
agentes flsicos, gulmicos € bioldgicos podem levar 23 alteragles
cromossOmicas, as quais podem ter efeitos lIetais nas geragbes
futuras, ou ent® o acarretar alteragles grosseivas nos fendtipos
dos individuos. Isto vem se confirmando desde que HMULLER, {927,
in RABELLO-GAY (1991} demonstrou que os Raios-YX induzem mutagles
letais.

Os danos geneticos produzidos podem  ocorver num ponto
especi fico do cromosomo (mutag3o génicay, ou alterar a estruturas ¢
o nUmeroc de cromosomos (abevracBes cromossdmicasy  (HOFFMANK,
19241, in DIAZ, 1993).

fic mutagles podem ser de 2 tipos: substituigda de pares de
bases ou por mudanga de matriz de leitura. As substituigOes podem
sev de £ tipos: transi¢cOes — que consiste na substituicgo de  uma
puvinzg por outvra, ou umz pirimidina por oukra; e transversfes -

que consiste na substituigio de uma purina por uma pirvimidina ou

vitce—-versa. (Ayzala & Kigev Jvr., {984},



as aberragfies cromoss@micas podem Sev de wvarios tipos,
dependendo da estrutura quimica do agente genotGxico; podemos tev
abervacties cromossomicas COM quebra direta da estrufura do DHA,
dicstorg¥o da dupla h&lice, etc.

Assim, temos que, 2% aberranes CromOsSsSamMiIcas (a.C.¥ =20
macro-lesBies do DNA & podem sV numéyricas (pevrda ou ganho), Du

zs, fraagmentos ou rearvanjos) e tém como

estruturais (“gaps’”, queb:
consecquéncia uma tentativa da célula retificay o dano ne DA,  ou
contornad—-1o de algum modo durante = vreplicag@o (EVANS, 1977, if
SAKAMOTO, 19840 .

Os agentes quimicos € flsicos Capazes de induziv a formag¥o

de A.C. <o chamados de agentes clastogdnicos € incluem an&logos

i

de base, agentes alquilantes, compostos que interferem na
duplicac®o do DNaA, agentes intercalantes, inibidores de veparo =
outros (EVANS, {77, in SAKAMOTO, i984). ©Os =agentes alquilantes
reagem com o DNA adicionando grupamentos €fil ou mebtil as bases.
Isto resulta no mau pareamento da base afetada, ou em SuUz pevyda
total, criando uma falha (BARNES, 195¢).

0s sgentes mubtsgénicos podem impedir o funcionamento covreto
ou alternando = estrutura do DN& ou interferindo com enzimas que
est3o envolvidas, direta ou indiretaments, em sSeu  metabolismo
(A4ala & Kigev Jv ., i954) .

As substlancias quimicas, em sua ac%o sobre o DNA, podem sev

divididas em duas classes: as que produzem abervragcles em todas as

fases do ciclo celular (S-independent=sl, e =as que dependem da

sintese de DRA para maniftestar seu efzito (E-dependentes) . AS

c-independentes (ex: bleomicina) induzem quebras nas duas cadesias
do DHA, produzindo abervagBes cromoss@micas em 61, cromatidicas em

Gz & uma mistura dos dois tipos em §S. aAs S-dependentes (ex:



agentes alquilantes) produzem seu cfeito na fase S ou quando 2as

c&lulas passam POy Uuma fase de sintese entvre 2 exposiG8o = &

observagdo do e=feito, as aberracBes surgem devido a Ervos  0a&

duplicagdo do IINA (RABELLO-GAY, §9%ia).

Ciclofosfamida

n

Entre esstas substancizs quimicas temos

(C.P.}, agente qui mico comprovado como clastogénico. Compavando oOs

cfeitos clastogé&nicos da C.F., com uma dose de £,5 mg/1@%g, em

rélulas de medula Sssea de hamster arméniz  (AHY, camundongos,

ratos, cobaias (poveo da indiz} e hamster chings, observou—sSg SEv
a2 cobaiz (povco da indial) o mais sensivel & 3¢8o0 clastogénica

da C.F. 2 o AH o mais recistente (HERSESSIAN et 21, 1992%.

Em doses relativamente baixas (16-5¢ maskg), as absrragles

cromossOmicas em Hamster harménia foram soms=nte do tipo quebras de

crométide e de isocromdtide. Altas doses de Ciclofosfamida
(160-30¢ mg/Kg) induzivam um amplo espectvo de dano cromossOmico
(intercaémbios, quebvas cromatidicas e isocromatidicas, metafasss

com madltiplas aberrac®es & “gaps’), CoOm prevaléncia de quebras

cromatidicas (NERSESSIAN et al, 19%E8}:.

pcBes farmacoldgicas € ritptoxicas da C.F.: a asdo citotdxica
ageral da C.F. & semelhante & de oubtvos agentes =alquilantes, mas
menos 1eslies nos

foram observadas algumas mzis notawveis. Produz

megacaridcitos & a tyombocitopenia € menos COMUM (GOODMAN =t al,

~

1991

AbsorgEo: € por wvia oral & € ativada pelo sistema hepadtico do
citocromo Feso (GOODMAN et a1, 194,

Usos tevapéuticos € toxicidade clinica: o espectyo clinico de
atividade da C.F. & muito amplo e assemelha-se & mostarda
nitvrogenads. Hostra-se eficaz na doenca de Hodgkin e em outyos

linfomas. Fovam relatadas remisstes completas & cuvas expostas no



1infoma de Burkitt e na leucemia linfoblastica aguda de crian§as

quando a C.F.& utilizada com outvos farmacos (GOODMAN et al, 1991},
Foram obtidos resultados bepn&ficos no  mieloma maltiplo, na
leuremia linfocitica crenica, em carcinomas de pulmEo, mamas,

colo uterino € ovario € no neuvoblastoms, retinoblastomas & oubvas

neaplasias da intancia (GOODMAN =% al, 19912,
Em virtude de suas potentes propriedades IMUNOSSUPYESSOVRE, 2

£ .F. tem recebido consideravel atencdo pava 0 contréle da rejeigdo

de Srgdos apds transplantes ¢ em disturbios n¥o neopl&sicos
associados a2 uma alteragSo da reag¥o imune. Aconzelha—-se muifa

cautels gquando a droga & ronsiderada PARra UsS0o NESSA coandig@es, n3o

AapENAS €m razdo dos efeitos tOXicOs agudos, como tambh®m pelo seu

alto potencial de induziv esterilidade, efeitos teratogénicos,

mut acBes e céncer (GOODMAN et al, 19541,

Doses: a dose diaria de 2 2 2 mglfkg, POY via oral ou

intravenosa, tem sido recomendada pava pacientes com neoplasias

mais suceptivels, tais como linfomas ¢ leucemisa, oLt com

comprometimento da funcXo medular. Fara o tratamento de Ccarcinomas

e neoplasias mais resistentes utiliza-se dose de 4 3 & ma/Kg ROV

via intravenosa (1.v.}, fOY 4 dias, seguida de uma dose de

o

manutengio oral de 1 a S mg/ka =o dia, 3 & 5 wmg kg via i.wv.

rada 7 2 1@ dias (GOODHMAN et al, 1991}
A analise dos efeitos genotéxicos de subst&ncias utilizadas
no ftratamento das diferentes doenGas pade SEv realizada em

diferentes tipos de testes. 0 mais utilizado & o© sistema de

c&lulas de medula Ossea de mami feros tratados in ¥ivo.
SISTEMA IR MIVO
Os estudos tn vive podem seav realizados no sistema de c&lulas

de medula &ssea de mami feros, nos quais s€ inocul:a diferentes



concentrases da droga 3 sev testada, a Fim de conhecey O

potencial mutag&nico.

A obtensgo do matevial de estudo se faz retivando oS femures

s separando a medula Gssea dOs MESMOS .

Este sistema ofevece grandes vantagens. Entre clas podemos

citar: o metabolismo do animal (que nunca pode Sevr totslmente

reproduzido num sistema in wvitroy e tambem a reprodus@o das

condicBes de exposisdo 2 que O homem esti& sujeito, seja via de
administras¥o, durag&o do tratamento e/ou  condicBes nutricionais
(RABELLO-GAY, 19F%L).

0 sistema in vivo & muito aressivel economicamente, J& que OS
mami feros a serem utilizados (ratos Wistar) s¥o faceis de sevem
adquiridos; e do ponto d& vista rcientifico, oferecem malioves
garantias rcom relag%o & veracidade dos efeitos, Jj& aqug oO%s

indivi duos tratados apreseniam caractevristicas fisiol&gicas

semelhantes &5 do homem.

FLUCONAZOL

£ um novo agente fungicida, aparentemente melhoy que  0S

fungicidas anteriormente utilizados (KOWALSKY et al, 1994F.

g nome quimico do Fluconazol & 2, 4~difluor—a,a-bis
(iH—i,E,4—triazal-1—ilmetil? penzil &1lcool. & esum Crmuls
molecular & (i3 Hiz Fz Noe 0 = sSeu PESO molcular FH= 36046,3

(KOWALSKY et al, 192%i).
MECANISMO DE AGAD: A forma de ac%o de agentes fungicidas

trizzoles

mn

azoles (clotrimazol, miconazol, ketoconazol)
Fluconazol, itraconazol) parece sev & de originar distGrbios n=a
permeabilidade da membrana celular dos fungos (VANDEN EOSSCHE,
$1985; YANDEN BOSSCHE et al, 1983} .

Em concentraglies obtidas com 0O USO sistémico o eprincipal

efeito dos imidazois € triazois sobre os fungos & 2 inibic¥s da



estevrol i4-a—desmitilase, um sistema enzimdtico dependente do

citocromo Feso microssémico. 0Os imidazois € triazois prejudicam 2

hiossintese do ergosterol para a membrana citoplasmitica e levam

a0 acumulo de f4-a-metil esterois (VANDEM EBOSCHE et al, 19841 (in

GODDMAR, 199f) s=stes estevols metilicos podem vomper o intimo
agrupgamento das cadesias 3cilt  dos fosfolipi deos, altevrando  as

funcBSes de cevtos sistemas enziméticos ligados & membrana =
inibindeo o crescimento (GOODMAN, 19Fib).

Ao contrario da anfotevicina E, que se ligas ao ergosterol na
membrana celular dos fungos, formando poros ou canais gque conduzem
n vasamento de constituintes intracelulares wvitais (BRAJTBURG et
al, 199@¢), os azoles especificaments inibem & C-§4 demetilacdao do
lanosterol, o qual ¢ necessario para o biossintese do ergosterol
(KOWALSKY et al, 19%1ir.

ARSORCAD: 0O Fluconazol & hidro-soldvel e € imediatamente

absorvido no trato gastro intestinal. 0 pico de concentracdo

o

plasmatica em humanos & alcangado dentvro de 2 h =2 4 h apds =&
administvac&o oral e alcanga de £,4 vg/ml apé&s uma dose de 5¢ ug

a 8,82 ug/ml apSs uma dose de 156 ug (HUMPHREY et al, §985; HOUANG

et al, 1999).

PISTRIBUIGAD: O Fluconazol = Lm3 mol€cula PEqUENZR,
hidro-solUvel e apresenta baixo gvau de ligagSo com evofeinas,
caracteristica que acentua 2 habilidade da droga para penetrar nos
diversos compartimentos dos tecidos, incluindo o sistema nervoso
central (S.N.C.) (KOWALSKY et al, {991} . Muitos estudos em animais
(WALSH et al, 1$8%; PERFECT et al, §{986) e humanos (FOULDS et al,
$988a; FOULDS et al, 1988b; TUCKER et al, 1988) tém demonstrado 2
habilidade do Fluconazol em pengtvar o S.N.C na presensga ou

aus@ncia de irritacEo meningial.



ELIMINAGAD: g vim ¥faz o maior papel na eliminagdo do
Fluconazol (KOWALSKY et al, i??i).'TGON et al (1988 investigando

a farmacocin®tica do Fluconzazol em 3 grupos de paclenies COm gvaus

variaveis de funsdo renzl, sstabeleceram que, enquanto O volumes de

dictribuicio nZo era afetado pela fungo renal, a meia-vida o

zoro e 2 eliminag@o vrenal o eram. Em casos de insuficiéncia renal,

a meia-vida ¢ longs, requerendo doses ajustadas a eliminagSe de

creatinina (DEBRUYNE & RYCKELYNCE, 1993).

EFICACIA: a) Contva infecgBes criptococdcicas: devidoe 3 sSuz

excelente penetrasiio no fluido cevebrosspinal, o Fluconazol € o
mais indicado para ser usado no traramento de micoses do S.H.T.;
Cryptococosis representam as mais impovtantes micoses em Sus

categoria £, na tevapia da @mesma, g Fluconazol gevrou muita

excitas®o, especialmente com respeito a pacientes com Sindrome d=

Imunodeficiéncia Adquirids (AIDSY, que tém 16&% de incidéncis de
meningites criptococicas (KOWALSKY et al, 1991i).

Estudos realizados em varios centros franceses, em pacientes
com AIDNS e meningite criptocéeica, demonstraram que 40¢ mo/dia de

Filuconzzol foi efetivo em transformar =as culturas de fluido

-

révehro espinais para negativo, assim como daose de manutengdEo da
tevapia pavs impediv ums recaida (DUFDHRT, $988).
by Contra Candidiases: o wuso do Fluconazol no

tratamentc € prevensdo de infecgles por Candida sp em paclientes

com AIDS foi avaliado em NUMETO50S experimentos crlinicos. t

maioria doe investigadovres avaliam o fluconazol <O, e nutvraos o

fazem com kebkoconazol, clotrimazol ou itraconazol (KOWALKY, 1991,

apresentando o Fluconazol uma porcentagem de cura de 92%, frente =2

oY% do Ketoconazol.




)y Contra outvras infecc®es fungicas: o Fluconazol
foi utilizado no tratamento de aspergilloses € cocoidioidomycoses

(KOWALSKY, 1991,

d} Também ¥oi testado 2 sesgranca, tolev&nrois em

criangas com doengas neoplasicas. Adlgumas destas criangas

apresentaram um aumento assintom&dtico dos valoves do
. . . a a ..

aminotransfevrase hep&tico antes da 4. ou & dose. A eliminacg&n

renal de Fluconazol esteve entre 45¥% = 5% do total de eliminacdo =

domonstrou a predominéncia da excre¢&%o renal desta droga. & curta

meia—-vida € a alta freqliéncia da elevacso da aminotransferase em

comparagaeo com 3as doses de adultos Justifica cuidadosas

investigagBes do Fluconazol em provas clinicas (LEE et al, 1992).
OBJETIVOE

Este trabalho teve como objetivos:

- Yerificar os possiveis efeitos clastogénicos do Fluconazol,
utilizando, como sistema teste, c®lulzs de medula Ossea de vatos
Mistar tratados in vivo,

- Estabelecer uma possivel relagdo dose—-efeito gerotoxico.

- Contribuir com a classe m@ddica no que se refere & escolha &

empr&go de medicamentos menos prejudiciais & saltde humana.



M ATERIAIS E KEETODOS

¢ drogs que foi utilizada & o Fluconazol, agentes fungicida,
cujo nome qui mico & 2,4—di?1uov—a,a—bis(iH—i,E,4—triaza1—i—

jimetil) benzil &lcool, = de $Armula molecular (438 Hiz Fz Ha O e

P o= 304,3 (KOWALSKY et al, 19917

0 materisl utilizado foi o sistema de células de medula SOssea
de mami feros (ratos Wistar).

Foram utilizados 5 animais POV grupo de tratamento (Tabelz
£y, num total de 25, considerando-s2 as utilizados como contvole.

fis animais tratados com © Fluconazel vecebevam duss injecBes

s . 2 : a . . ot
i p. num intervalo de 24 h. apds 24 h da & injega@n O mMesSE0s
foram csacrificados.
& Figurza 1§ mostvra SsquUERIE dos difevrentes tempos d=
fratamento de ratos Wistar, Com Fluconazol = Ciclofosfamida.
o} Z4t 48h
Tempo %— % -~
Fluconazol Fluconazol zzacvrificio
0 24h 48h
q { |
Tempo [ i i
Ciclofosfamida sacrificio

Figura i: Esquema dos tempos de tratamentos de rvafo Wistavr com

Fluconazol = Ciclofosfamida.
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GRUFD DE TRATAMETO
1. Contvrole
2. Controle positivo: &,9mg Ciclofosfamida/ 126 peso do animal
2, {,emg Fluconazol/16¢g peso 40 animal
4 $%,Smg Fluconazol/i18ég peso do animzal
5 g2,6mg Fluconazol/1i86g peso dno anim=al
Tabela §:. Diferentes grupos de tyatamento de vatos Histzyr com

Fluconazonl e Ciclofosfamida.

ETAFPAS
4nimaisz com aproximadamente 1@6g de peso, foram tratados
intraperitonealmente (i.p.) com concentracdes de
2 x {i,0mg/160g de peso do animal

2 % 1,5mg/10@0 de peso do animal

m

x 2,0ma/1@0s de peso do animal

Aas controles positivos foi inoculado Ciclofosfamida (CF},
2,6mg/160g de peso do animal.

apSs 24 h do Ultimo tratamento foi injetado i.p. colckicina
a ©,14% nz proporgXo de €,5ml pava cada {@6as d=s peso  do
animal, =2 fim de obter célulzas em met& fase; estz  zplicagdo
$oi feitz 1:23¢ horas antes do sacrificio.

Apds o sacrificio com €tey, procedeu-se 2 retivada  dos
fémures = foram cortadas as =pifises. A medula Sssea foi
removida com o auxilio de uma seringa caontendo Sml  de
soluc¥o hipoténica de KCI 6,675 M. ApG: a homogenesizagdo do
material, foi colocada = suspensio de celulas na estufa =&
37¢C, durante 1¢ minutos, contados 2 partiv da retivada da

medula.
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- Foi centrifugadoc O materizal a B8¢¢ v.p.m. durants 5 minufos.

adicionados S ml de fixador

[

- Foi desprezado © sobrenadante

Metanol-Acido acético (3:1). Foi ftrocado o fixador duas
veres, sendo a WQltima quantidads variavel, conforme
diluicEn dessejawvsl, = fovam foitas =s laminacs.
FREFARAGAD DAS LAMIRAS
- £m lamina molhads € gelads, pingou~-ses uma gokz d=2

suspensio, mantendo-se & 1amina levemente inclinada pava

zspalhar o material.

- Faccou—-se =a lamina na chama, tendn cuidado em nEo aquece-la

muito.
- & rolorac%o foi processada com O corante BGiemsa diluido
auma solucXo tampEo (NaHz FO4 ©@,@0 M & KHz FDs ¢,0&6 N -

pH &,8), na proporcao 1:3¢, durante 5 minutos.

ANALISE CROMOSSOMICA
4 andlise cromossSmica foi realizada em Eteste cego, CoOm 2
finalidade de s= evitar tendenciosidade de intevpretagc.
as laminas codificadas foram gxaminadas em micvroscépio

6ptico, com objstiva de imevsio 166X, Os Cromossomos foram

desenhadns soquematicamente £ identificados de acordo com O

ptlmero, tamanho € pOSiGa0 relativa do centrémevo.

Foram analisados 10@ ~%lulas metafisicas por animal .

ANAL ISE ESTATISTICA
4 andlise sstatistica destes dados foi feita de acovrdo Com um
teste desenvolvido pov (Gold, 1968; in Spand, {ieR{>y pov meio do

qual € possivel dizer se =a difersngz exictente entve dusas

proporcliss & ou n¥o estatisticamente significativa. Este teste
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consists na determinagio de um intevvalo de confianga calculado

POY

onde
Pi
F..
o
Lk
8
(Zevo?;

6s - Lk . 8 (@1)

¢ = P1 —~ F2

propor¢dn de mef&fases  com aberragcdSes encontrada  num
determinado arupo de tratamento (£}, dado pov Hzfﬂi, onde

M, & g pimevro de met&fases com abevragSes encontvado no

arupn de tratamento 1 € n, % o namero Eokal de met&fases
anslisadas deste grupo L.
proporgdo de matdfases com asbervagBes encontrada  num

outro arupo de btratamento g, dado pov xzfnz, onde Ké &€ O

ndmero de metéd fasss com abervas@es encontvrado A0 Grupo L

2 n, & o nGmevo total de metafases analisadas deste

grupo 2.

=}

tator de proporcionalidade, varigdvel de acordo com

grau de libevdade.

. 2
S (@iy = 7 (@1
¥ ¢ 3 '
2 _ o LN - ) » LN - K

S (@1 = 1 £ " + 2 2
2

i n
1 2

empre que o intervalo de contianga contiver o valor @, 8

diz-se que =z diferengza entre 2as croporclBes  n¥Eo &

estatisticamente significativa. Se neo estiver incluso o walor

Z2V 0,

=3

diferencza entre as propovrelies & cstatisticamente

significativa.



13

RESULTADOS

Fatos Wistar de aproximadaments §8@g foram Etrabtados com
diferentes doses de Fluconazol (1.4; 1,2 ¢ 2,0ma /i0eg de peso  do
animaly.

Dc animais receberam ©2 (duas) doses de Fluconazol, <com
intervalo de 24k entre =a primeiva = = ssgunda dose &  foram

sacrificados 24k apds a segunda dose.

Fars cada dose de Fluconazol foram tvatados S (cinco?
animaic. e cada animal foram analizadas 106€ metadfases, pevfazendo
um total de 506¢ m&téfases analisadas por tratamento.

fomo controle positivo foi feito tratamento de 65 (cinco?

animais com uma dose Unica dg 2,¢mg de Ciclofosfamida parz cada

i0@g de pesn do animal. O tratamento com 3 Ciclofosfamida ol

feito juntpo com o segundo tyratamento com Fluconazol, pevmitindo,
desta forma, que todos os animais fossem sacrificados 20 @mesmo
tempo

Foram analisadas 16¢ metafases por animal. Mo entanto, devido
a problemas técnicos, foram descartadas da amostragem, as laminas
de um animal tvratado com Ciclofosfamida. tissim sendo, foram
analisadas, no total, apenas 46¢ metafases para O gVupo controle

positivo.
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Como controle negativo, foram sacrificados S (cinco?}
animais, sem que tivessem sido submetidos a qualguer tipo de
tratamento. De cada animal do grupo contvole foram analisadas

i@ metdfases por animal, perfazendo um total de S5¢6¢ metafases

analisadas.

Desta forma, este tvrabalho representa o resultado obtido a=

andlise total de 2.408 metidfases analisadas.

T

A anilise foi feita por meio de teste ceao, com o objetivo de

g

se evitar tendencionidade de intevrpretagan.

[ . . .
a Tabelza n. i apvreEsentza O nUMEY o de c$lulas com abervracles

m

cromossémicas observadas em i66 células analisadas por animzal fa}

nGmero total de aberragles encontrado em 50¢ c&lulas de cada
concentrac%o de Fluconazol € do controle, e em 40¢ c€lulas do
arupo tratado com Ciclofosfamida.

A Tabels n° & apresenta a distribuic®o dos diferentes tipos
de aberracBes cromossOmicas observadas.

as aberracBes obsevrvadas nos animais tvratados com ul
Fluconazol foram apenas do tiro “gaps"”, <quebras e fragmentos,
enquanto ques os tvratados com Ciclofosfamida apresentavam além de

quebras ¢ fragmentos, rearranjos cromossémicos dos tipos:

“gaps’,
figuras trivadial quadri-radiais; translocago, cromossomos €M
anel, etc.

0s rearranjos cromossGmicos foram observados 2apeEnas em

~&lulas com mltiplas abervracBes cromossomicas € pov eate motivo

-~

n&o sXo descritos na Tabela 2.
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A analise estatistica foi feita por meio

17

do teste de HOLD

& Tabela 3 apresenta og dados utilizados no teste de GOLLD.

(i7h42? .

Tabela 3: namevro total de celulas de medula Ossea de  vatos
Wistar, tratados com Fluronazol (1,&; 1,9 = 2,6ma/i00g7,
Cicilofosfamida (8,0@mg/10%g) = controle, = o namevo de c&lulas com
aberrac®es sncontradas em cada tratamento.

FLUCONAZOL C.F. CONTROLE
i,e 1,5 g.¢ g2,¢
n se¢ See S56¢ 406 566
4 ¢ c4 ig 1¢4 1 1
tx = 3,327

*

0

Foram ndo significativas as diferengas entre

numero de metafases com abervasS=s

aumero de metafases analisadzas

de metdfases com aberracBes entvre:

Fluconazol 1,0mg
Fluconazol i,5mg

Fluconazol 2,omg

g controle.
e contvrole.

e contvole.

Foi significativa =2 diferenga enktvre
metafases com aberracBes induzidas pela
rontrole.

& Figura n. {1 mostra as porcentag

aberrasgbes cromossSmicas encontradas no controle

arupos de tratamentoc com Fluconazol (£,0; i,

(2,06mg/ieeg’ .

as proporcies

As proporgBes de

€ o

Ciclofosfamida

ens de células com

e diversos

nos

=
o

e 2,0mg/1@0g) e C.F.



aberracdes cromossdmicas (%)

Freqgiiéncia de células com

Figura 1:
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wn

-l||||I|1l’lll1v|!vll|‘11||llll

C Fz Fz Fz C.P. Concent co da g ci1imada (
ncentracéo da droga i g
1,0 1,5 2,0 2,0 S ga utilizada (7

C = Controle

Fz = Fluconazol
C.P. = Ciclofosfamida

Fregiiéncia (%) de células com aberracdes cromossomicas

observadas em medula 4ssea de ratos Wistar tratados com

Fluconazol (1,0; 1,5 e Z,Omg/IOOg) e Ciclofosfamida

(2,0mg/100g).
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DI SCUSSAOQO

Fara que um fTa&rmaco seja lansgado no mercado para uso puUblico
faz—se necessario a avaliag8o genot&xica do mesmo, tanto em ftestes
in vive como in vitro. |

0 Fluconazol, fungicida de uso recente, foi testado no
sistema de c®lulas de ratos Wistar, ip ¢ivo.

0s animais foram tratados intraperitonealmente, onde O
contato com a covrente sangiif nea € muito grande.

0s compostos s3o absorvidos pelo sistema porta, passando pelo

pA]

figado antes de alcangarem OS outvros ©rg¥os, garantindo assim

metabolizag%o hepitica do composton (KLASSEN e ROZHMAR, 1995, in

niaz, 1993:.
Fluronazol (1,@; 1,3; 2,emg/ /1649

1M

Foram utilizadas O doses d

de peso do animal) fazendo—se 2 aplicagBes, 48 h = 24 h antes do

sacrificio.
Se um composto estad sendo testado pela primeira vez deve~-se

usar um esquema de dois tratamentos a ¢ h = 24 k & colhey &

amostra 48 horas apdSs 0O primeiro tratamento. 0 efeito do

tratamento duplo, geralmente & aditivo (RABELLO-GAY, 1998}
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0 sarrificic dos animais para a coleta do material, ocorveu
24 h apGs o Qltimo tratamento, que & o tempo m&dio de duragdo de
um ciclo de divis¥o das c®lulas da medula Sssea (FACHECO DE
OLIVEIRA, 199e¢ in DIAZ, §953). Esse tempo ¢ importantes para
assegurar gque as células que estavam em Go durante o tratamento se
exponham 3o Fluconazol em todas as fases de seu ciclo de divisZo.
pe acordo com SAVAGE (i99¢} as 1es®es induzidas por um agente
podem ou ndo resulbtar em uma altersgdo vizivel, uma abervagSo qus
pode ser analisada (DIAL, 19937 .

0 achado de um aumento significante da frequencia de
aberrac®es cromossémicas no  estudo in vivg ¢ indicativo de
exposigio = uma substidncia clastogdnicas = de dano gendtico. A
auséncia desse aumento, entretanto, nZo significa que a substancia
em gquestZo nfo represente um vrisco para o homem. (NATARAJAN, {984
in RABELLO-GAY, 199@).

a4 maior porcentagem de abervasUes cromossémicas foi detectada
no grupo tratado com {,5mg de Fluconazol, seguido de uma queda na

porcentagem de aberracBes cromossOmicas NO gGrupo tyratado com 2,6mo

de Fluconazol.

Tal oueda deve-se, provavelmente 34 alta toxicidade da droga,
impedindo o processo de um AUMEYO maior de c®lulas afetadas =
permitindo » detecsdo de um aGmero maior de ¢élulas ndo afetadas.

&s aberracBes encontradas foram, principalmente, abervragbes
dosz tipos “gaps” 2 quebra de cromatide, o que indica que 2 droga &
ciclo dependente, agindo principalmente nas fases S, Gz e M, nEo
agindo em 0.

Além dos grupos de tratamento, foram incluidos no expevimento

os grupos controle negativo e positivo. EDLLER (if9?2} sugevre 2

inclus¥o de contvroles no zentido de avaliar se &as diferengas
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encontradas entre animais s¥p provenientes da heterogeneidade
genstica ou do efeifo do tratamento. 0O controle positivo serve
para confivmar a eficigncia do sistema ftests (PRESTON et 2al,
1987, in DIAZ, 1993}).

EDLLER, (i992) e PRESTON et zal ({987 considevam impovtante que,
como controle positivo, <eJja wtilizado um composto  que seJ3
clastogénico fraco, ou doses baixas de um clastogénico patente,
para permitiv 2 deteccEn dos compostos nZo clastogénicos ou
clastogénicos fracos (DIARZ, 19933

Como contvrole positivo usado nos experimentos com Fluconazol
foi utilizado =z Ciclofosfamida, injetando-se @2,0mg/i@eg p=so do
animal, por via i.p. em vatos Wistar. a freqiéncia de aberragbes
cromossemicas induzidas foi ) 31{,0%, cerca de & vezes a freqléncisz
da dose interm&dia do Fluconazol, 3 qual teve maior porcentagem de
aberracBes, 5% do total de c&lulas analizadas.

Em tvatamento de Hamster harménia doses relativamente baixas
de C.P. ({,0 - 5,6mg/10@g peso da animal}, leva a aberragbes
somente do tipo quebra de crom&étide & isocvomatide, enquanto que
altas doses (19-3@mg/i00g)} induzivam um amplo esp=ctro de dano
cromossomico (intercémbios, quebras cromatidicas s
isocromatidicas, abervaglies = "gaps”) (NERSESSIAN et al, 1992).

Ho nosso experimento com medula &ssea de vratos Wistar, foi
aobservado um= 3alta porcentagem de quebras cromatidicas £
jeocromatidicas, fragmentos, figuras trirradiais € guadrirvradiails,
andis, eftc.

DBados referentes 4 ag¥%o da C.F. na dose de £2,5mg/i@6g em
c&lulas de medula Ossea de 3 esp&cies de roedores mostram que 2
C.F. induziu aumento estatisticamente significativo de aberragbes

cromossCmicas 2, r&ilulas de medula ©Ossea de Hamster chines,



22

camundongos, ratos € porco da India, do que em c&lulas de medula
Gesea de Hamster harménia. Foi observado que a £.P., nesta dose,
induz 1i,5; 15,3; 8,9 € 5,8 vezes mais cflulas abervantes em
medula &ssea de ratns, porco da India, camundongos = Hamster
chin&s, respectivamente, do que em c&iulas de Hamster harmeniz.
Assim sendo, os dados observados no nosso experimento  com A
L. F. (indugZo de quebras, “gaps”, fragmentos, vrearvanjos, eto)

cstZn de acordo com os dados obtidos por NERSESSIAN =t al (1772} .
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