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RESUMO

0 Omeprazol & umnm agente guimioterédpico encontrado no
mercadao com o nome de Losec. & empregade no  tratamento da
Sindrome Zollinger-Ellison, dlcera duodenal. Ulcera gastrica e
gsofagite de refluxo.

Foi empregado o "Somatic Mutation and Recombination
Test" (SMART)., em Drosophila wmelanogaster, para verificar os
possiveis efeitos genotdxicos do Dheprazoln

Foram utilizadas duas linhagens de Drosophila
melanogaster: Flr3Z/TMZ, Ser (de baixa capacidade de ativac3o
metabdlica) e; ORR:F1rZ/TMZ, Ber (de alta capacidade de ativacgHo
metabdlical.

Nas concentraches de 0,23 1.0: 2.5 e 5.0 mg de
Omeprazol, foi verificado efeito negativo na linhagem de baiuas
capacidade de ativaco metabdlica; e efeito positiveo na linhagem
de alte capacidade de ativaglc metabdlica, para as concentracles
de 1,0; 2,5 e 5,0 mg.

Como controle positive foi usada a ciclofosfamida., na

concentraclo de 1 mM, a gual induziu efeite genotdxico em ambas

as linhagens.
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Os resultados obtidos com o Omeprazol indicam que o

mesmo & um promutageno e necessita da enzima citocromo F-4350
para ser ativado.

Estes resultados demonstram a sensibilidade e a

versatilidade do teste de manchas em asa de Drosophila para

avaliacdo da atividade genotoxica de promutéagenos e

procarcinégenos.
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SUMMARY

The Omeprazole is & chemotherapic agent Enown
commercially as Lossc, which i uwused in  ths treatment of
Zollinger—-Ellison Syndromes, duodenal uwlcer, gastric ualcer and

reflusx escphagitis.

The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in
Drosophiia melanogaster has been used to analyse the genotoxic
geffetcs of Omeprazole.

It was used *two different strains of Drosophila
melanogaster @ Flr3/TMI, Ser (standard cross) and ORR: Flr3/TMI,
Ser (high bicactivation crossl.

The dosss of 0,5%: 1,02 2,3 and 5.0 mg of Omeprazoles

tandard cross. A positive

i
]

nr

demonsztrated negative effect in the
effect was chserved in  the high bicactivation cross at  the

concentrations of 1,0: 2.9 and 5,0 mg.
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1. INTRODUCARO

Muitos compostos quimicos naturais e sintéticos, além
de agentes fisicos., podem induzir alteraches oeneticas
permanentes nas células dos organismos vivos. Estas alteractes
sdo denominadas mutaclbies e, por sua vez, os agentes indutores
das mesmas sdo denominados agentes mutagénicos.

Mutacdo & toda alterac¥o do material genético de uma
celula gue no resulta de segregacdo ou recombinac3o. Quando ndo
e letal para a propria célula. ela pode propagar—-se pelo corpo
em crescimento (mutacXo somatica) ou transmitir-se as geracgbes
seguintes (mutacdoc germinativa). Se ocorrer nectas segundas,
pode produzir doencas ou m& formaclBes futuras. Sobre as células
somaticas pode levar a um processo carcinegéniceo no proprio
individuo (Rabello-Gay et al., 1991).

A  toxicelogia genética tem—=se desenvolvido muito
rapidamente, pois e cada vezr maior o numero de agentes gquimicos
utilizados em terap€utica humana ou n3o. & sabido que muitas
shbstﬁncias quimicas foram condenadas como sendo altamente
toxicas, mas nenhum controle efetivo pode ser feito com relacdo
aoc seu emprego nas paises pabres e mesmo nos mais
industrializados.

0 termo mutagéo'foi empregado pela primeira ver por De

Vries. a0 estudar mudancas repentinas na hereditariedade de



Uencthera. Foi ele também o primeiro a sonhar com a induclc de
mutaclies diretas (Auerbach, 1974).

Morgan (1914) descreveu suas tentativas em produzirv
mutaclies em Drosophila, por meio de tratamentos com Alcool e
eter, porem n3o obteve sucesso. Com o mesmo intuito, Mann 1923
(em fuerbach, 1974 testou viriac subsztincias quimicas,
inclusive morfina, quinina e sais metalicos, .utilizando como
organismo teste a Dreosophila. Contudo também n3o obteve sucesso.

Miller (19275; foi o primeiro a estabelecer efeitocs
mutagénicos em raios X. Em seu trabalho "Transmutac3o Artificial
do Gene" descreveu a produc3o de moscas mutantes através do
tratamento de esperma de Drosophila com doses relativamente
elevadas de raios X.

Auerbach e Robszon rcitados por Rarthelmess (1970) foram
0s primeiros a estabelecer efeitos mutag@nicos de agentes
gquimicos, que tiveram resultados positivos em Drosophila com gas
mustarda. Motivo peleo gual tal substd@ncia tenba sido escolhida
foi a similaridade entre as lesBes produrzidas na pele por raios
¥ e as produzidas pelo gs mustarda (efeito radiomimético).

Estes resultados positivos obtidos por Miller, e
Auerbach e Robson levou a uma rapida expans3o no campo de
pesquisa relacionado & mutagénese fisica & guimica.

No entanto, o teste mais comum utilizado, por muitos
anos, em testes genotdxicos com Drosophila foi o teste para o
recessivo letal ligado ao sexe. Forém, este teste &
relativamente caro e demorado, especialmente porque as condicles
experimentais t€m de ser variadas para evitar resultados falso—
negativos. Além destas desvantagens, existem outras como o fato
de que, para mutag®nicos fracos ou n2do mutag®nicos, um grande
nimero de cromossomos precisa ser testado, e ainda este teste
leva., pelo menos, duas geracies para completar um experimento

(Mollete & Wargler, 1974). For estas razdes, testes genotéxicos
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somaticos foram  desenvolvidos, em Drozophila. Estes foram
baseados na identificaci3o de eventos genéticos induzidos na

divicdo mitdtica de células primordiais do disco imaginario em

desenvolvimento (recombinaco mitdtica, mutacHo génica e
delecties). Estes testes tém a vantagem que eles s3o mais répidos
e menos caros que os recessives letais (Frolich & Wargler,
1989).

1.1. Prosophila como organismo tecste:

A Drozophila tem sido usada em estudos hereditarios
desde 1920% comegando com T. H. Morgan e seus associados
(Strickberger, 1962). Tem um grande espectro de atividade

paz de ativar promutdagencos & procarcindgenocs, in

1]

metabdlica. C

Vivo.

A Droszophile ¢ idealmente escolhida para demonstraclo
prétice de fenomenos geneticos, POLS. apresenta marcadores
genéticos facilmente reconhecidos, um tempo de geraclo de apenas
10 dias e métodos de cultura simples.

£ um arganismc eucarioto pegueno, porem, grande
suficiente para se notar caracteristicas mutantes. 0 tamanho da
prole & grande. baixo nimero cromossomico e € 0 mals barato e

menos exigente de todos os organismos de laboratorio.

£ holometabdlico. o gqual se desenvolve por metamorfose
completa. Em uma temperatura otima de 25°C, tem a seguinte

seqlUEncia dos estagios:

Desenvolvimento embrionario 1 dia
12 estagio larwval 1 dia
20 estdaqgio larval 1 dia

8}

IO estégieo larval dias

Frepupa 4 horacs
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1.2. Teste para deteccao de mutaclies e
recombinacties somaticas em Drosophila

melanogaster:

0 teste para deteccdo de mutagdes e recombinacles
somidticas em D. melancgaster (Somatic mutation and recombinaton
test — SMART) foi descrito por Graf et al. (1984). & um teste de
deteccdo da atividade genotdxica de agentes quimicos em celulas
somaticazs. 0 método uwtiliza, para analise, as asas . da Do
melanogaster que t€m como vantagens:

- a preparacio permanente das asas. Desta forma, verificagles e
reconsideracles s2o sempre possivels com base no material
original.

~ & possibilidade de estocar as moscas tratadas em &alcool 704
para posterior montagem das asas.

S¥o usados dois marcadores de células das asas mwh
{multiple wing hair) e flr (flare). localizados no cromossomo n8
T Informacties detalhadas dos marcadores geneticos =¥ {al
erncontradas em Lindsley e Grell (1948). A mutaclo flare &
descrita por Garcia—-Bellide & Dapena (1974). £ utilizado um
cruzamentoc padr3o para producio de larvas trans—heterozigotas,
que utiliza as linhagens mwh e flr % /TMZ, Ser (Graf et ai.,
1984). A configuracio trans—heterozigota dos marcadores
genéticos mwh e flr permite a deteccidio de mutacles samaticas
{(nutac3o de genes, delectes, etc) e recombinaclies mitdticas.

Recombinacflies mitdticas que acorrem na regiso
compreendida entre o gene marcador proximal e o centrémero
conduzem & formacdo de manchas gfmeas (mwh e flr) nas asas das
moscas adultas, depois de um tratamento com um dado composto.

Manchas simples (mwh ou flr) podem ser consequéncia de

mutaclies somaticas ou recombinaclies mitdticas ocorridas na

regi¥o compreendida entre os dois marcadores. Dependendo do
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tempo de exposic3o ac composto, durante o desenvolvimento
larval, maiores ou menores manchas s3o produzidas (Figura 1).

AtivacHo da aco indireta de mutagénese e
carcinogénese ¢ primariamente efetuada pela enzima citocromo P-
450G, Em Drozophila, o sistema enzima citocromo F-4530 & induzido.
Consiste de varias formas de isoenzimas & tem a capacidade de
metabolizar uma variedade de substratos. Desta forma, em todas
as circunstincias, assemelham—se ao correspondente sistema dos
mamiferos, apesar de as atividades n3o serem tdo altas guanto
nestes.

Variacles genéticas substancisis na habilidade de
metabolizar substratos diferentes, t8m sido observadas entre as
linhagens de Drosophila e, recentemente Frilich e Wirgler (1989)
produziram uma linhagem teste adicional, na gual cromossomos 1 e
? da linhagem resistente ao DDT Oregon R (R) foram incorporados
nas linhagens padrdes mwh e flr3. Estas linhagens (mwh/0ORR e
flr3/0RRY constitutivamente produzem enzimas responsavels pela
bicativacdo e fornecem um aumento na sensibilidade & um grande
numero de promutd&genos.

0 cruzamentoc de alta biocativagdo como usado por
Frolich e Wargler apfesenta varias dificuldades:

1 - presenca de uma distribuigdo irregular no padrdo de pElos da
asa, tornando a classificacdo da mancha dificil.

2 - Uma indesejével alta variac¥o nos resultados de experimentos
repetidos.

I - A baixa produc3o de ovos de fémeas ORR/mwh.
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Graf et al. (19791 b) superaram estes problemas usando
o cruzamento de fEmeas ORR/Tlr3 com machos mwh (padr3o) ao inveés
de fémeas ORR mwh »x machos ORR flrZ usado originalmente. Os
determinantes genéticos responsaveis por esta distribuico
irregular no padr3o de p€los est3o localizados no cromossomo 2,
2 s3o. desta forma, ligados aces gens responsdveis pela alta
bicativacso. mas sHo  recessivos, considerando que a alta
bipativac3o apresentada na linhagem ORR/fl1r3 & dominante. 0Os
hibridos ORR/+: mwh+/+f1r3 exibem alta biocativacio, sem
irreqularidades no padri3c de distribuic3o dos pflos & fornece
mais resul tados reproduziveis que os hibridos ORR/0RR;
mwh+/flr3+,

0 wuwusc de linhagens gue carrega flr3 como fEmea

parental assegura & boa fertilidade.



1.3. OMEFRAZOL

E O primeiro de uma nova classe de drogas que inibem a
secrecdo gastrica através da alteracdo da atividade da bomba
H*/kK* — ATFase, 0 passo final comum na secrecdo adcida de células
parietais gastricas. Esta aclo farmacolégica, que inibe a etapa
final da formacdo de acido no estémago, proporciona uma inibic®o
efetiva tanto da secreclo Aacida-basal quanto da estimulada,
independentemente do estimulo. 0 inifioc da ac¥o & rapido e o
controle reversivel da secreg3o &cida é obtido com uma unica
administracdo diaria (12,

A descoberta do Omeprazol tem condurido a novas
introspeccdes dentro do mecanismo da secrecio gastrica:

- conhecimento da g@nece de certoz tumores gastrointestinais;
- desenvolvimento de novos tratamentos para doengas 4&cido-
peptidicas.

£ recomendado a pacientes com Ulcera duocdenal, dGlcera
gastrica, esofagite de refluxo e na Sindrome de Zollinger-

Ellison.

Secrecdo acido—gastrica, H+/K+-ATPase, e acloc

do Omeprazol

A sSecregdso do acido hidroclorido pelas celulas
parietais gastrica depende do funcionamento da bomba de pratons.
Esta bomba €& HY/K*-ATPase., uma enzima que usa a energia
resultante do metabolismo do ATF para maver protons através da

membrana em troca de ions potéssio.

(1) Inforsacdo retirada do folheto inforaative do Losec (Merrel/Lepetit)
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H*/k*-ATFase estd situada em vesiculas no citoplasma
da celula. Desde que as vesiculas n¥o contenham potéssic e as
membranas das vesiculas sejam impermedveis a ions potassio, a
bomba €& inativada. Com a ativac3o das células parietais, com
ezstimulo apropriado, como histamina, a HYE*-ATFase transloca
paira membrana plasmatica dos canaliculos das células parietais.
0 aspecto extra celular da H"/K*—ATFase &, deste modo. xposto
aos ions potdssio, como ha& uma aumento associado na
permeabilidade da membrana para o potéssio, as células s3o
capazes de secretar 4cido a um pH aproximadamente igual a 1,0.
Omeprazol tem demonstradeo em varias espécies que inibe a
secrecido acida através da inibic2o HY/K*—-ATPase.

Omeprazol & lipofilico, base fraca com aly]

i

2,
=

iE

aproximadamente igual a 4,0. & absorvido no intestino = cheg
celulas parietalis do estomago através dos vasos sanguineos. Num
pH aproximadamente igual a 7,0 Omeprazol n3o ¢ carrregade e pode
atravessar membranas celulares. Forém., nos canaliculos
zecretores de ceélulas parietais gdstricas étivamente secretoras,
onde a droga & exposta a um pH menor gue 2.0, Omeprazol. torna-—
se protonado. Omeprazel, por si sé & inativo, porém, sob
condiglies Acidas ¢ convertido para a forma ativa, a sulfenamida,
que reage covalentemente com grupos sulfidril de residuocs da
cisteina na superficie extracelular da subunidade H* /K -ATFase
e inibe a ativacdo da enzima. [ retorno da secregdo Aacids
depois da administrac3o do omeprazol certamente requer a sintese

de nova proteina HY/KT-ATFase.

Metabolismo

Dois metabdlitos do Omeprazcl encontrados no plasma
sdo, 0 derivado sulfonado e o hidroxiomeprazol. Nenhum inibe &
secrecio acido gastrica e ambos s%o metabolizados antes de serem

excretados. B0Y dos metabdlitos =20 eucretados na urina e os
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outros 20% excretados nas  fezes ceppic d 2eCrecEo biliar.
Devido ao fato de o Omeprazol ser metabolizado pelo citocromo P-

450 do sistema hepdtico, interacBes com outras drogas deven

ocorrer (Maton, 1991).

Doses empregadas na terapfutica em humanos:

Omeprazol (20 mg) - inibe a secrec3o Acida em 6% das
pacientes,depois de 4 - & horas:; e em 295% dos pacientes, depois
de 24 horas. Com dosec subseqlientes a'inibigaa aumenta chegando
a um platd depois de 4 doses.

Esta inibig¥o (%) varia de pessoa para pessoa.

Estudos realizados com Dmeprazcl:

Diverzos experimentos com a droga véEm sendo realizados
cam diferentes organismos testes (Ekman et al., 1985).

Em ratos, apés um més de aplicacXe intravenosa,
nenhuma descoberta clinica, hematoldgica, quimica-clinica ou
patoldgica pode ser observada (Ekman et al., 1985).

Estudos realizados em cachorros por meio de
administrac3o oral demonstraram gque nenhuma descoberta clinica
ou quimico-clinica pode ser relatada nas observaclies de 3 a 17
meses. As mudangas patoldgicas foram a nivel de mucosa gastrica,
restrita as areas Aacido-secretoras. Em I meses de estudo, a
tnica mudanca morfolégica foi atrofia moderada das células
parietais, gue pode ser reversivel. As mudancas gastricas foram,
hipertrofia da membrana rugosa e hiperplasia da mucosa. Mudancas
comparaveis com as observadas em pacientes com sindrome de
Zollinger—-Ellison (Rotterdam,., 1981 em Ekman et al., 1985;.

Atravéc de estudos oncogénicos com camundongos
observou-se uma queda significante na scbrevivéncia em machos

tratados com 400 pumol/kKg/dia (Ekman et al., 1985).
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Estudos rna FEprogucHEo: rienhum sinal de efeito
embrioctdxico, teratogénico e fetotdmico, relatadoe para o
tratamento com o composto, pode ser detectado em ratos (Ekman et
al.., 1985).

Em coelhos foi verificado um aumento da perda fetal,
apos  tratamentos com doses elevadas de Omeprazol, devido a
tosicidade materna, manifestada como anarexia (Fryklund,
personal communication em Ekman et al., 1985).

Resultados obtidos em estudos mutagénicos, em teste de
Ames, cultura de células de mamifercs e micronuclecs em ratos,
indicam que Omeprazol n3do demonstra nenhum potencial mutagfnico

(Ekman et al.. 1985).

1.4. Ciclofosfamida

A Ciclofosfamida (Z-(bis(Z2-cloroetil )amino)tetra-
hidro—-2-h 1,Z,2-oxazafosforino 2 dGxidoj & uma substSncia
derivade do agente alguilante mustarda nitrogenada, primeira
zsubstancia conhecida gue indusz rearranjos cromossémicos e
mutaclies em células germinativas de animais experimentais, o que
trouxe preocupagles quantoc & sua mutagenicidade, que foi
confirmado por inGmercs trabalhos (Ramos Ir, 1974; Michaelis e
Riesger, 19461; Spand, 1981).

A mustarda nitrogenada n3c pode ser aplicada com
sucesso na terapfutica contra © cSncer humano, devido aos
efeitos tédxicos colaterais e agdo inespecifica sobre os tecidos
no-afetados (Hendry e Cols, 1951). Desta forma, foi feita uma
combinac3o deste composto com o acido fosférico, numa
configurac®o molecular tal que o composto derivado fosse inativo

in vitro, representando uma forma de transporte gque fosse

ativado dentro do corpo. Esta ativacdo dar-se-ia por meio de
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enzimas especificas presentes, as gquails liberariam a parte da
molécula cistostdtica ativa (Mohn e Ellemberger, 1976).

A Ciclofosfamida & um composto com estas propriedades,
que fol sintetizada Jjuntamente com um nimero de derivados N-—
fosforilados.

A Ciclofosfamida necesesita cer metabolizada por
enzimas microssomais do figado, para produzir produtos
alguilantes bifuncionais que apresentam efeitos citostaticos.
Estes produtos sHO résponséveis também pelos efeitos
clastogfnicos que a droga apresenta sobre os cromossomos.

A teoria da metabolizacico da Ciclofosfamida, por
oxidases de fung3do mista dp figado, foi postulada pela primeira
vez por Druckrey e Cols, 1963 (em Spand. 1981).

A Ciclofosfamida e primeiro oxidada pela enzima
micraésomal citocromo F-430, na presenca de NADFH e oxig€nio
molecular, para 4—-hidroxiciclofosfamida (2(bis(2-
cloroetil)amino)4—hidroxi—tetrahidro-4H-1,3,2 oxazafosforino—-2-
Gxido). Este produto inicial equilibra-se com seu tautémero
aciclico, Aldofosfamida {(2-formil etil N,N-bis(2-
cloroetil)fosforodiamidato) (Sladek, 1973; em Spant, 1981). A
producdo da Aldofosfamida, além de ser catalizada pela fraco
microssomal do figado, requer Trifosfopiridina nucleotideo
reduzido(TFNH) e oxig€nio, sendo inibida por CO=. A
aldofosfamida & muito téxica, a julgar pela inibic3o da formaco
de clones de células epidermdides e carcinomas humanos e pela
toxicidade que produz em células leucémicas Lizio (Hill e Cols,
1972; em Spand, 1981). A aldofosfamida ¢ convertida em
carboxifosfamida (2 carboxietil NyN-bis(Z-cloretil), por uma
aldeido oxidase soluavel, e esta convertida em 4~
cetociclofosfamida. Estes dois metabdlitos, carboxifosfamida e
4—-cetociclofosfamida, saq relativamente n3o-toxicos (Bakke e

Cols, 1971: em Spand,. 1981) (Figura 2).
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2. MATERIAL E M£TODOS

2.1. OMEPRAZOL

E um agente quimioterdpico conhecido com © nome
comercial de "Losec" (Merrel Lepetit).

Indicado no tratamento de tlcera duodenal. dlcersa
gastrica, esofagite de refluxc e Sindrome de Zollinger—Ellison.

Apresenta—-se na forma de capsula, cada gual contendo
20 mg de droga.

A droga, em geral, ¢ bem tolerada. No decorrer do
tratamento foram relatados casos de cefaléia, obstipaco,
fragueza, vertigem e "rash" cutdneo. Efeitos transitorios e de
natureza leve (23,

A posologia indicada em casos de tlcera duodenal & de
20 mg/dia, via oral, gue proporciona alivio rapido dos sintomas.
Em 75% dos pacientes obtém—se cicatrizaciio apés Z semanas de
tratamento. Caso n3o haja cicatrizaciio neste tempo, recomenda-se
prolongamento de mais 2 semanas (95% ficam cicatrizados)<<=>,

Nas pacientes com Ulcera gastrica ou esofagite de
refluxo a dose diaria também & de 20 mg/via oral. No prazoc de 4
semanas, se ndo houver cicatrizacdo prolonga-se por mais 4

semanas ‘2?2,
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recomenda-se a dose didria de 40 mg. E, por fim, na =indrcome de
Zollinger-Ellison recomenda-se &0 mg diariamente<=?,

Nao #iste experi@ncia com o© uso de Losec em
criancas (=),

0 Omeprazol é& inspluvel em agua. Usou-se como solvente

uma soluc3o de 1% tween: 3% etanol.

2.2 DProsophila melanogaster como sistema—-teste

Obtenclo das larvas trans—heterozigoias para mwh e
fir

LLarvas trans-heterozigoras mwh +/+flr foram obtidas do
Cruzamento entre &= linhagens mwh e flr. fAs larvas trans-
heterozigotas <onstituem metade da progé&nie larval, & a outra
metade consiste de mwh/THME heterozigota. 0 cruzamento com TMS &
necesca&rio para balancear o gene Tlr na segunda linhagem
parental. porgue flr em homozigose & letal. Contudo, células d=s
a5& gue possuem o fendtipo flr em mosaico, s3Ho vidveis. O= dois
tipos de larvas foram obtidos. porém n3oc s3o distiguiveis. Apds
& metamorfose podem ser diztinguidas pela coloraci3o, onde
mwh+/+flr possui coloragic selvagem & mwh/TM3 possui coloracl3o
do corpo amarela.

A Figura I apresenta um esqguema de “SMART".

Colecl¥o das femeas

Selecionou—-se culturas,  de preferéncia., com 9-10 dias
de idade. com pupas marrons, prontas para eclodir. Removeu-se
todas as moscas adultas, sendo que nenhuma femea ou macho tenha
ficado no frasco. As moscas foram coletadas nas proximas &
horas. No final deste periodo as moscas foram anestesiadas., com

auxilio de uma lupa, separadas as fémesas de machos,
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cuidadosamente, com um pincel macic. de acordo com os seguintes
criterios:

1) Fente sexual

0 machos possuem um tufo de p€los no segmento

n

proximal do tarsc. J& as fEmeas n3¥o possuem. £ a caracterictica

mals seguira para diferenciar os sevns.

]

e

23 Abdamen

= Machos: Nos machos a parte posterior do abdémen
apresenta-se preta, porque os Gltimos segmentos s2c extremamente
pigmentados e formam uma regilo escura tnica. A terminacio
abdominal & arredondada.

« FEmeas: Nas fémeas a coloracio escura & apenas na
extremidade posterior de cada seamento e vista tanto dorsalmente
quanto lateralmente.

O abdomen possui & parte terminal afilada
{ovopositor).

fis virgens foram colocadas em um meio fresco, até =a
maturidade sexual e a oogEnese estimulada pele meic rico em

proteina. A idade otima de uso das fEmeas & de -5 dias.

mwh Cross

e
Q = Tea—— g X d RELrYIIsYLIL @

mwh inversions
/ \ (T or TMRD)

Egglembryc?o O\
V=1/71101040/8 V=127/117007/8

/ Exposure of larvae \

BB

2 Types of flies
lor wing analysis
mwh mwh
ot r—————c—— wA g

TR E———— S—— SXFrX Errerzrrerl)
fir Inversions
{TM1t or TM3)

fir

inversion-free,
marker heterozygous  Inversion heterozygous,
{for mwh and fir heterozygous for mwh

Figura 3. Esguema do "somatic mutation and recombination test",

de acordo com Frei e Wirgler (1992).

¢Z> Dados retirados do folheto de apresentacso da droga pela
Merrel Lepetit.
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Colecdo dos machos

0s machos foram coletados em qualquer hora; geralmente
isolados de 1 a 2 dias e bem alimentados.

Meio de cultura

0 meioc de cultura usado para manutenc¥o dos estogues

de mosc consiste de:

m
n

— BZ0 ml de 4gua.
- 11 g de Agar
- 156 g de banana
253 g de fermento
- 11 ml de nipagin
Modo de preparar:
Dissolveu—-se n agar  em aproximadamente metade do
volume de Agua necesséario Rara a preparacio do meio de cultura.
Colocou-se a banana no resto da &gua e bateu-se em
liguidificador.
Colocou~se a agua com agar no foogo ate ferver, mexendo
sempre para ndo empelotar.
Adicionou-se a &gua com banana e o fermento até ferver
novamente. Desligou-se o fogo e acrescentou-se o ripagin.
C meioc de cultura preparado foi, ent3o, dividido em
aliguotas de 50 ml, em frascos de 1/4 de litro, fechados com

tamplies de gaze.

Os frascos foram mantidos a 25°C e a 60% de umidade.

Colecdo de larvas

Foi usade uma base de &gar sélida feita de 35Y 4&gar-
agar em 4&gua Tfervente, coberta completamente com uma camada de
aprodimadamente S mm de uma pasta densa de fermento fresco com
um pouco de acucar. Apds a secagem do fermento colocou-se as

mOSCas para ovoposicdo.
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Tratamento

Cruzamento e linhagens mutantes

1. Standard cross (ST)

Femeas virgens flrZ/TMZ, Ser x machos mwh.

2. Improved high biocactivation cross (ORR)

FEmeas virgencs ORR: FlrZ/TMZ, Ser x» machos mwh.

A coleta de ovos foi feita num periodo de 8 horas. As
larvas com 72 * 4 horas de idade foram lavadas com agua
corrente, pare a retirada do fermento., e coletadas com auxilio
de uma peneira de malha fina.

[AY=3 larvas foram colocada

n

=m tubos de vidirg
(aproximadamente 50 a 100 larvas foram usadas por tubo, evitando
sempre & superpopulac¥o) contendo 1,5 a de meio de cultura
instantineo (Férmula 4-24~Instant Drosophila Medium Carolina

Biclogical Supply Company) + 5 ml de agua; solvente e diferentes

concentraclies do agente a ser testado de acordo com o protocolo:

Frasco (n@;) Tratamento
1 agua destilada (controle)
2 solucHo 1% tween + 3% etanol

(controle-solvente)
1.0 mM ciclofosfamida (controle
positive

L

4 0,3 mg Omepracol
a 1,0 mg Omeprazol
2,59 mg Omeprazol

wd o

9,0 mg Omeprazol

FPreparacdo das asas

As asas foram embebidas em sclucidio de Faure (goma
arabica 30 g, 20 ml glicercl, 50 g hidrato de cloro, 30 ml de
Adgua). As asas foram primeiramente separadas do corpo e depois
distendidas em l3minas limpas e secas.

Estas foram mantidas em placa aguecida a 40°C, por
pelc menos 24 horas, para que as asas grudassem firmemente A&

l&mina. Depois foram colocadas poucas gotas de solug3o de Faure
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em uma lamanula e esta colocada sobre a la&mina. fApds este
procedimento colocou—se pequenos cubos de metsl, pesando
aproximadamente 2530 g. sobre a 1l13mina e este conjunto foi

mantido sobre placa aguecida a 40°C para secar.

Analise microscépica dac acac

Az asas foram analisadas em microscépio dptico em
aumento de 40,

Durarite a analise microscopica das asas, a posiclo da
mancha foli anotada de acorde com o setor da asa. 0 tamanho da
mancha reconhecido, isto &, o ntmerc de células afetadas, bem
como os tipos simples mwh, ou flr ou mancha gEmea (muwh/flr).

0 tamanho de cada mancha foi determinado através da
contagem do numero de células que expressam o fendtipo mutante.

No trabalho de rotina somente foram classificadas como
verdadeiras manchas mwh, aquelas em que as células da asa
mostram trEs ou mais p€los., aoc invés de um sé, como nos tipos
selvagens. De gualguer modo, freguentemente uma Gnica ceéluls foi
encontrada com dois pElos de taﬁanho mais ou menos iguais. Estas
falsas manchas n3¥o s3o incluidas na contagem.

As vezes, as manchas foram divididas em 2 ou mais
grupos de celulas de diferentes tamanhos aoc longo da asa. Estas
machas isoladas podem ectar separadas por uma ou mais fileiras
de celulas normais. Ouando separadas por apenas duas fileiras de
c&lulas normais, fol considerada como uma =& mancha.

0 mutante mwh produz células com dois ou mais p€los,
zendoc a maioria de tamanho reduzido.

0 mutante flr produz pflos deformados (mal formados).
£ bastante variada a forma que flr apresenta—-se mas s3o sempre

facilmente distinguiveis do tipo selvagem.



- o

Foram analicsadas Z0 asas de cada tratamentc, num total
de 140 asas para o cruzamento padrdoc e 140 asas para o

cruzamento de alta capacidade de bioativac3o.

AnAlise Estatistica

Teste do %® para proporcdo (Frei o Wirgler, 1983

Avaliac¥Ho de resultados positivos
Teste contra a hipdtese nula(He)
Ho: n3Aoc h& diferenca entre o controle e o grupo

tratado.

Em um experimento com Ne moscas n3c tratadas no arupo
controle 2 Ne moscas tratadas no girupo de tratamentos, testamos
contra a hipdtese nula He na qual a frequéncia de manchas nas
asas do grupo experimental n3o estd aumentada com relagcdo ao
grupo controle. A expectativa de X< manchas nas moscas controle
& de Xe manchas nas moscas tratadas @ proporcional ao numero de
moscas de cada grupo.

Assim sendo, temos:

Ne = pG = n2 de moscas do grupo controle.

Ne = gb = n8@ de moscas do grupe tratado.

(p + g) G = n2 total de moscas.

p = n8 de moscas do grupo controle/n2 total de
moscas.

a = nP de moscas do grupo tratado/n2 total de
moscas.

X = n8 de manchas observadas.

X< = n@ de manchas observadas no controle.

X« = n2 de manchas observadas no tratado.

T = ne total de manchas observadas (controle +

tratado).



EX = n8 de manchas s=peradas.
pT = N2 de manchas esperado no controle.

aT = nf de manchas esperado no tratado.

{(p+ g)T = n2 total de hanchas esperadas (controle +

tratado).

T . entao.

[Xs — E (X412

3‘:1 E (X.i.)

T

e
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3. RESULTADOS

Foram utilizados., neste ‘experimento, fémeas virgens
das linhagens standard (flr3/TMZ, Ser) & de alta capacidade de
ativacgioc metabdlica (DRR  : flr3/TMzE, Ser): que foram Cruzadas
com machos da linhagem mwh.

Do cruzamento entre as linhagens mwh e flr3/TMZ, Ser,
metade da progénie larval & trans-heterorigota (mwh+/+f1r3), na
qual pode-se detectar mutacies, delectes, recombinacles génicas
e ndo-disjunches Cromossémicas; & a outra metade consiste de
mwh/TMZ, Ser, heteruzigota, na gual ¢ possivel detectar apenas
mutacties e delectes.

Larvas de ambas as linhagens foram tratadas com as
diferentes concentracties de Omeprazol: 0,3: 1,0; 2,5 e 9.0 mg
dissolvidas no solvente (1% tween + 3% etanol). Foram realirzados
comz controles, um grupo sem tratamento(égua) e um tratado
apenas com solvente. Coma controle positivo foi utilizado &
Ciclofosfamida (1 mM). Foram analisados fpenas os descendentes
trans—heterozigatos mwh+/+f1r,

A Tabela 1 apresenta  o©os resyltados obtidos e o
diagndstico estatistice da linhagem standard.

A Tabela =2 apresenta os resultados obtidos e o
diagndstico estatistico da linhagem de alts Capacidade de

bicativac&o.
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Fara ambas as linhagens., a andlise estatistica foi
realizada comparando-se as proporcdes de mutacles observadaz nos
tratados com o Omeprazol em relac3o as observadas nos grupos
tratados com solvente, e comparando-se as proporces observadas
nos tratedos com Ciclofosfamida em relac3ioc aos grupos tratados
COm AQUS.

A Tabela I apresenta os valores do teste do ux= pra
proporcies, de acordo com Frei e Wirgler, (1988), calcula%ps
para as diferentes concentraclies de Omeprazol e Ciclofosfamida
da linhagem standard.

=

A Tabela 4 apresenta os valores do teste do u para
proporciies, calculadas para as diferentes concentraclies do
Omeprazol e Ciclofosfamida da linhagem de alta capacidade de
bioativacao.

A Figura 4 apresenta a distribuic3o do tamanho de
manchas simples e gémeas ohservadas na linhagem standard,
tratada com 1 mM de Ciclofosfamida.

A Figura 3§ apresenta a distribuicd3c do tamanho de
manchas simples e gémeas observadas na linhagem de alta
capacidade de biocativacdoc. tratada com 1 mM de Ciclofosfamida.

A Figura & apresenta a distribuic¥o do tamanho de
manchas simples e g&meas observadas na linhagem de alta
capacidade de bioativacd3o,., tratada com 1,0 mg de Omeprazol.

A Figura 7 apresenta a distribuicdoc do tamanhoc de
manchas simples observadas na linhagem de alta capacidade de
ativacdo metabdlica, tratada com 2,5 mg e Omeprazol.

A Figura &8 apresenta a distribuigéo do tamanho de
manchas simples observadas na linhagem de alta capacidade de

ativacdo metabdlica, tratada com 5,0 mg e Omeprazol.
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Tabela 1. Frequéncia de manchas observadas
marcadores trans heterozigotos
Drosophila melanogaster da 1linhagem flr3/TM3, Ser

(48 hs de tratamento)

Omeprazol & com

tratadas no periodo de larva
com diferentes concentracbes
Ciclofosfamida.

de

descendentes
(mwh/flr3)

Tratamentao Marcador heterorigoto
n asas ng mancha freg
Controles
dqua 20 5 0,25
Solvente
(1% Tween + I% etancl 20 4 0,20
Ciclofosfamida
(1.0 mM) 20 8 1,40
Omeprazol
0,3 mg/5ml solvente 20 2 0,10
1.9 mg/5ml solvente 20 4 0,20
2.5 mg/Sml solvente 20 (9] Q.00
5.0 mg/Bml scolvente 20 & () 30

t Diagnéstico estatistico de acordo cos Frei, Wirgler (1988)
- = negativo; + = positivo
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Tabela 2. Frequéncia de
marcadores

Drozsophila

Ser tratadas
tratamento)
Omeprazol & com

manchas observadas nos descendentes

trans-heterozigotos {(mwh/f1lr3)

com

.

de

melanogaster da linhagem ORR, flrZ/THMZ=,

no pericdo de larva (48 hs de

diferentes concentracies
Ciclofosfamida.

de

Tratamento Marcador heterozigoto
rnf asas ng manchas freq X
Controles
Agua 20 7 0,35
Solvente
(1% Tween + 3% etanol 20 1 0,05 -
Ciclofosfamida
(1.0 mM) 20 is 0,95 +
Omeprazol
0.5 mg/5ml solvente 20 = 0,135 -
1.0 mg/5ml solvente 20 7 0,325 +
2,3 mg/5ml solvente 20 6 0,30 +
2.0 mg/5ml solvente 20 11 Q0,00 +

! Diagnéstice estatistico de acordo cos Frei, Wirgler {1988}.
- = negativo; + = positivo



Tabela 3. Diagnédstico estatistico € valores de %= obtidos nos

tratamentos com a linhagem "standard".

Tratamento HE para Diagnéstico
) proporcties Estatistico
Ciclofosfamida = = 16,03 reigita Ho +
Omeprazol
0,5 HE = 0,566 aceita Ho -
1.0 HE = O.00 ateita Ho -
2.5 H= = 0,00 aceita Ho -
3,0 H=2 = 0,40 aceits Ho -

B

Ho = n¥o he diferenca entre o controle e o grupo tratade
of= 0,05 ¥2= 2,706 g.1. =1

Tabela 4. Diagndstico estatisticeo e valores de %= obtidos nos
tratamentos com = linhagem de alta capacidade de
ativag3o metabdlica.

Tratamento H= para Diagndéstico
proporclies Estatistico
Ciclofosfamida ®= = 5,352 rejeita Ho +
Omepirrazol
0,5 = = 1,00 aceita Ho -
1.0 ®= = 4,50 rejeita Ho +
2,9 H= = D,.42 rejeita Ho +
[.0 = = 8,30 rejeita Hoe +

Ho = ndo ha diferenca entre o controle e o grupo tratado
ac= 0,00 x2=2,706 g.l.=1
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4. DISCUSSAD

Quando um composto estid sendo cogitado para ser
lancado no mercado para uso pablico, faz—-se necessarioc a
avaliac¥io de seus efeitos genctoxicos (efeitos carcinog€nicos,
teratogénicos, mutag®nicos, etc).

Nenhum sinal de efeito embriotdxico, teratog€nico e
fetotéduico foi detectado em ratos tratados com Omeprazol (Ekman
et al., 1985),

Noe entanto, em coelhos foi verificado um aumento da
perda fetal apéds tratamentos com doses elevadas de Omeprazol,
devido a toxicidade materna, manifestads como anorexia
(Fryklund, personal communication, em Ekman et al., 1985).

Atraves de estudos oncogénicos com camundongos
observou-se uma queda significante na sobrevivéncia em machos
tratados com 400 umol/kg/dia.

Resultados obtidos em estudos mutagénicos, em teste de
Ames, cultura de células de mamiferos e microntcleos em ratos,
indicam que Omeprazol n3o demonstra nenhum potencial mutagenico
(Ekman et al., 1985).

Devido ao fato de os dados relatives aos efeitos
genotdxicos do Omeprazol encontrados na literatura serem muito
escassos, decidimos verificar seus possiveis efeitos genotdéyicos

utilizando como sistema teste a Drosophila melanogaster.



e
ot

]

0

Foi empregad o Somatic Mutation and Recombination
Test" (SMART) desenvolvido por Graf et al., 1984,

Com o objetivo de verificar a necessidade ou n3o de
metabolizacdo da droga para a induc3o de efeitos genotdxicos,
foram utilizados duas linhagens: 1 - “standard" Flr3I/TMT Ser,
com baiva capacidade de ativac3o metabdlica; 2 - ORR: Flr3/TMS
Ser, com alta capacidade de ativacio metabdlica.

Larvas de 72 % 4 hs (38 est&gio) foram transferidas
para frascos contendo meio de cultura instant3nec (Féarmula 4-724-
Instant Drosophila Medium Carolina Biological Supply Company)
acrescido de diferentes concentracgtes de Omeprazol (0,3:; 1,0:
2,9 e 3,0 mg) onde permaneceram por um pericdo de 48 hs. Apds
tal periodo. as larvas deixam o meio de cultura & se insialam
nas paredes dos frascos para a pupac3o. Fortanto, considera-se o©
tempo de tratamento aquele em -ue permanecem no meio de cultura
mais droga (48 hs).

Além dos grupos de tratamento, foram incluidos no
experimento os grupos controles negativo e positivo. 0 controle
nositivo @ necessario para confirmar a efici®ncia do sistema
teste utilizado (Eddler, 19925.

0 controle positivo wsado foi 1mM de Ciclofosfamida,
que, caonfirmandoc o esperado, apresentou resultados positivos.
Verificou-se que mesmo & linhagem com baixa capacidade de
ativacdo, & capaz o suficiente de metabolizar = Ciclofoz=famida e
apresentar resultado positivo. A menor frequéEncia de manchas
observadas na linhagem ORR ¢ devido a tosxicidade da droga. o que
esta de acordo com Spand, 19813 Rieger, 19613; Ramos Jr.., 1974,

A frequéncia de manchas observadas nas diferentes
concentracties de Omeprazol, na linhagem ORR, foi maior gue na
linhagem standard, o gue indica a necessidade do Omeprazol ser

metabolirado a metabdlitos ativeos para que possa produszir seus

efeitos genotdxicos.
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De acordo com Maton (199215, O Omeprazol =
extensivamente metabolirado pelas enzimas hepaticas citocromo F—
450,

A linhagem ORR: flrZ%/TMZ, Ser & rica em enzimas F—-450,
0 que lhe confere a alta capacidade de ativacio metabdlica, o
que explica a maior induc¥o de manchas na linhagem ORR, quando
comparada com a observada na linhagem standard.

Também foi possivel verificar que com o aumento da
concentracio, aumiéntou o numero e o tamanho das manchas, apesar
de n3do ser proporcional ao aumento da concentracdo.

Enquanto larvas, n3o ¢ possivel distinguir—-se larvas
trans—heterczigotas (mwh+/+f1r3) de larvas heterorigotas
(mwh/TMZ, Ser). Desta forma todas as larvas foram tratadas. Apts
a metamorfose s3o distinguiveis pela borda da asa serrilhada em
mwh/TMZ  Ser e lisa em mwh+/+f1r3. Devido ao fato de os
descendentes mwh/TM3, Ser apresentarem inversXo cromossSmica que
impede a recombinaclo geEnica, tais descendentes n3oc s3o
analisados no teste de detecclo de mutac¥o e recombinacio
somatica (8SMART). a menos que se queira determinar qgual foi a
freguéncia de mutaco induzida pela droga teste, separada da
frequencia relacicnada & recombinacdo.

Muitos trabalhos (Spans, 199Z; Graf et al. 1992; etc)
tem demonstrado que a maioria dos agentes gquimicos induzem
manchas simples e g@meas em asas de Drosophila wmelanogaster
devido a processos de recombinacdo gfnica e que a minoria dessas
manchas & devida a processo mutacional.

Assim sendo. procedeu-se apenas a andlise das asas de
moscas trans-—heterozigotas, uma ver que & frequéncia de manchas
obtidas, embora estatisticamente significativa na linhagem ORR,
€ muito baixa guando comparada com a frequéncia observada no

controle.
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9. CONCLUSDES

Com apoio nos resultados de %2 para proporcdes podemos
concluir que o Omeprazol, nas concentracles de 0,5 1.0; 2.5 e
2,0 mg, n¥oc €& genotdxico para Drésaphila melanogaster de
linhagem com baixa capacidade de ativac3o metabdlica (linhagem
F1rZ/TMZ, Ser), mas & genotdéuico para Drosophila melanogaster de
linhagem de alta capacidade de ativacdo metabdlica (linhagem‘DRR
r FlrZ/TMZ, Ser).

Fodemos ainda concluir gue o Omeprazol necessita ser
metabolizado & metabdlitos ativos para que possa exercer seus
efeitos genotdxicos. A linhagem de alta capacidade de ativacéo
metabolica & mais eficiente para deteccXo de efeitos genotdxicos
do Omeprazol pelo fato de ser rica em enzimas citocromo F—-430,
necessarias para o metabolismo deste composto.

0 sicstema teste utilirado & eficiente na deteccdo dos
efeitos genotédéxicos induzidos, © que pode ser observado nos

tratados com Ciclofosfamida, assim como nos tratades com

Omeprazael na linhagem de alta capacidade de ativacdo metabdlica.
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