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RESUMO

SANTOS, Paula Andréia de Souza Rodrigues, M.Sc. Universidade Estadual de
Maringa, dezembro de 2011. Genotoxicidade do antiparasitario dipropionato de
imidocarb (imizol®) em células de Aspergillus nidulans. Orientadora: Prof2. Dr2.
Marialba Avezum Alves de Castro-Prado. Professoras Conselheiras: Prof?. Dr?.
Claudete Aparecida Mangolin e Prof. Dr?. Sandra Aparecida de Oliveira Collet.

O dipropionato de imidocarb (IMD) é um inibidor da sintese de acidos nucléicos,
amplamente utilizado no tratamento e controle da babesiose. Estudos realizados
com bovinos, suinos e ovinos tratados com IMD revelaram a persisténcia de altas
quantidades deste babesicida no corpo destes animais. Considerando-se que
inibidores da sintese de DNA podem ter efeitos recombinagénicos e que o processo
de recombinagdo mitética tem participagédo na carcinogénese, o presente estudo
teve como objetivo investigar o potencial genotéxico do IMD, por meio de seu efeito
sobre o crossing-over mitético, em células diploides de Aspergillus nidulans. A
linhagem heterozigota UT448//A757 de A. nidulans e o ensaio de homozigotizagao
foram utilizados para atingir os objetivos propostos. O efeito recombinagénico do
IMD pode ser observado em concentragdes nao-citotoxicas de 2,5 uyM, 5,0 uM e 10,0
MM, por meio dos indices de homozigotizagdo, calculados para diferentes
marcadores nutricionais, e pela origem de um dipléide recombinante, homozigoto
para marcadores dos cromossomos | e Il de A. nidulans. O potencial
recombinagénico do IMD pode estar associado ao reparo recombinagénico de
lesdes no DNA, induzidas por este babesicida. Inibidores da sintese de DNA, tal
como o IMD, induzem quebras no DNA e atuam como promotores no processo de
carcinogénese. Considerando-se que a recombinagcdo mitética pode originar clones
de células homozigotas para alelos deletérios, os resultados do presente estudo
destacam a necessidade de novas investigagdes acerca do potencial genotoxico
deste composto, ndo somente pela associagdo entre os processos de recombinacao
homodloga e tumorigénese, mas também pela persistente retencdo do IMD no leite e

em tecidos comestiveis de animais.

Palavras-chave: Aspergillus nidulans, indice de homozigotizagdo, genotoxicidade,

babesiose, inibidores da sintese de DNA.



ABSTRACT

SANTOS, Paula Andréia de Souza Rodrigues, M.Sc. Universidade Estadual de
Maringa, december, 2011. Genotoxicity of the antiparasitic imidocarb
dipropionate (imizol®) in cells of Aspergillus nidulans. Adviser: Marialba Avezum
Alves de Castro-Prado. Commitee Members: Claudete Aparecida Mangolin and
Sandra Aparecida de Oliveira Collet.

Imidocarb dipropionate (IMD) is a chemotherapeutic agent prescribed for the
treatment and control of babesiosis and it has been described as a nucleic acid
synthesis inhibitor. Although it is an effective babesicide, previous studies have
reported that IMD residues are retained in high and persistent amount in animal
edible tissues of cattle, swine and sheep. Since the carcinogenic potential of a
chemical compound may be assessed through its effect on the homologous
recombination, this study aims to investigate whether the IMD is recombinogenic in
Aspergillus nidulans diploid cells and capable of inducing the homozygosis of genes
previously present in heterozygous condition. In order to achieve our goal, the
homozygotization assay and the heterozygous diploid strain of Aspergillus nidulans
were employed. The recombinogenic action of IMD in non-toxic concentrations (2.5
MM to 10.0 yM) was demonstrated by Homozygotization Indices higher than 2.0 for
diploids’ markers obtained with IMD, and by the production of a diploid homozygous
for genetic markers from chromosomes | and Il as well. The IMD recombinogenic
potential may be associated to the recombinational repair of lesions in DNA induced
by this babesicide. DNA replication blockers, such as IMD, induce DNA strand breaks
and have been classified as promoters in the carcinogenesis process. Since the
mitotic homologous recombination may trigger neoplasms, this study highlights the
need for further studies to investigate the genotoxic potential of IMD in mammalian

cells, specially due to the long elimination time of IMD from milk and animal tissues.

Key words: Aspergillus nidulans, homozigotization index, genotoxicity, babesiosis,
DNA synthesis inhibitors.



1. INTRODUCAO

O antiparasitario dipropionato de imidocarb (IMD) (3,3’bis(2-imidazolin-2-
yl)carbanilida) € um derivado da carbanilida, tradicionalmente usado na medicina
veterinaria para o tratamento de infecgdes causadas por parasitas intracelulares, tais
como Ebhrlichia sp., Anaplasma sp. e Babesia sp. O mecanismo de acédo do IMD,
entretanto, n&o esta totalmente elucidado (Rodrigues et al., 2006).

Estudos recentes demonstram que o IMD é retido em tecidos consumiveis
de bovinos e ovinos por um periodo de até 6 meses apds sua ultima administracio.
Estes resultados contrastam o periodo de caréncia determinado pelo fabricante do
Imizol® (Intervet do Brasil Veterinaria Ltda) que é de 28 dias. O IMD pode associar-
se a macromoléculas intracelulares, como o DNA, além de apresentar similaridades
estruturais com compostos que se ligam aos acidos nucléicos, tais como as
pentamidinas, poliaminas e spermidinas. (Moore et al., 1996). Diante disto, estudos
que investigaram a capacidade de ligagdo do IMD ao DNA, das pentamidinas e
spermidinas demonstraram a competitividade pelos sitios de ligagdo ao DNA entre
estes compostos (Moore et al., 1996).

Compostos que se ligam ao DNA, tais como doxorrubicina e etoposida séo
amplamente utilizados no tratamento do céancer, alterando processos celulares
importantes, dentre os quais destaca-se a sintese de DNA. Inibidores da sintese de
DNA foram também caracterizados como potentes indutores do crossing-over
mitético (Becker e Castro-Prado, 2004). Este processo, por sua vez, tem sido
associado tanto a alteragdo de proto-oncogenes, quanto a progressao de
neoplasias, por meio da perda da heterozigosidade de genes supressores de tumor
(Weinber, 1991; Ramel et al., 1996; Miyamoto et al., 2007).

Considerando que em células heterozigotas a recombinagdao somatica pode
induzir a homozigose de genes deletérios, através da segregagcdo de uma cromatide
paternal e uma recombinante para o mesmo poélo mitético (Souza-Junior et al., 2007,
Franco et al.,, 2007) e que a recombinagdo somatica pode atuar como um
mecanismo precursor da carcinogénese, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a genotoxicidade in vivo do IMD em células heterozigotas de Aspergillus
nidulans. Este microrganismo & considerado um sistema modelo para o estudo do

crossing-over mitético, devido ao fato de que suas células permanecem na fase G2



por um grande periodo do ciclo celular. Nesta fase os cromossomos encontram-se

duplicados, favorecendo a ocorréncia da recombinagao mitética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo de vida da Babesia sp. no hospedeiro vertebrado e invertebrado

A Babesiose é uma doenga parasitaria, causada por protozoarios
hemotrépicos do género Babesia sp., familia Babesiidae, ordem Piroplasmida e filo
Apicomplexa (Vial e Gorenflot, 2006). O nome Apicomplexa é derivado da presenca
de um complexo de organelas situado no apice celular de determinadas fases da
vida destes protistas. Este complexo inclui vesiculas que secretam enzimas, as
quais permitem ao parasita invadir as células do hospedeiro (Vannier et al., 2008).

Pertencem a este género mais de 70 espécies, as quais foram descritas em
varios animais, dentre elas, Babesia bigemina, B. bovis e B. divergens em bovinos;
B caballi e B. equi em equinos; B. canis em caes; B. microti em roedores.
Recentemente, foi descrita uma nova espécie em seres humanos, B. duncani,
previamente denominada WA-1 (Quick et al., 1993; Gubernot et al., 2009).

Estes parasitas sado transmitidos por carrapatos dos géneros: Ixodes,
Dermacentor, Haemaphysalis e Rhipicephalus. Destaca-se que os carrapatos do
género Ixodes sao os mais comumente encontrados (Boustani e Gelfand, 1996).

Na América do Sul, os parasitas B. bigemina e B. bovis tém como vetor o
carrapato R. microplus (Guglielmone, 1995). No nordeste dos Estados Unidos, B.
microti € transmitida pela espécie I. dammini, enquanto, no Reino Unido, o referido
parasita € transmitido pela espécie I. trianguliceps. Na Europa, a espécie I. ricinus é
a responsavel pela transmissao da babesiose bovina. Todavia, o vetor responsavel
pela transmissdo de WA-1 ainda nao foi definido, mas o carrapato I. pacificus é
apontado como o candidato mais provavel (Boustani e Gelfand, 1996).

O primeiro relato da babesiose foi feito no livro de Exodo, capitulo 9, verso 3,
no qual essa doenga aparece no gado do Farad egipcio Ramsés Il (Earle, 1989;
Boustani e Gelfand, 1996; Vannier et al., 2008; Mihalca et al., 2010). Estudiosos
acreditam que a babesiose foi a quinta praga que sobreveio aos egipcios, pois se
trata de uma doenca parasitaria transmitida por carrapatos, os quais eram
abundantes nos tempos biblicos e, portanto, com proliferacdo extremamente rapida
(Earle, 1989). E, entretanto, questionavel se a praga referida no livro de Exodo se

trate realmente do que hoje conhecemos por babesiose, uma vez que né&o ha
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maiores detalhes que possibilitem afirmar categoricamente se tratar da mesma
maleza parasitaria (Mihalca et al., 2010).

A babesiose foi a primeira doenga transmitida por vetores a ser descrita na
literatura (Smith e Kilbourne, 1893). O protozoario Babesia sp., similarmente ao
parasita da malaria, possui uma estreita afinidade por eritrécitos e, devido a este
fato, pode ser confundido com o agente da malaria, Plasmodium sp. Ambos
protozoarios diferem entre si em uma série de caracteristicas, tais como: a) a maioria
das espécies de Babesia ndo possui a fase exoeritrocitica em seu desenvolvimento,
sendo uma caracteristica distinta em relagdo ao agente da malaria, b) a Babesia sp.
divide-se por fissdo binaria e ndo por esquizogonia, além de desenvolver-se no
citoplasma do eritrécito hospedeiro e ndo no interior de um vacuolo parasitéforo,
como o faz o parasita da malaria, e c) as espécies de Babesia ndo formam o
pigmento caracteristico, denominado hemozoina, em eritrécitos infectados, como
fazem as espécies do género Plasmodium (Schuster, 2002).

Os parasitas intraeritrocitarios do género Babesia sp. sdo os causadores
mais comuns de infec¢des parasitarias (Homer et al., 2000). Dessa forma, destaca-
se sua importancia na veterinaria voltada para gados, cavalos e caes, ganhando,
assim, cada vez mais a atencao dos profissionais da area, como um problema de
doenga zoondtica emergente (Brasseur et al., 1998; Vial e Gorenflot, 2006).

As babesioses sao responsaveis por severos danos a sanidade animal, o
que gera um grande impacto econémico na pecudria bovina mundial. A doenga é
desencadeada, sobretudo, pela massiva destruigcdo eritrocitica, decorrente dos
aspectos biologicos dos agentes causais, ao realizarem parte de seu ciclo no interior
destas células. O risco de infeccdo por Babesia sp. € decorrente da presenca de
populacdes de carrapatos infestantes, da capacidade de transmissao do carrapato
(Soares et al., 2000), e de mudangas climaticas que ocorrem em decorréncia do
aquecimento global, que prolongam o periodo de atividade do carrapato ou alteram
sua distribuicdo em areas de risco (Zintl et al., 2003).

As manifestacdes clinicas da babesiose em animais podem ser variaveis,
sendo observados diferentes graus de gravidade, que oscilam em fungdo da
viruléncia e patogenicidade entre as espécies e entre isolados de Babesia sp.
(Soares et al., 2000; Mendonga et al., 2003). Os sintomas comumente observados
sdo hemoglobinemia, hemoglobindria, palidez de mucosas, febre, sialorréia,

depressao, disturbios neurolégicos e tremores (Zintl et al., 2003; Rodrigues et al.,
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2005). Além desses sintomas, € possivel verificar areas edemaciadas,
especialmente nos membros inferiores como, bolsa escrotal, vulva, baixo ventre e
podem ocorrer também na regido encefalica (Massard e Fonseca, 2004). Ha ainda a
motilidade intestinal e ruminal que sdo aumentadas, e os espasmos do esfincter anal
periportal podem levar a diarréia esquistossomotica (Zintl et al., 2003). Fezes
ressecadas, apresentando acentuada mucosidade de coloragdo amarelada, podem
também ser observadas (Massard e Fonseca, 2004).

Existem duas classes de hospedeiros para o género Babesia sp., um
invertebrado (ou artrépode) e outro vertebrado. O vetores invertebrados (Ixodes sp.,
Dermacentor sp., Haemaphysalis sp. e Rhipicephalus sp.) se alimentam de
hospedeiros vertebrados, 0os quais sdo responsaveis por manterem a Babesia sp em
um estado infeccioso (Homer et al., 2000; Vial e Gorenflot, 2006).

O ciclo de vida da Babesia sp., tem inicio quando o carrapato suga um
hospedeiro vertebrado infectado. O artropode ingere varias formas do parasita
presentes nas hemacias do hospedeiro infectado (Fig. 1A), mas somente algumas
formas, consideradas gametocitos, sdo capazes de evoluir no seu organismo
(Mehlhorn e Schein, 1984; Chauvin et al., 2009).

No carrapato, os gametdcitos desenvolvem-se em gametas masculinos
(microgametas) e femininos (macrogametas), os quais se fundem posteriormente
(Figura 1B), formando um zigoto movel (Figura 1C). Este zigoto movel invade as
células intestinais do carrapato, onde se multiplica assexuadamente, formando os
esporocinetos (Homer et al., 2000). Os esporocinetos sado disseminados pelo
organismo do carrapato, atingindo todos os seus 6rgéos, incluindo os ovarios e as
glandulas salivares. Nos ovarios podem penetrar nos ovos, que originam larvas
infectadas, sendo transmitidas para a proxima geracdo de carrapato (transmissao
transovariana). Nas glandulas salivares, os esporocinetos se multiplicam (Figura 1D)
e formam os esporozoitos (Figura 1E), formas infectantes que s&o transmitidas aos
hospedeiros vertebrados através da picada (Figura 1F e G).

Algumas espécies de Babesia sp. podem invadir inicialmente os linfécitos do
hospedeiro vertebrado e, em seguida, diferenciar-se em esquizontes multinucleados.
Estes, por sua vez, se diferenciardo em merozoitos, os quais brotam dos
esquizontes, lisando a célula. Estes merozoitos e/ou esporozoitos (espécies de
Babesia sem fase pré-eritrocitica) invadem os eritrocitos, infectando-os. Essa

invasao acontece por meio do processo de invaginagao (Figura 1H).

5



A partir deste momento, a maioria dos merozoitos se divide em trofozoitos
por fissdo binaria, formando dois, ou as vezes quatro, individuos nos eritrécitos
(Figura. 11) (Homer et al., 2000). Por fim, a célula hospedeira rompe-se e o0s

organismos sao liberados, penetrando em novos eritrécitos (Wright, 1991).

2.2. Babesiose animal

A babesiose bovina é uma importante doenca parasitaria nos paises de
clima tropical e subtropical, incluindo o continente das Américas. A doenga é
causada pelos agentes etiolégicos B. bigemina e B. bovis, transmitidos pelo vetor R.
microplus (Barci et al., 1994; Souza et al., 2000; Mendonga et al., 2003; Vieira et al.,
2003; Juliano et al., 2007).

No Brasil, dentre os 24 surtos de babesiose bovina (ou tristeza parasitaria
bovina), ocorridos no periodo de agosto de 2007 a outubro de 2009 no sertdo
paraibano, dois foram causados por B. bigemina, dois por Babesia nao identificada e
outros dois por infeccdo mista de Anaplasma marginale e Babesia sp. (Costa et al.,
2011).

O prejuizo econémico atribuido a babesiose é resultante da baixa produgéo
de leite e carne, da mortalidade dos animais e das perdas indiretas, decorrentes de
medidas de quarentena e de combate ao vetor com a utilizagdo de drogas
antiparasitarias (Barci et al., 1994).

As manifestagdes clinicas da doenga podem apresentar diferentes graus de
gravidade, que variam em funcdo da viruléncia e patogenicidade entre espécies e
isolados de Babesia sp. Os isolados, provenientes de diferentes regides geograficas,
podem apresentar variacbes genéticas e antigénicas entre si (Losos, 1986;
Dalrymple et al.,1992).

O controle da babesiose bovina baseia-se na adogao de estratégias que
visam reduzir ou eliminar as populacdes de carrapatos vetores, bem como a
utilizacdo de vacinas constituidas pelo parasita atenuado (Bastos et al., 2009). A
eficacia destas vacinas, entretanto, é restrita as regides endémicas especificas, de
onde o parasita foi isolado (Brayton et al., 2007).

O principal método de controle das populagdes de R. microplus baseia-se na
utilizacdo de carrapaticidas, uma vez que a eficacia das vacinas comerciais anti-

carrapatos € inconsistente em diferentes regides geograficas. O desenvolvimento de
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populagcdes de carrapatos resistentes a carrapaticidas representa uma séria ameaca
a industria do gado. Um melhor entendimento das interacbes entre vetor
(carrapatos), parasita (protozoarios) e hospedeiro (gado) € necessario para o
desenvolvimento de modelos e estratégias epidemiologicas que visam a impedir a
reinvasao do vetor R. microplus em zonas livres dessa espécie e a introducao de B.

bovis, em areas nao-endémicas (Bastos et al., 2009).
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Figura 1 - Ciclo de vida no hospedeiro invertebrado. Parasitas visiveis no interior
dos eritrécitos ingeridos pelos carrapatos (A). Fusdo de gametas (B). O zigoto, entédo
formado, passa a infectar e mover-se através dos tecidos dentro do carrapato (C). O
zigoto chega as glandulas salivares, infectando os &cinos, o que culmina na
formagdo de um esporoblasto multinucleado indiferenciado (D). Formam-se
organelas especializadas dos futuros esporozoitos (E). Os esporozoitos maduros
brotam dos esporoblastos (F). Os esporozoitos s&o inoculados no hospedeiro
vertebrado (G). Os esporozoitos (ou merozoitos) atacam a células eritrocitarias do
hospedeiro vertebrado, por um processo de invaginagao, dando inicio a infecgao (H).
Os parasitas tornam-se trofozoitos dividindo-se por fissao binaria dentro do eritrécito
(). (Extraido de Homer et al., 2000).



Os agentes etiologicos da Babesiose equina sdo B. caballi e B. equi (Vial et
al., 2006), os quais sao transmitidos por carrapatos (vetores) dos géneros
Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus (Souza et al., 2000). No Brasil, Pereira et
al. (2004) observaram maior incidéncia de B. equi em relagdo a B. caballi, por meio
do Teste de Fixacdo de Complemento (TFC). Essa observagao foi realizada com
base nas analises de 204 equinos, com sintomas de babesiose, em diferentes
municipios dos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul.
Posteriormente, a regido Norte do estado do Rio Grande do Sul foi caracterizada
como uma area de alto risco para surtos de babesiose equina ocasionada por B.
equi (Golynski et al., 2008).

A distribuicdo geografica das espécies de Babesia que infectam os equideos
€ semelhante, ocorrendo principalmente nas regides tropicais e subtropicais, mas
havendo focos também em algumas areas de clima temperado (Golynski et al.,
2008).

A babesiose equina é caracterizada por lise eritrocitaria ocasionando
anemia, ictericia, hemoglobinuria e levando a morte do animal, quando n&o tratada
adequadamente. A gravidade da resposta clinica pode, entretanto, ser variavel,
podendo evoluir para uma recuperagao espontanea, apds o hospedeiro apresentar
uma resposta febril, sem o aparecimento de hemoglobinuria marcada por anemia
(Vial et al., 2006).

A babesiose canina tem como agentes etiolégicos a B. canis e B. gibsoni,
sendo ambas transmitidas pelos carrapatos (vetores) dos géneros Dermacentor,
Haemaphysalis e Rhipicephalus (Uilenberg et al., 2006).

A espécie B. canis possui trés subespécies: a) B. canis rossi sendo
transmitida pelo vetor Haemaphysalis leachi, causando infeccdo fatal em caes
domésticos, mesmo apoés a realizagdo do tratamento, b) B. canis vogeli, transmitida
pelo vetor Rhipicephalus sanguineus, levando a um quadro de infecgdo moderada e
muitas vezes clinicamente inaparente e c¢) B. canis canis, transmitida pelo vetor
Dermacentor reticulatus, cuja patogenicidade ¢€ intermediaria entre as duas
subespécies acima citadas (Zahle et al., 1998).

As espécies B. canis e B. gibsoni sdo encontradas na Asia, Africa, Europa,
Oriente Médio e América do Norte, sendo este ultimo, o continente de maior
prevaléncia da primeira espécie citada (Vial et al.,, 2006). No Brasil, a baseiose

canina causada predominantemente pelo patégeno B. canis vogeli foi descrita nos
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estados de Goias e Minas Gerais (Passos et al., 2005; Duarte et al., 2008), porém
ha relatos de babesiose causada pela espécie B. gibsoni, no sul do pais. Os perfis
de clivagens do material gendmico de 105 caes infectados por Babesia sp., no
estado do Parang, foram identificados através da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase e da andlise de restricdo de fragmentos polimérficos (PCR-RFLP), os
quais apresentaram-se compativeis com B. canis vogeli em 23,4% das amostras e
com B. gibsoni em 13,8%, das amostras restantes (Jojima et al., 2008).

Os aspectos clinicos da babesiose canina apresentam uma combinagao de
sintomas, envolvendo uma sindrome febril e hemolitica, e insuficiéncia renal grave, a

qual pode evoluir para um choque fatal (Bourdoiseau et al., 2006).

2.3. Diagnéstico da Babesia sp.

O diagnéstico clinico da babesiose animal € composto, inicialmente, pela
busca de informacdes a respeito de possiveis passagens dos animais por areas
onde a babesiose € endémica, ou por areas infestadas por carrapatos (Homer et al.,
2000). O diagnéstico da babesiose humana, por outro lado, depende de uma
suspeita clinica inicial, uma vez que os sintomas da infec¢ao babesial se sobrepbéem
aos sintomas de outras doengas severas. Nao existem sinais patognomdnicos no
exame fisico, entretanto a babesiose deve ser considerada quando o paciente
apresenta sintomas semelhantes a uma virose e esteve presente em areas onde a
babesiose é endémica.

A babesiose também deve ser considerada em portadores da doencga de
Lyme ou de Anaplasmose granulocitica, pois quaisquer combinagbes destas trés
infeccbes podem ser transmitidas simultdnemante pelo vetor |. scapularis. A
babesiose € tipicamente mais severa em individuos imunocomprometidos,
esplenectomizados e idosos (Krause et al., 2000; Pfeiffer et al., 2007; Vannier et al.,
2008).

No diagnostico laboratorial, observa-se anemia hemolitica normocitica, com
diminuicao da haptoglobina sérica e hiperbilirrubinemia, com fracdo de bilirrubina
indireta. As concentracbes das enzimas desidrogenase latica, transaminases e
fosfatase alcalina, podem apresentar-se elevadas (Boustani e Gelfand, 1996;

Vannier et al., 2008). A analise de esfregagos sanguineos revela contagem elevada



de reticuldcitos, niumero de leucdcitos variando de normal a reduzido, com desvio a

esquerda, e trombocitopenia (Figuras 2 e 3) (Vannier et al., 2008).

Figura 2 - Esfregagos de sangue periférico humano. A) Neutréfilo com corpo de
inclusdo intracitoplasmatico (seta), classicamente associado a anaplasmose
granulocitica humana. B) Eritrécito infectado por Babesia sp., formando uma tétrade
piroplasmica, ou cruz de malta (seta), sinal patognomdnico para babesiose. (Patnaik,
2009).

A confirmagao do diagnostico de infeccdo por Babesia é realizada pela
identificagdo microscopica do parasita em esfregacos sanguineos corados com
Giemsa (Zintl et al., 2003). Nesta preparacédo, a Babesia sp. pode aparecer em
forma de péra, circular ou oval, com citoplasma azul e cromatina avermelhada.
Caracteristicas diferenciais da babesiose nesse tipo de teste analitico incluem a
presenca de formas extraeritrociticas nos casos severos e auséncia de depodsitos de

pigmento (hemozoina).

Figura 3 - Esfregagos sanguineos corados por Giemsa de paciente infectado por
babesiose. (A) Parasitas piriformes emparelhados. (B-C) Parasitas em forma de
anel. (Kim et al., 2007).
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Multiplos parasitas podem estar presentes em uma unica célula sanguinea
infectada, porém a porcentagem de eritrocitos infectados varia durante o curso da
infeccdo. Frequentemente, menos de 1% dos eritrocitos sdo parasitados no inicio da
doenca. Portanto, multiplos esfregagos sanguineos devem ser examinados durante
varios dias, para a identificacao efetiva do parasita. Se, entretanto, a suspeita de
babesiose persiste, a despeito da auséncia do parasita em esfregagos sanguineos,
o DNA babesial pode ser amplificado das amostras de sangue do paciente, usando,
para isso, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Souza et al., 2000; Vannier et
al., 2008).
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Figura 4 - A) Esquema da reacao de imunofluorescéncia indireta. B) Microscopia da
fluorescéncia da reacao IF| para Babesia. Extraido de http://www.cnpgc.embrapa.br/
publicacoes/naoseriadas/babesia/babesia.html.

A sorologia também é utilizada na confirmagéo do diagndstico de babesiose.
Testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA)
podem ser utilizados para deteccdo de anticorpos anti-babesiais especificos (IgM e
IgG) (Zintl et al., 2003). Nos testes de IFl, os anticorpos contra Babesia sp. s&o
detectados por meio de uma anti-imunoglobulina de bovino, conjugada com um
composto fluorescente (Figura 4A). Nas reagdes com resultados positivos, as células
parasitadas, ligadas aos anticorpos anti-Babesia, exibem fluorescéncia esverdeada
(Figura 4B).

Os estudos sorologicos sdao de extrema importancia ndo s6 para o
monitoramento das infec¢des causadas pelo parasita, como, também, para a adocao
de estratégias adequadas no controle da doenga (Soares et al., 2000; Juliano et al.,
2007).

11



2.4. Principais babesicidas

Relatos na literatura referem-se a uma série de babesicidas eficazes no
tratamento da babesiose. Atualmente, o aceturato de diminazeno e o dipropionato
de imidocarb sdo os mais amplamente utilizados (Bock et al., 2004).

O aceturato de diminazeno tem sido utilizado como agente de primeira linha
no tratamento de infecgbes ocasionadas por B. gibsoni em caes, tanto no Brasil
quanto no Japao (Dantas-Torres e Figueredo, 2006; Sakuma et al., 2009). Embora,
o aceturato de diminazeno tenha acao anti-Babesia, na maioria das vezes, ele nao
consegue eliminar esta espécie de Babesia, levando a ocorréncia de recidivas
(Sakuma et al.,, 2009). O aceturato de diminazeno também é utilizado contra
infecgdes causadas por B. bovis e B. divergens em bovinos. Uma unica aplicagao,
via subcutédnea ou intramuscular, na dose de 2,5-3,5mg/kg de aceturato de
diminazeno, tende a ser eficaz contra a infecgdo. Este farmaco, entretanto, pode
ocasionar efeitos adversos como ataxia, depressao e convulsdo (Brandao et al.,
2003; Bock et al., 2004). Seu mecanismo de agéo parece interferir na glicolise
aerdbica e na sintese de DNA do parasita (Dantas-Torres e Figueredo, 2006).

Uma estratégia alternativa de tratamento proposta por Baggish e Hill (2002),
consiste na combinagao dos farmacos atovaquona (ATV), um analogo da ubiquinona
e azitromicina (AZM); um antibidtico macrolideo. O antiparasitario atovaquona
apresentou excelente resultado contra duas espécies de Babesia, a B. microti e a B.
divergens. A combinagdo ATV + AZM eliminou a parasitemia por B. microti em
humanos e em hamsters. Estes dois farmacos parecem apresentar efeito sinérgico,
ou seja, nenhum dos farmacos conseguiu eliminar a parasitemia causada por
Babesia quando administrados separadamente (Birkenheuer et al., 2004). Segundo
estudos realizados por Weiss et al. (2001), a combinacdo de AZM, na dose de
12mg/kg, e ATV na dose de 40mg/kg ao dia, em recém nascidos, foi efetiva no
tratamento da babesiose, com o beneficio de nao ter sido detectado o aparecimento
de efeitos toxicos. Os autores também investigaram o efeito sinérgico da AZM com
ATV em pacientes imunocomprometidos, portadores de HIV, obtendo resultados
promissores quando utilizaram a combinagcdo de 500 a 1000 mg de AZM ao dia, e
750mg de ATV, duas vezes ao dia.

Em 1982, foi utilizada pela primeira vez a combinagdo de clindamicina e

quinona no tratamento da babesiose em um recém-nascido, que adquiriu a doenca
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por meio de transfusdo sanguinea. Posteriormente, esta combinagdo se tornou o
tratamento referencial para babesiose humana. Esta combinacdo, entretanto, na
maioria das vezes, produz efeitos indesejaveis, tais como zumbido, vertigem e
desarranjo gastrintestinal. A combinagdo de AZM e quinona tem sido utilizada
alternativamente, em pacientes que nao apresentavam melhora com a associagao

de clindamicina e quinona (Krause, 2003).

2.4.1. Dipropionato de imidocarb

O dipropionato de imidocarb (IMD) (Figura 5) foi licenciado por alguns paises
e introduzido no mercado na década de 1970. Assim que entrou em circulagao,
tornou-se rapidamente o produto de escolha no tratamento da babesiose animal, por
apresentar acéo terapéutica e também acéao profilatica contra Babesia sp. (Zintl et
al., 2003).

O IMD [3,3-bis-(2-imidazolin-2-yl)carbanilida] € um derivado da carbanilida,
altamente soluvel em agua e tradicionalmente utilizado na medicina veterinaria para
o tratamento de infec¢cbes causadas por parasitas intracelulares, tais como Babesia
sp. (Coldham et al., 1995; Rodrigues et al., 2006). Em 1989, o IMD foi utilizado no
tratamento de mais de cinco milhdes de bovinos em 57 paises, sendo usado

amplamente em espécies produtoras de alimentos (Coldham et al., 1994).
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Figura 5 - Estrutura quimica do imidocarb - C25H32N605 - (Cas 55750-06-6, Riedel-
de Haén #33441).
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O IMD é o unico farmaco com agao quimioprofilatica atualmente disponivel
no mercado. Ele fornece protecdo contra doencgas clinicas, por um periodo de 3 a 6
semanas, além de permitir um nivel suficiente de infec¢do para o desenvolvimento
da imunidade, o que é extremamente importante, principalmente nas regides onde a
babesiose é endémica (Vial e Gorenflot, 2006). Este babesicida deve ser
administrado por via intramuscular ou subcutdanea, porém nunca por Vvia
endovenosa. A quimioterapia € geralmente efetiva contra babesiose bovina com a
administracao de IMD na concentragao de 1 a 3 mg/kg. Na dose de 3 mg/kg, o IMD
fornece protegao contra B. bovis por um periodo de 4 semanas e também contra a
B. bigemina, por um periodo de 2 meses (Bock et al., 2004).

Os efeitos colaterais do IMD incluem vomitos, diarréia, tosse, tremores
musculares, salivagao, cdlicas e irritagdo no local da injecéo (Zintl et al., 2003). Para
evitar estes efeitos colinérgicos adversos € recomendado a administragdo de
atropina, na concentragdo de 0,04 mg/kg, 10 minutos antes da aplicagdo do IMD
(Dantas-Torres e Figueredo, 2006).

Existem também relatos sobre a retencdo de residuos do IMD pods-
tratamento quimioterapico, em tecidos comestiveis de animais, tais como figado, rins
e musculos. Essa retencédo pode ocorrer por até seis meses apos sua administracio.
S&o insuficientes as informagdes sobre a cinética da degradagéo do IMD, entretanto,
sabe-se que os residuos metabdlicos deste farmaco sao depositados no figado e no
rim, o que pode resultar na necrose destes tecidos. (Coldham et al., 1994; Souza et
al., 2004).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(2008), é obrigatdrio para todos os farmacos da classe dos antiparasitarios que o
fabricante de tais medicamentos indique no rétulo, na bula e na caixa do produto, o
periodo de retirada (ou de caréncia) para cada espécie animal. Este periodo tem
como objetivo evitar a presenga de residuos do produto veterinario nos alimentos
como carne, leite, ovos, pescado e mel, acima do permitido e considerado prejudicial
a saude humana. Os limites maximos de residuos (LMRs) sao fixados com base em
analises da substancia ativa do produto veterinario usado para tratar ou prevenir
doencas dos animais.

O periodo de caréncia estipulado pelo fabricante (Intervet do Brasil

Veterinaria Ltda) € de 28 dias apds a ultima administragdo, isto €, os bovinos
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tratados com IMD (Imizol®) sé poderao ser abatidos apods este periodo. O periodo
de caréncia para o consumo de leite de vacas tratadas com este farmaco é de dois
dias apos a ultima administragao (CPVS — Compéndio de Produtos Veterinarios).

Adicionalmente, a retencédo de xenobidticos nos tecidos animais depende de
muitos fatores, tais como: a ligagdo da droga a macromoléculas celulares e a
biotransformacgao da droga em metabdlitos soluveis em agua (Coldham et al., 1994).

Estudos realizados sobre a farmacocinética do IMD em cdes demonstram
que a meia-vida plasmatica deste farmaco é de 207 minutos, sendo 80% dele
eliminados em 8 horas. Sua eliminagao parece ser por meio da urina e das fezes.
Entretanto, altas concentracbes deste antiparasitario podem ser encontradas no
figado e no rim dos animais (Dantas-Torres e Figueredo, 2006).

Segundo Aliu e colaboradores (1977), com base em estudos realizados em
ovinos, o IMD foi eliminado rapidamente do plasma, no entanto, permaneceu
detectavel em muitos tecidos um més apds uma unica administragao intramuscular.
Coldham e colaboradores (1994), posteriormente, demonstraram que o IMD em
bovinos poderia ser detectado também no figado, até 224 dias apdés uma unica dose
intramuscular, apresentando uma meia-vida de 42.7 dias.

A dificuldade em detectar os metabdlitos do IMD na bile, urina, figado e rins,
bem como sua retengédo prolongada no figado, rins e nos musculos, sugerem um
metabolismo minimo do IMD em ovinos. Adicionalmente, em bovinos, poucas
evidéncias foram observadas no metabolismo do IMD, em estudos realizados in vitro
(Aliu et al.,1977). Ja estudos de residuos in vivo também demonstraram retengao
prolongada do IMD em tecidos comestiveis de bovinos, sugerindo a baixa taxa no
metabolismo deste farmaco (Moore et al., 1996).

O mecanismo de acdo do IMD baseia-se na indugdao de alteracbes
morfoldgicas e funcionais do nucleo e do citoplasma do parasita (Silva et al., 2008).
No entanto, a toxicidade seletiva do IMD nao esta totalmente clara, mas sabe-se que
possui uma relagao estrutural com as poliaminas, interferindo na produgao e/ou na
utilizacdo destas moléculas, as quais estdo envolvidas no metabolismo dos acidos
nucléicos (Coldham et al., 1995; Dantas-Torres e Figueredo, 2006).

A poliamina alifatica, ou simplesmente poliamina, € derivada da ornitina,
apos a etapa de descarboxilagéo inicial (ODC), sendo utilizada para designar trés
outras substancias, tais como: espermidina, espermina e putrescina (Moinard et al.,

2005). As poliaminas sao polications alifaticos presentes em todas as células e
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desempenham um papel regulatorio na sintese de macromoléculas e na taxa de
proliferacdo celular. A indugédo da biossintese das poliaminas precede a sintese de
acidos nucléicos, como, também, a sintese protéica. (Medina et al., 2005).

A presenga de niveis elevados de poliaminas em células com rapida
atividade de crescimento sugere que tais polications podem interagir diretamente
com os acidos nucléicos (Medina et al., 2003). Os fosfatos, presentes nesses
mesmos acidos, podem atuar como alvos importantes nas interacbes DNA-
poliaminas (espermina e espermidina), embora ndo se possa excluir a interagao das
poliaminas com as bases nitrogenadas. De fato, diferentes graus de afinidade das
poliaminas pelos dinucleotideos CG e AT foram observados (Deng et al., 2000).

A condensacido do DNA induzida pelas poliaminas pode estar relacionada
com as valéncias desses cations, neutralizando a carga negativa dos fosfatos dos
acidos nucléicos. A espermina, em detrimento das poliaminas putrescina e
espermidina, € mais eficaz em estabilizar e condensar o DNA. (Vijayanathan et al.,
2001).

Segundo Bloomfield (1997), cations analogos as poliaminas podem, da
mesma forma, auxiliar na compactacdo do DNA celular, levando a reducao da
energia livre de transcricdo. O DNA compactado apresenta uma caracteristica
morfologica toroidal, semelhante a um “doughnut”, que é estabilizada por pontes
dissulfeto, tornando o nucleo mais compacto e hidrodinamico. Além disso, essa
extrema condensacgdo protege o DNA da acdo de agentes mutagénicos, radicais
livres e nucleases (Feuerstein et al., 1989, Bloomfield et al., 1997).

Embora o IMD seja um babesicida efetivo e amplamente utilizado nos paises
em que é licenciado, a semelhancga estrutural entre este composto e as poliaminas,
sugere a existéncia de possiveis efeitos genotoxicos decorrentes da acéo do IMD,
uma vez que as poliaminas apresentam efeitos inibitérios no metabolismo dos
acidos nucléicos e na sintese de proteinas, podendo ainda competir com o IMD pelo
mesmo sitio de ligagdo ao DNA (Bacchi et al., 1981; Coldham et al., 1995).

2.5. Recombinac¢do mitotica

O ciclo de divisao celular, crucial para o desenvolvimento dos organismos

eucarioticos (Kee et al., 2011), € regulado por uma sequéncia organizada de
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eventos, que assegura a cada célula-filha, um conjunto cromossdémico balanceado e
completo, necessario a sua sobrevivéncia (Lehninger, 2011).

O material genético celular esta continuamente sujeito a lesbes, de efeito
direto ou indireto, oriundas de fontes exdégenas e enddgenas. Em resposta a estes
danos, o DNA possui mecanismos de reparo que garantem a manutengao da
integridade do genoma, promovendo a reparagao e/ou a tolerdncia de lesbes
genotdxicas. Quando estes mecanismos de reparo falham, mutagdes
potencialmente nocivas, como também rearranjos cromossdmicos, sdo acumulados
na molécula do DNA (Goldman et al., 2002).

As mutagbes espontaneas, bem como aquelas induzidas por agentes
quimicos, fisicos ou biolégicos geram instabilidade genémica e, em fungao disto,
podem ser cruciais nos processos iniciais da carcinogénese (www.inca.gov.br).

Dois eventos cromossdmicos estdo envolvidos no desenvolvimento de
neoplasias: a) a alteracdo genética ou epigenética que implica em uma condigao
heterozigota pré-maligna (m/+) e b) um rearranjo cromossémico envolvendo o locus
afetado, que resulta na expresséo do carater maligno recessivo, devido a indugao de
homozigose (m/m) ou hemozigose (m/0) do alelo mutante (Beumer et al., 1998).

A perda da heterozigosidade, isto &, a perda do alelo funcional em um locus
heterozigoto, pode originar-se através de varios mecanismos, tais como: delecgéo,
recombinagdo mitotica, ndo-disjungdo cromossémica, conversao génica, mutagéo de
ponto ou mecanismo ou mesmo inativagao alélica epigenética (Yischifield, 1997). A
segregacao das cromatides irmas constitui um processo fundamental da divisdo
celular, onde cada célula filha recebe uma cépia de cada cromatide. Eventualmente,
entretanto, as cromatides homdlogas podem estabelecer contatos entre si, levando
ao processo de permuta mitética, provavelmente em decorréncia de quebras
cromossémicas (Zimmermann, 1971). A segregacao de uma cromatide paternal e
uma recombinante, para o mesmo polo mitético, pode originar células homozigotas
para os genes distais ao ponto de permuta. Assim, uma das consequéncias do
crossing-over mitético em células dipldides heterozigotas € a indugdo da
homozigose de genes, processo este denominado de perda da heterozigosidade
(Zimmermaann, 1971; Chua e Jinks-Robertson, 1991; Helleday, 2010). A perda da
heterozigosidade pode envolver grandes segmentos ou até mesmo bragos inteiros

de cromossomos, ocasionando perda substancial de informacdo genética. Estas
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alteragdes sdo comumente observadas no processo de tumorigénese (Stark e Jasin,
2003).

Trés tipos de segregacdo podem ocorrer na mitose: i) a segregacgao X,
resultante da segregagao das cromatides recombinantes para pdélos opostos. Esta
segregacao faz com que a recombinagcdo mitética seja uma ferramenta util para
analise do gendtipo mosaico (Figura 6), ii) segregacao y, que ocorre devido a uma
falha na segregacgéo das cromatides irmas, as quais segregam juntas para a mesma
célula filha. Esta segregacao é equivalente a divisdo reducional da meiose | e ndo é
observada com frequéncia e iii)) segregagdo z, quando as duas cromatides
recombinantes migram para o mesmo polo mitético (Figura 6). A perda da
heterozigosidade, como consequéncia do crossing-over mitotico, € resultante da
segregacao do tipo x (Chua e Jinks-Robertson, 1991; Beumer et al., 1998).
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Figura 6 - Esquema das Segregacbdes mitdticas X e Z, conforme proposto por
Beumer et al. (1998).

Segundo Meadows et al. (2011), a perda da heterozigosidade tem sido
associada ao desequilibrio alélico e a indugao de homozigose de alelos mutantes de
genes supressores de tumor (m/m), previamente presentes em heterozigose (m*/m).

O gene supressor de tumor RB1 codifica a proteina pRb, que na presenca

de uma lesdo na molécula de DNA desempenha papel fundamental na regulagao do
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ciclo celular, impedindo a passagem da fase G1 para a fase S. Isto ocorre devido a
associacao de pRb, em sua forma nao fosforilada, ao fator de transcricdo E2F, que
por sua vez, ndo estimula a transcricdo de genes necessarios a sintese de DNA. Por
outro lado, na auséncia de danos no DNA, a associacdo pRb-E2F ndo ocorrera em
funcao da fosforilagado de pRb pela ciclina E-CDK2. (Figura 7) (Lehninger, 2011).
Alelos mutantes do gene RB1 ja foram observados em varios tipos de
tumores humanos, quando presentes em homozigose (m/m) ou hemozigose (m/0). A
primeira associagao entre perda de heterozigosidade e tumorigénese resultou da
analise molecular de um retinoblastoma familiar (Figura 8). Neste tipo de neoplasia,
a recombinagdo somatica contribui com cerca de 75% dos eventos de perda da
heterozigosidade (Lasko et al., 1991; Rousseau-Nerck et al., 1999; Vrieling, 2001;
Moynahan e Jasin, 2010; Berge et al., 2010; Berge et al., 2011; Coschi et al., 2010).
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Figura 7 - Esquema da regulacédo da passagem da fase G1 para a fase S através da
fosforilagao da proteina pRb. MRM; ATM; ATR; p53: Proteina codificada pelo gene
supressor de tumor, p21: Proteina supressora de tumor, CDK2: Proteina-cinase
dependente de ciclina, Ciclina E, E2F: Fator de transcricdo; Adaptado de Lehninger
(2011).
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A neurofibromatose tipo 1 é uma doenga autossdbmica dominante,
caracterizada pela formacédo de tumores complexos e multicelulares, denominados
neurofibromas. De maneira geral, a perda somatica do alelo selvagem do gene
supressor de tumor NF1*, em uma célula heterozigota (NF1°/NF1), pode ocorrer

tanto na célula de Schwann quanto em sua célula precursora (Gottfried et al., 2010).
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Figura 8 - Esquema da perda da condicao de heterozigose (Rb+/rb) e origem de
células homozigotas (Rb+/Rb+ e rb/rb), por meio do crossing-over mitético.
Adaptado de Griffiths et al. (2001).

Analises de neurofibromas, derivados de células de Schwann homozigotas
para um alelo mutante do gene NF1, demonstraram que a recombinagdo mitética
era o processo responsavel pela perda da heterozigosidade de quase todo o brago
longo do cromossomo 17. Neste caso, o crossing-over ocorreu provavelmente entre
o centrébmero e o locus do gene NF1 (Serra et al., 2001).

A Anemia de Fanconi € uma doenca autossdmica recessiva, ligada ao
cromossomo X e causada por mutacgdes bialélicas em pelo menos um dos treze
genes FA. As células de individuos afetados apresentam altas frequéncias de
quebras cromossbmicas, recombinacdo somatica e predisposicdo ao

desenvolvimento de neoplasias. A perda da heterozigosidade em determinados
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genes FA, por meio da recombinagcdo em ceélulas somaticas, tem sido associada a
elevada incidéncia de canceres em pacientes portadores desta enfermidade

(Thyagarajan e Campbell, 1997; Hucl e Gallmeier, 2011).

2.6. Aspergillus nidulans e ciclo parassexual

O fungo filamentoso Aspergillus nidulans é homotalico, possui oito
cromossomos geneticamente definidos e é considerado um excelente organismo
para a realizacdo de estudos sobre o potencial carcinogénico de substancias
quimicas (Franco et al., 2007). Isto se deve a dois importantes fatores: i) a mitose
em A. nidulans é muito semelhante a mitose de eucariotos superiores e ii) as
células de A. nidulans passam a maior parte de seus ciclos no periodo G2. Nesta
fase, os cromossomos apresentam-se duplicados, favorecendo o crossing-over
mitético (Busso e Castro-Prado, 2003; Souza-Junior et al., 2007).

Diferentemente da maioria dos fungos filamentoso, o A. nidulans apresenta
trés ciclos de proliferagao: assexual, sexual e parassexual. Dentre estes, apenas os
ciclos sexual e parassexual favorecem a variabilidade genética (Roper, 1952; Kafer,
1961).

A recombinagao mitética neste ascomiceto foi demonstrada através do ciclo
parassexual por Pontecorvo et al. (1953). Posteriormente, o ciclo parassexual foi
identificado em mais de 40 espécies de fungos (Caten, 1981; Azevedo et al., 2008).
Este ciclo envolve, essencialmente, a anastomose entre hifas de homocarios
geneticamente distintos, resultando em um micélio formado por dois nucleos
hapldides diferentes (micélio heterocariotico). A fusdo de dois nucleos diferentes
resulta em um nucleo dipléide heterozigoto. Este nucleo, apds sofrer sucessivas
divisdes mitdticas, pode retornar ao estado haploide, através do processo de nao-
disjuncao mitotica (Figura 9) (Pontecorvo et al., 1953; Debets, 1998).

Durante o crescimento do micélio heterocariético, a probabilidade de nucleos
hapldides distintos fundirem-se, formando assim nucleos dipléides heterozigotos, é
de 10° e a probabilidade de recombinantes hapldides surgirem é de 10 (Schoustra
et al., 2007).

Em algumas espécies de fungos, os nucleos dipldides sdo muito instaveis e
podem sofrer haploidizacdo e/ou troca mitética ainda no interior das hifas

heterocaridticas. Este processo, denominado parameiose, € uma variacdo do ciclo
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parassexual e pode resultar na formagao de hapléides recombinantes, diretamente
do heterocario, sem a recuperacgao da fase diploide (Ball e Hamlyn, 1982; Baptista et
al., 2003).

Anastomose Heterocario

Fusao = 2n

Figura 9 - Esquema do ciclo parassexual.

Pires e Zucchi (1994) desenvolveram um sistema biolégico, denominado
Ensaio de Homozigotizacdo (HI), especifico para o estudo do potencial
recombinagénico de substancias quimicas. Este ensaio utiliza uma ou mais
linhagens dipléides de A. nidulans heterozigotas para varios marcadores genéticos e
detecta a homozigose de genes recessivos, resultante do crossing-over mitético.
Estas linhagens possuem marcadores nutricionais e de coloragcdo de conidios bem
caracterizados e previamente mapeados. Os eventos de recombinagao tornam-se
evidentes através da determinacdo do indice de Homozigotizacéo (HI) para cada um
dos marcadores nutricionais das linhagens diploides heterozigotas.

Considerando-se, portanto, a associagao entre a recombinagdao mitética e
tumorigénese, o efeito inibitorio do IMD na sintese de DNA (Nott et al., 1990) e a
escassez de informagdes sobre a genotoxicidade do IMD, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o potencial recombinagénico do IMD em uma linhagem

diplodide heterozigota de A. nidulans.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdao da linhagem dipldide UT448//A757

Os gendtipos e as origens das linhagens de A. nidulans utilizadas no
presente estudo encontram-se no Quadro 1. A linhagem dipléide UT448//A757
(Figura 10) foi obtida segundo metodologia descrita por Roper (1952), cuja técnica
consiste, inicialmente, na obtencdo do heterocario (presenga de nucleos distintos em
um citoplasma comum). O heterocario é formado quando conidios das linhagens
UT448 (com conidios brancos; y+,w) e A757 (com conidios amarelos; y,w+) sao co-
inoculados em Meio Minimo liquido. Posteriormente, a massa micelial formada
(heterocario) é inoculada em placas de petri contendo Meio Minimo (MM) e estas,
por sua vez, sao incubadas a 37°C durante cinco dias. Ao final desse periodo,
observa-se, a partir do heterocario, algumas regides/setores de crescimento
vigoroso, homogéneo e com conidios verdes. Estes setores consistem em provaveis
diploides (y+,w/ly,w+), uma vez que o gene w+ € epistatico sobre os alelos y+ e y.
As regides com conidios verdes sdo transferidas para novas placas, contendo MM e
novamente incubadas a 37°C por cinco dias, para que haja a confirmacado de
prototrofia destes conidios, resultantes da condicdo heterozigota dos marcadores
nutricionais. O crescimento dos conidios verdes (y+,w//y,w+) em MM confirma a
condigao diploide (UT448//A757) dos mesmos. Os diploides obtidos sdo estocados
em MM a 5°C.

Quadro 1 - Gendtipo e origem das linhagen de A. nidulans

Linhagem  Gendtipo Origem
A757 yA2 (1), methA17 (1), pyroA4 (1V). FGSC*
UT448 riboAl (1), pabaAl24 (1), biAL(l), AcrAl (ll), wA2 (Il)  Utrecht**

Requerimentos nutricionais para: riboflavina= riboA1, acido p-aminobenzéico= pabaAl24, biotina=
biAl, metionina= methA17, pirodoxina= pyroA4. Coloracdo de conidios: branco= wA2, amarelo= yA2,
AcrAl, resisténcia a acriflavina. *FGSC= Fungal Genetic Stock Center. University of Kansas Medical
Center. Kansas. USA.**Utrecht, Holanda. Os parénteses representam os cromossomos |, I, e IV de
A. nidulans.
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Figura 10 - Origem da linhagem dipléide UT448//A757. A) Placa de petri contendo
MM com 4 discos de heterocario. B) Em maior aumento observam-se os paternais
UT448 (conidios brancos), A757 (conidios amarelos) e em verde o dipldide
UT448//A757 denominado PAS (conidios verdes).

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meio minimo (MM)

Adiciona-se 900 mL de agua destilada, 100 mL da solugdo concentrada de
MM (1000 mL de agua destilada; 60,0 g de NaNO3; 15,2 g de KH2PO4; 5,2 g de
MgSO4 . 7 H20; 5,2 g de KCI; 0,02 g de FeSO4 . 7 H20; 0,01 g de CuS0O4 . 5 H20;
0,01 g de ZnS0O4. 7 H20); 10 g de glicose, 15 g de agar.

3.2.2. Meio completo (MC):

Adiciona-se ao MM: peptona (2.000 mg/L™"), extrato de levedura (500 mg/L™"),

casaminoacido (1.000 mg/L™) e solucéo de vitaminas (1.000 pg/L).

3.2.3. Meio suplementado (MS)

Adiciona-se ao MM os nutrientes requeridos pelas linhagens UT448 e A757,
[riboflavina (0,1 ug/ml”), acido para-aminobenzoico (0,6857 ug/ml™”), biotina (0,02
ug/ml™"), metionina (149,21 pg/ml™") e pirodoxina (0,05 pg/ml™"), omitindo-se um dos
nutrientes em cada tipo de meio.

O pH dos meios de cultura foi ajustado ao valor 6,0. Os meios de cultura
foram autoclavados a 121°C a uma atmosfera de pressao, durante 20 minutos, e
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apos este periodo foram distribuidos em placas de petri de 90 x 15 mm. A

temperatura de incubacgao para o crescimento das linhagens foi de 37°C.

3.3. Tratamento do dipléide UT448//A757 com dipropionato de imidocarb (IMD)

Trés concentragdes do antiparasitario dipropionato de imidocarb (Imizol®)
foram utilizadas no presente estudo, 2,5 uM, 5 uM e 10 uM, as quais apresentaram
capacidade de ligacdo ao DNA de bovinos (Moore et al., 1996). O composto foi

adicionado ao MM fundido, apds ser solubilizado em H,O destilada.

3.4. Avaliacéo da citotoxicidade do IMD

Conidios do diploide UT448//A757 foram inoculados no centro de placas de
petri contendo MM (controle) e MM + IMD (tratamento). Foram utilizadas dez placas
para cada concentragéo (2,5 uM, 5 uM e 10 pyM) e para o controle, as quais foram
incubadas a 37°C. Os didmetros das col6nias foram medidos, com o auxilio de uma
régua, apos 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de incubagado. Os valores obtidos na
presenga e na auséncia da droga foram comparados estatisticamente utilizando-se o

teste t de Student, para p < 0,05.

3.5. Selecdo dos segregantes hapléides

Conidios da linhagem diploide UT448//A757 foram inoculados em placas de
petri, contendo MM (controle negativo), MM + IMD, nas concentragbes de 2,5 uM,
5 uM e 10 yM (tratamento) e MM + benznidazol (100uM) (controle positivo).
Kaneshima e Castro-Prado (2005) observaram em seus estudos o efeito
recombinagénico do benznidazol (antiparasitario) em células de A. nidulans. As
placas foram incubadas por cinco dias em temperatura de 37°C. Os tratamentos
originaram segregantes, ou setores, mitéticos dipldides nas colbnias da linhagem
diploide original (UT448//A757) (Figura 11A).

Um segregante mitético foi isolado do tratamento com benznidazol (D3) e
nove segregantes foram isolados do tratamento com IMD: os dipldides D4 a D6
foram obtidos com 10uM de IMD, os diploides D7 a D9, foram obtidos com 5uM de
IMD e os dipldides D10 a D12, com 2,5 yM de IMD. Apds a purificagcdo em MM
(Figura 11B), os dipléides nao-tratados (controle, D1 e D2), e os tratados D4 a D12,
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foram transferidos para placas contendo MC + benomyl (0.2 ug/ml) (agente
haploidizante) (Figura 11C), para haploidizacdo e obtengcdo dos segregantes

hapldides parassexuais.

Figura 11 - Selegcdo dos segregantes hapléides. A) Haploidizagdo do dipldide D6
(obtido com 10uM de IMD) em MC+benomyl (seta). B) Purificagdo dos setores
(segregantes mitéticos) em meio MC. C) Segregantes haploides, estaveis em MC+
benomyl. D) Segregantes aneuploide (a esquerda) e hapldide (a direita), derivados
do dipléide cultivados em presenca de benomyl.

Para a realizagédo dos testes de recombinagénese, somente os segregantes
hapléides derivados dos dipléides tratados (D3 a D12) e nao tratados (D1 e D2)
foram utilizados (Figura 11D). Durante o desenvolvimento dos nucleos dipléides, que
ocorre através de mitoses sucessivas, 0 processo de ndo-disjungdo cromossémica

pode ocorrer originando nucleos aneupléides (2n-1; 2n-2, etc), extremamente
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instaveis, que seguem perdendo cromossomos ao acaso, até que o estado hapldide
seja novamente alcangado (PonteCorvo e Kafer,1958).

A identificacdo dos segregantes hapldides foi realizada através do teste de
instabilidade mitética, que consiste em inocular os segregantes mitéticos, obtidos em
MM + benomyl, em placas de petri contendo MC + benomyl (0,2 ug/mL). Aqueles
que se apresentarem instaveis na presenca de benomyl, originando novos setores
em suas coldnias, foram caracterizados como aneupldoides e descartados da
amostra. Por outro lado, os segregantes que se mantiveram estaveis mitoticamente
foram considerados hapldides e selecionados para a analise fenotipica (Franzoni et
al., 1997).

= = = =
i IR 1 W

Figura 12 - Instabilidade Mitética. A) Marcagao das placas de petri contendo MC com
replicador contendo 25 posi¢des + duas posigdes para os paternais. B) Conidios dos
setores hapléides selecionados inoculados em MC para posterior analise fenotipica.

Os conidios de cada setor hapléide foram transferidos, um a um, para
posicoes definidas em placas contendo MC (modelo 5x5) (Figura 12). Apds 48 horas
de incubacgao a 37°C, as colbdnias foram replicadas para meios seletivos apropriados,
visando a caracterizagao fenotipica dos segregantes hapléides. Os meios seletivos
foram preparados por meio da suplementagdo do MM com os nutrientes requeridos

pelas linhagens UT448 e A757, omitindo-se um dos nutrientes em cada tipo de meio.
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3.6. Ensaio de homozigotizacao

O indice de Homozigotizacdo (HI) para um determinado marcador nutricional
€ definido pelo quociente entre 0 numero de segregantes haploides prototroficos e o
numero de segregantes auxotrofixos (Pires e Zucchi, 1994) (Figura 13). O crossing-
over mitdtico induz a homozigotizagdo de genes presentes originalmente em
heterozigose. Desta forma, se o tratamento do dipléide UT448//A757 com IMD
induzir o crossing-over mitético, apenas dipldides prototroficos heterozigotos (+/- ou -
/+) ou homozigotos (+/+) serdao obtidos, uma vez que os dipldides auxotréficos (-/-)
nao se desenvolvem em MM. Neste caso, a haploidizagao destes dipldides produzira
hapldides prototréficos e auxotroficos na proporgéo 4:2, originando um valor de HI
igual ao valor 2,0. Por outro lado, na auséncia de crossing—over, os valores de HI
serao inferiores a 2,0. No ensaio de Homozigotizagao, valores de HI menores que
2,0 indicam auséncia de crossing-over para um determinado gene. Em
contrapartida, Hls maiores que 2,0 indicam a ocorréncia de mais de um evento de

recombinacao, envolvendo um determinado marcador.

N° segregantes prototroficos

N° segregantes auxotroficos

Figura 13 - Férmula para céalculos dos valores do indice de homozigotizacéo.
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Figura 14 - Origem dos dipléides heterozigotos (-/+ e +/-) e homozigoto (+/+)
resultantes do crossing-over mitético entre os genes paba e bi. *Dipldides
homozigotos (-/-) ndo sao selecionados em MM.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo do potencial recombinagénico de compostos quimicos, por meio
da indugdo de homozigose de alelos mutantes, tem permitido a identificagdo de
diversas classes de compostos com efeito genotoxico (Pires e Zucchi, 1994,
Miyamoto et al., 2007; Franco et al., 2010). No presente estudo, o ensaio de
homozigotizagao realizado com o IMD, nas concentragées de 10uM, 5uM e 2,5uM,
demonstrou que este babesicida € um potente indutor da recombinagao mitética em
células de Aspergillus nidulans. Por outro lado, o crescimento micelial do dipldide
UT448//A757, tratado com as concentracdes de IMD acima citadas, ndo foram
estatisticamente diferente do controle, uma vez que as col6nias dos dipléides
tratados n&o apresentaram alteragbes morfologicas distintas dos dipldides controle
(ndo tratados com o IMD). Desta forma as concentragbées de IMD utilizadas (10uM,

5uM e 2,5uM) foram caracterizadas como nao-citotoxicas (Figura 15).

_E 5- == controle
=
o 7] IMD 2,5 pM
3 4 FEE IMD 5,0 pM
m p—
8 E 3 =27 IMD 10,0 pM
E S
3 2
g
a 1
0 [10an

0.0 240 48.
Tempo (h)

Figura 15 - Crescimento micelial do diploide UT448//A757 em MM (controle), MM
+2,5 uM, 5 yM e 10 uM de IMD.

Os valores de HI para quaisquer marcadores nutricionais de uma linhagem
heterozigota de A. nidulans, apds sofrerem pelo menos um evento de crossing-over

mitotico, serdo iguais a 2,0 (o valor de HI é determinado pela razdo entre o numero
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de segregantes prototréficos e o numero de segregantes auxotréficos) (Pires e
Zucchi, 1994). Por outro lado, valores de HI superiores a 2,0 indicam a ocorréncia de
mais de um evento de crossing-over mitético no intervalo entre um determinado
marcador genético e o centrdbmero (Stoll et al., 2008). O ensaio de homozigotizagao
nao permite a selecdo de dipldides auxotréficos homozigotos (-/-), uma vez que
estes dipléides ndo crescem em MM. Apesar disto, dipléides homozigotos para os
marcadores de coloragdo de conidios (y e w) podem ser selecionados em MM,
desde que estes sejam prototroficos (Franco et al., 2010).

Para que se possa avaliar o potencial recombinagénico de um composto, por
meio do ensaio de homozigotizagdo, é necessario que a linhagem dipldide original
(UT448//A757) seja heterozigota para diferentes marcadores genéticos. A posterior
analise fenotipica dos segregantes mitoticos, derivados do diploide UT448//A757
tratado com IMD, permite a identificacdo do intervalo genético em que ocorreu o
evento de permuta mitética (Lynn et al., 2004; Miyamoto et al., 2007).

O tratamento do diploide UT448//A757 com diferentes concentragdes de IMD
(10 uM, 5 uM e 2,5 uM) permitiu o isolamento de nove diploides prototroficos (D4 a
D12), os quais apresentaram as mesmas caracteristicas morfolégicas do dipldide
original.

Um dos diploides obtidos com a maior concentracdo de IMD (10 pM),
denominado D5, produziu conidios amarelos, sendo, portanto, homozigoto para o
gene y (y/ly). Os segregantes mitéticos derivados do dipléide D5 foram analisados
fenotipicamente para o calculo dos valores de Hl.

A auséncia de segregantes auxotréficos para biotina e metionina (bi; meth)
nesta analise indica que o dipléide D5 é homozigoto ndo s6 para o gene y, como
também para os genes bi* e meth®. O dipléide D5 &, portanto, recombinante para os
cromossomos | e Il (Figura 16). indices de Homozigotizacdo com valores superiores
a 2,0 e significativamente diferentes dos valores do controle foram também obtidos
para os outros dois dipldides tratados com 10 uM de IMD (D4 e D6) (Quadro 2).

Os valores de HI dos diploides D7 a D9, obtidos com a concentragao de
5 uM (intermediaria), demonstraram, igualmente, o potencial recombinagénico do
IMD, pois tais valores foram maiores do que 2,0 e estatisticamente diferentes do
controle negativo, para os marcadores nutricionais analisados paba e met (Quadro
2).
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O potencial genotoxico do IMD foi observado também na menor
concentragao utilizada no presente estudo (2,5 uM), onde os dipldides D10 a D12
originaram Hls > 2,0 e significativamente diferentes do controle negativo, para todos

os marcadores analisados (Quadro 2).

_ ko paba Y bi w +
1 1 1 1 1 1
1 5
1 1 T 1 1 1
2 —-—-—--.----—-\ p—— B m————— LY f i e ;—E
i \ 1
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Figura 16 - Esquema da segregagao do diploide D5 (y-amarelo) recombinante para o
intervalo paba-y no cromossomo | e no cromossomo |l sofrendo duplo crossing-over
entre o gene w e meth e outro entre o gene meth e o centrdbmero.

Estudos sobre o potencial genotoxico de alguns herbicidas demonstram que
as mais altas concentrag¢des utilizadas nos ensaios, nem sempre produzem as mais
altas frequéncias de recombinagéao. Estes resultados foram explicados pelo potencial
citotdéxico destes herbicidas, quando utilizados em concentragbes elevadas (Kunz,
1985). Em nossos estudos, as concentragées de 2,5 uyM a 10 uyM de IMD foram
genotoxicas (Quadro 2), porém nao interferiram no crescimento micelial dos
diploides tratados com as referidas concentragdes (Figura 15).

A recombinagdo mitotica entre cromossomos homoélogos pode ocasionar o
processo de perda da heterozigosidade (LOH), observado em varios tipos de
tumores. De fato, a LOH induzida pela recombinagao mitética tem sido caracterizada
como um dos principais agentes promotores de neoplasias (Vrieling, 2001).

A LOH decorrente da recombinagao mitética ocorre quando, apdés um evento
de permuta em um determinado intervalo genético, uma cromatide recombinante

segrega com uma paternal para o mesmo poélo mitético. Uma das células-filhas
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formadas passara a apresentar homozigose para todos os alelos localizados em
posicao distal ao ponto de permuta (Wang et al., 2009) (Figura 8).

A associacdo entre os processos de recombinacdo somatica e
carcinogénese foi inicialmente descrita por Cavenne et al. (1983) em células
humanas heterozigotas para o alelo mutante do locus Rb-1 (rb*/rb), localizado no
cromossomo 13. A recombinagdao somatica foi responsavel pela perda do alelo
funcional, apds a ocorréncia de um crossing-over mitético, em clones de células
rb/rb (Figura 8). A frequéncia de eventos de homozigose no cromossomo 13 foi
posteriormente estudada por Dryja et al. (1986) em células tumorais de
retinoblastoma. Os autores observaram que cerca da metade de todos os
retinoblastomas sdo homozigotos para grandes regides do brago longo do
cromossomo 13 e que esta homozigose pode representar um evento fundamental na
oncogénese de um numero consideravel de retinoblastomas.

A carcinogénese decorre de uma série de alteragdes genéticas e/ou
epigenéticas que direcionam a transformagao de uma célula normal em neoplasica.
Alteracbes em genes supressores de tumor, os quais, em condigdes fisiologicas, tém
a funcao de retardar o processo de divisao celular, tém sido caracterizadas como
relevantes no desenvolvimento de neoplasias (Velasco et al., 2008; Szewczuk et al.,
2009).

O gene supressor de tumor P53 tem fungédo preponderante na manutengéo
da estabilidade gendmica, sendo, por este fato, denominado “guardido do genoma”.
O gene p53 codifica uma fosfoproteina nuclear (p53) que atua no chek-point G1/S
do ciclo celular.

Mutagcdes na proteina p53, frequentemente observados em canceres
humanos, levam a instabilidade genémica e ao aumento da recombinagao homdloga
espontanea (Willers et al., 2000; Fett-Conte e Salles, 2002). Varios mecanismos
genéticos de inativagdo do gene TP53 ja foram descritos, tais como: mutagdes de
ponto, delecbes homozigotas e LOH.

A LOH do locus TP53 estd associada aos processos de iniciacdo e
progressao de varias malignidades humanas e tem sido observada tanto em
estagios iniciais ou avancados de diferentes neoplasias (Lasko e Cavenee, 1991;
Hainaut e Hollstein, 2000; Yang et al., 2002; Szewczuk et al., 2009)
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Quadro 2 - indice de Homozigotizagao (HI) com valores dos marcadores para UT448//A757, linhagens dipldides apds
tratamento com 10 uM (D4-D6), 5 uM (D7-D9) e 2.5 uM (D10-D12) de imidocarb

Marcadores® D1° D2 D3° D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

€€

NS¢ NS® Total HI NS HI NS NS NS Total HI NS NS NS® Total HI NS¢ NS¢ NS Total HI

ribo+ 44 85 129 13 93 3.0 99 41 99 239 23 170 112 87 369 2.2 81 185 168 434 2.6*
ribo 33 68 101 31 35 32 36 103 73 44 51 168 32 62 72 166
paba+ 39 84 123 1.1 92 29* 96 67 99 262 33* 170 112 87 369 22 84 185 166 435 26"
paba 38 69 107 32 38 06 36 80 73 44 51 168 29 62 74 165
bi+ 43 82 125 1.2 96 34 106 73 99 278 43* 171 110 88 369 22 84 185 167 436 27"
bi 34 71 105 28 28 0 36 64 72 46 50 168 29 62 73 164
meth+ 43 85 128 1.3 96 34 90 73 84 247 26 186 139 123 448 50 93 209 174 476 3.8*
meth 34 68 102 28 44 0 51 95 57 17 15 89 20 38 66 124

?ribo = riboflavina; paba=4cido p-aminobenzdico; bi = biotina; meth = metionina. "Controle Negativo, ndo tratado com imidocarb ou benznidazol.
°Controle Positivo, diploide tratado com 100 uM de benznidazol. °NUmero de segregantes mitoticos.*Significamente diferente do controle
negativo (Tabela de contingéncia, Yates Corrected Chi-Square, p< 0.05).



A recombinagdo homodloga (HR) € um processo envolvido no reparo de
lesdes que ocorrem espontaneamente durante a fase S do ciclo celular (Knudson,
1993; Arnaudeau et al., 2000; Helleday, 2003). Este reparo requer a presenca de
uma sequéncia homéloga para atuar como um molde no evento de reparagéo. No
final das fases S ou G2 do ciclo celular, estes moldes podem ser fornecidos pela
presenca de cromatide irma idéntica. Este processo € livre de erros e restaura a
sequéncia do DNA, tornando-a como era antes do dano (Johnson e Jasin, 2001;
Vrieling, 2001). Por outro lado, quando o doador homodlogo € o cromossomo
homodlogo, o reparo por HR tem o potencial de levar a LOH dos marcadores
parentais. Na verdade, a recombinagcdo somatica entre cromossomos homologos
leva @ LOH do locus distal no evento de HR, se as cromatides irm&s recombinantes
segregarem para polos mitoticos opostos (Helleday, 2003; Moynahan e Jasin, 2010).

Além de apresentar semelhancgas estruturais com compostos que possuem
capacidade conhecida de se ligar ao DNA, como as poliaminas, espermina e
espermidina celulares (Lambros et al., 1977; Bacchi et al., 1981; Moore et al., 1996),
o IMD tem sido descrito como um potente inibidor da sintese de acidos nucléicos.
Em baixas concentragdes, o IMD inibiu mais de 50% da incorporagéo da hipoxantina
[°H] nos &cidos nucléicos de B. bovis in vitro (Nott et al.,1990). Levando em conta o
potencial recombinagénico dos bloqueadores da sintese de DNA, a agao
recombinagénica do IMD, mostrada no presente estudo, pode estar associada a
inducdo de reparo recombinacional na quebra das fitas de DNA, induzida por este
babesicida.

A literatura descreve que uma alta e persistente concentracdo de IMD
permanece no corpo do animal, especialmente no figado e rins de espécies
ruminantes. O "efeito reservatério" da droga no corpo dos animais tem sido
associado a presenga de concentragdes de IMD detectaveis no leite de ovelhas até
10 dias apos a injecdo da droga (Moore et al., 1996; Lai et al., 2002).
Adicionalmente, Lai et al. (2002) encontraram elevadas concentragdes e de longa
duracédo de IMD no cérebro de ovinos e caprinos, mostrando que a droga pode se
difundir através da barreira hemato-encefalica, fornecendo evidéncias de possiveis
efeitos neurotoxicos do IMD.

No presente estudo, o IMD foi caracterizado como um potente indutor de
recombinagcdo mitética. Assim como o IMD, compostos quimicos previamente

descritos como recombinagénicos em A. nidulans foram também classificados como
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recombinagénicos em células de mamiferos (Beaula e Subramanyan, 1991; Santos
et al., 1994; Arnaudeau et al., 2000; Kaneshima e Castro-Prado, 2005; Miyamoto et
al., 2007). Considerando o longo tempo de eliminagcdo do IMD no leite e em tecidos
de animais, bem como sua caracteristica estrutural (Moore et al., 1996; Lai et al.,
2002), pesquisas recentes sugerem que, embora o IMD seja eficaz no tratamento ou
na profilaxia da babesiose, a sua presenca nos tecidos de animais, utilizados como
alimento, pode apresentar risco alimentar para os consumidores humanos. Todavia,
é fato que demais estudos se fazem necessarios para investigar o real potencial
genotéxico do IMD em células de mamiferos, especialmente devido a associagao
entre a recombinagcdo homoéloga e tumorigéneses (Lasko et al., 1991; Moynahan e
Jasin, 2010).
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a)

5. CONCLUSOES

O antiparasitario IMD induz recombinagao mitética em células dipldides de A.
nidullans.

O potencial recombinagénico do IMD pode estar associado a indugéo do reparo
recombinagénico das quebras induzidas no DNA por este farmaco.

Considerando que este composto €& comercialmente utilizado na medicina
veterinaria e na pecuaria e que o mesmo apresenta efeito residual no figado,
musculos e rins de animais tratados com IMD, os resultados do presente estudo
destacam a necessidade de novas investigagcbes sobre a genotoxicidade deste
babesicida, uma vez que compostos caracterizados como recombinagénicos
podem atuar como agentes promotores de neoplasias.

Em suma, ressaltamos ser imprescindivel a ampliacdo do periodo de caréncia
para o consumo humano da carne de bovinos, ovinos e suinos, uma vez que o
periodo de 28 dias, estabelecido pela Intervet do Brasil Veterinaria Ltda, ndo é

suficiente para garantir o consumo humano seguro de carne, leite e derivados.
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