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RESUMO 

SANTOS, Paula Andréia de Souza Rodrigues, M.Sc. Universidade Estadual de 
Maringá, dezembro de 2011. Genotoxicidade do antiparasitário dipropionato de 
imidocarb (imizol®) em células de Aspergillus nidulans. Orientadora: Profª. Drª. 
Marialba Avezum Alves de Castro-Prado. Professoras Conselheiras: Profª. Drª. 
Claudete Aparecida Mangolin e Profª. Drª. Sandra Aparecida de Oliveira Collet. 

 

O dipropionato de imidocarb (IMD) é um inibidor da síntese de ácidos nucléicos, 

amplamente utilizado no tratamento e controle da babesiose. Estudos realizados 

com bovinos, suínos e ovinos tratados com IMD revelaram a persistência de altas 

quantidades deste babesicida no corpo destes animais. Considerando-se que 

inibidores da síntese de DNA podem ter efeitos recombinagênicos e que o processo 

de recombinação mitótica tem participação na carcinogênese, o presente estudo 

teve como objetivo investigar o potencial genotóxico do IMD, por meio de seu efeito 

sobre o crossing-over mitótico, em células diplóides de Aspergillus nidulans. A 

linhagem heterozigota UT448//A757 de A. nidulans e o ensaio de homozigotização 

foram utilizados para atingir os objetivos propostos. O efeito recombinagênico do 

IMD pode ser observado em concentrações não-citotóxicas de 2,5 µM, 5,0 µM e 10,0 

µM, por meio dos índices de homozigotização, calculados para diferentes 

marcadores nutricionais, e pela origem de um diplóide recombinante, homozigoto 

para marcadores dos cromossomos I e II de A. nidulans. O potencial 

recombinagênico do IMD pode estar associado ao reparo recombinagênico de 

lesões no DNA, induzidas por este babesicida. Inibidores da síntese de DNA, tal 

como o IMD, induzem quebras no DNA e atuam como promotores no processo de 

carcinogênese. Considerando-se que a recombinação mitótica pode originar clones 

de células homozigotas para alelos deletérios, os resultados do presente estudo 

destacam a necessidade de novas investigações acerca do potencial genotóxico 

deste composto, não somente pela associação entre os processos de recombinação 

homóloga e tumorigênese, mas também pela persistente retenção do IMD no leite e 

em tecidos comestíveis de animais. 

 

Palavras-chave: Aspergillus nidulans, Índice de homozigotização, genotoxicidade,  

babesiose, inibidores da síntese de DNA. 
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ABSTRACT 

SANTOS, Paula Andréia de Souza Rodrigues, M.Sc. Universidade Estadual de 
Maringá, 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 

µM to 10.0 µM) 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 I and II 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O antiparasitário dipropionato de imidocarb (IMD) (3,3’bis(2-imidazolin-2-

yl)carbanilida) é um derivado da carbanilida, tradicionalmente usado na medicina 

veterinária para o tratamento de infecções causadas por parasitas intracelulares, tais 

como Ehrlichia sp., Anaplasma sp. e Babesia sp. O mecanismo de ação do IMD, 

entretanto, não está totalmente elucidado (Rodrigues et al., 2006). 

 Estudos recentes demonstram que o IMD é retido em tecídos consumíveis 

de bovinos e ovinos por um período de até 6 meses após sua última administração. 

Estes resultados contrastam o período de carência determinado pelo fabricante do 

Imizol® (Intervet do Brasil Veterinária 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 ácidos nucléicos, tais como as 

pentamidinas, poliaminas e spermidinas. (Moore et al., 1996). Diante disto, estudos 

que investigaram a capacidade de ligação do IMD ao DNA, das pentamidinas e 

spermidinas demonstraram a competitividade pelos sítios de ligação ao DNA entre 

estes compostos (Moore et al., 1996). 

 Compostos que se ligam ao DNA, tais como doxorrubicina e etoposida são 

amplamente utilizados no tratamento do câncer, alterando processos celulares 

importantes, dentre os quais destaca-se a síntese de DNA. Inibidores da síntese de 

DNA foram também caracterizados como potentes indutores do crossing-over 

mitótico (Becker e Castro-Prado, 2004). Este processo, por sua vez, tem sido 

associado tanto à alteração de proto-oncogenes, quanto à progressão 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 recombinação somática pode 

induzir a homozigose de genes deletérios, através da segregação de uma cromátide 

paternal e uma recombinante para o mesmo pólo mitótico (Souza-Júnior et al., 2007; 

Franco et al., 2007) e que a recombinação somática pode atuar como um 

mecanismo precursor da carcinogênese, o presente estudo tem como objetivo 

avaliar a genotoxicidade in vivo do IMD em células heterozigotas de Aspergillus 

nidulans. Este microrganismo é considerado um sistema modelo para o estudo do 

crossing-over mitótico, devido ao fato de que suas células permanecem na fase G2 
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por um grande período do ciclo celular. Nesta fase os cromossomos encontram-se 

duplicados, favorecendo a ocorrência da recombinação mitótica. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

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

A Babesiose é uma doença parasitária, causada por protozoários 

hemotrópicos do gênero Babesia sp., família Babesiidae, ordem Piroplasmida e filo 

Apicomplexa (Vial e Gorenflot, 2006). O nome Apicomplexa é derivado da presença 

de um complexo de organelas situado no ápice celular de determinadas fases da 

vida destes protistas. Este complexo inclui vesículas que secretam enzimas, as 

quais permitem ao parasita invadir as células do hospedeiro (Vannier et al., 2008). 

Pertencem a este gênero mais de 70 espécies, as quais foram descritas em 

vários animais, dentre elas, Babesia bigemina, B. bovis e B. divergens em bovinos; 

B caballi e B. equi em equinos; B. canis em cães; 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 são transmitidos por carrapatos dos gêneros: Ixodes, 

Dermacentor, Haemaphysalis e Rhipicephalus. Destaca-se que os carrapatos do 

gênero Ixodes são os mais comumente encontrados (Boustani e Gelfand, 1996).  

Na América do Sul, os parasitas B. bigemina e B. bovis têm como vetor o 

carrapato R. microplus (Guglielmone, 1995). No nordeste dos Estados Unidos, B. 

microti é transmitida pela espécie I. dammini, enquanto, no Reino Unido, o referido 

parasita é transmitido pela espécie I. trianguliceps. Na Europa, a espécie I. ricinus é 

a responsável pela transmissão da babesiose bovina. Todavia, o vetor responsável 

pela transmissão de WA-1 ainda não foi definido, mas o carrapato I. pacificus é 

apontado como o candidato mais provável (Boustani e Gelfand, 1996). 

O primeiro relato da babesiose foi feito no livro de Êxodo, capítulo 9, verso 3, 

no qual essa doença aparece no gado do Faraó egípcio Ramsés II (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 egípcios, pois se 

trata de uma doença parasitária transmitida por carrapatos, os quais eram 

abundantes nos tempos bíblicos e, portanto, com proliferação extremamente rápida 

(Earle, 1989). É, entretanto, questionável se a praga referida no livro de Êxodo se 

trate realmente do que hoje conhecemos por babesiose, uma vez que não há 
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maiores detalhes que possibilitem afirmar categoricamente se tratar da mesma 

maleza parasitária (Mihalca et al., 2010). 

A babesiose foi a primeira doença transmitida por vetores a ser descrita na 

literatura (Smith e Kilbourne, 1893). O protozoário Babesia sp., similarmente ao 

parasita da malária, possui uma estreita afinidade por eritrócitos e, devido a este 

fato, pode ser confundido com o agente da malária, Plasmodium sp. Ambos 

protozoários diferem entre si em uma série de características, tais como: a) a maioria 

das espécies de Babesia não possui a fase exoeritrocítica em seu desenvolvimento, 

sendo uma característica distinta em relação ao agente da malária, b) a Babesia sp. 

divide-se por fissão binária e não por esquizogonia, além de desenvolver-se no 

citoplasma do eritrócito hospedeiro e não no interior de um vacúolo parasitóforo, 

como o faz o parasita da malária, e c) as espécies de Babesia não formam o 

pigmento característico, denominado hemozoína, em eritrócitos infectados, como 

fazem as espécies do gênero Plasmodium (Schuster, 2002). 

Os parasitas intraeritrocitários do gênero Babesia sp. são os causadores 

mais comuns de infecções parasitárias (Homer et al., 2000). Dessa forma, destaca-

se sua importância na veterinária voltada para gados, cavalos e cães, ganhando, 

assim, cada vez mais a atenção dos profissionais da área, como um problema de 

doença zoonótica emergente (Brasseur et al., 1998; Vial e Gorenflot, 2006). 

As babesioses são responsáveis por severos danos à sanidade animal, o 

que gera um grande impacto econômico na pecuária bovina mundial. A doença é 

desencadeada, sobretudo, pela massiva destruição eritrocítica, decorrente dos 

aspectos biológicos dos agentes causais, ao realizarem parte de seu ciclo no interior 

destas células. O risco de infecção por Babesia sp. é decorrente da presença de 

populações de carrapatos infestantes, da capacidade de transmissão do carrapato 

(Soares et al., 2000), e de mudanças climáticas que ocorrem em decorrência do 

aquecimento global, que prolongam o período de atividade do carrapato ou alteram 

sua distribuição em áreas de risco (Zintl et al., 2003). 

As manifestações clínicas da babesiose em animais podem ser variáveis, 

sendo observados diferentes graus de gravidade, que oscilam em função da 

virulência e patogenicidade entre as espécies e entre isolados de Babesia sp. 

(Soares et al., 2000; Mendonça et al., 2003). Os sintomas comumente observados 

são hemoglobinemia, hemoglobinúria, palidez de mucosas, febre, sialorréia, 

depressão, distúrbios neurológicos e tremores (Zintl et al., 2003; Rodrigues et al., 
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2005). Além desses sintomas, é possível verificar áreas edemaciadas, 

especialmente nos membros inferiores como, bolsa escrotal, vulva, baixo ventre e 

podem ocorrer também na região encefálica (Massard e Fonseca, 2004). Há ainda a 

motilidade intestinal e ruminal que são aumentadas, e os espasmos do esfíncter anal 

periportal podem levar a diarréia esquistossomótica (Zintl et al., 2003). Fezes 

ressecadas, apresentando acentuada mucosidade de coloração amarelada, podem 

também ser observadas (Massard e Fonseca, 2004). 

Existem duas classes de hospedeiros para o gênero Babesia sp., um 

invertebrado (ou artrópode) e outro vertebrado. O vetores invertebrados (Ixodes sp., 

Dermacentor sp., Haemaphysalis sp. e Rhipicephalus sp.) se alimentam de 

hospedeiros vertebrados, os quais são responsáveis 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 início quando o carrapato suga um 

hospedeiro vertebrado infectado. O artrópode ingere várias formas do parasita 

presentes nas hemácias do hospedeiro infectado (Fig. 1A), mas somente algumas 

formas, consideradas gametócitos, são capazes de evoluir no seu organismo 

(Mehlhorn e Schein, 1984; Chauvin et al., 2009). 

No carrapato, os gametócitos desenvolvem-se em gametas masculinos 

(microgametas) e femininos (macrogametas), os quais se fundem posteriormente 

(Figura 1B), formando um zigoto móvel (Figura 1C). Este zigoto móvel invade as 

células intestinais do carrapato, onde se multiplica assexuadamente, formando os 

esporocinetos (Homer et al., 2000). Os esporocinetos são disseminados pelo 

organismo do carrapato, atingindo todos os seus órgãos, incluindo os ovários e as 

glândulas salivares. Nos ovários podem penetrar nos ovos, que originam larvas 

infectadas, sendo transmitidas para a próxima geração de carrapato (transmissão 

transovariana). Nas glândulas salivares, os esporocinetos se multiplicam (Figura 1D) 

e formam os esporozoítos (Figura 1E), formas infectantes que são transmitidas aos 

hospedeiros vertebrados através da picada (Figura 1F e  G). 

Algumas espécies de Babesia sp. podem invadir inicialmente os linfócitos do 

hospedeiro vertebrado e, em seguida, diferenciar-se em esquizontes multinucleados. 

Estes, por sua vez, se diferenciarão em merozoítos, os quais brotam dos 

esquizontes, lisando a célula. Estes merozoítos e/ou esporozoítos (espécies de 

Babesia sem fase pré-eritrocítica) invadem os eritrócitos, infectando-os. Essa 

invasão acontece por meio do processo de invaginação (Figura 1H). 
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A partir deste momento, a maioria dos merozoítos se divide em trofozoítos 

por fissão binária, formando dois, ou às vezes quatro, indivíduos nos eritrócitos 

(Figura. 1I) (Homer et al., 2000). Por fim, a célula hospedeira rompe-se e os 

organismos são liberados, penetrando em novos eritrócitos (Wright, 1991).  

 

2.2. Babesiose animal 

A babesiose bovina é uma importante doença parasitária nos países de 

clima tropical e subtropical, incluindo o continente das Américas. A doença é 

causada pelos agentes etiológicos B. bigemina e B. bovis, transmitidos pelo vetor R. 

microplus (Barci et al., 1994; Souza et al., 2000; Mendonça et al., 2003; Vieira et al., 

2003; Juliano et al., 2007). 

No Brasil, dentre os 24 surtos de babesiose bovina (ou tristeza parasitária 

bovina), ocorridos no período de agosto de 2007 a outubro de 2009 no sertão 

paraibano, dois foram causados por B. bigemina, dois por Babesia não identificada e 

outros dois por infecção mista de Anaplasma marginale e Babesia sp. (Costa et al., 

2011).  

O prejuízo econômico atribuído à babesiose é resultante da baixa produção 

de leite e carne, da mortalidade dos animais e das perdas indiretas, decorrentes de 

medidas de quarentena e de combate ao vetor com a utilização de drogas 

antiparasitárias (Barci et al., 1994).  

As manifestações clínicas da doença podem apresentar diferentes graus de 

gravidade, que variam em função da virulência e patogenicidade entre espécies e 

isolados de Babesia sp. Os isolados, provenientes de diferentes regiões geográficas, 

podem apresentar variações genéticas e antigênicas entre si (Losos, 1986; 

Dalrymple et al.,1992). 

O controle da babesiose bovina baseia-se na adoção de estratégias que 

visam reduzir ou eliminar as populações de carrapatos vetores, bem como a 

utilização de vacinas constituídas pelo parasita atenuado (Bastos et al., 2009). A 

eficácia destas vacinas, entretanto, é restrita às regiões endêmicas específicas, de 

onde o parasita foi isolado (Brayton et al., 2007).  

O principal método de controle das populações de R. microplus baseia-se na 

utilização de carrapaticidas, uma vez que a eficácia das vacinas comerciais anti-

carrapatos é inconsistente em diferentes regiões geográficas. O desenvolvimento de 



 

7 

populações de carrapatos resistentes a carrapaticidas representa uma séria ameaça 

à indústria do gado. Um melhor entendimento das interações entre vetor 

(carrapatos), parasita (protozoários) e hospedeiro (gado) é necessário para o 

desenvolvimento de modelos e estratégias epidemiológicas que visam a impedir a 

reinvasão do vetor R. microplus em zonas livres dessa espécie e a introdução de B. 

bovis, em áreas não-endêmicas (Bastos et al., 2009). 

 

 

   

Figura 1 -  Ciclo de vida no hospedeiro invertebrado. Parasitas visíveis no interior 
dos eritrócitos ingeridos pelos carrapatos (A). Fusão de gametas (B). O zigoto, então 
formado, passa a infectar e mover-se através dos tecidos dentro do carrapato (C). O 
zigoto chega às glândulas salivares, infectando os ácinos, o que culmina na 
formação de um esporoblasto multinucleado indiferenciado (D). Formam-se 
organelas especializadas dos futuros esporozoítos (E). Os esporozoítos maduros 
brotam dos esporoblastos (F). Os esporozoítos são inoculados no hospedeiro 
vertebrado (G). Os esporozoítos (ou merozoítos) atacam a células eritrocitárias do 
hospedeiro vertebrado, por um processo de invaginação, dando início à infecção (H). 
Os parasitas tornam-se trofozoítos dividindo-se por fissão binária dentro do eritrócito 
(I). (Extraído de Homer et al., 2000). 
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Os agentes etiológicos da Babesiose equína são B. caballi e B. equi (Vial et 

al., 2006), os quais são transmitidos por carrapatos (vetores) dos gêneros 

Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus (Souza et al., 2000). No Brasil, Pereira et 

al. (2004) observaram maior incidência de B. equi em relação à B. caballi, por meio 

do Teste de Fixação de Complemento (TFC). Essa observação foi realizada com 

base nas análises de 204 equínos, com sintomas de babesiose, em diferentes 

municípios dos estados de São Paulo, Rio de Janeiro, Paraná e Rio Grande do Sul. 

Posteriormente, a região Norte do estado do Rio Grande do Sul foi caracterizada 

como uma área de alto risco para surtos de babesiose equína ocasionada por B. 

equi (Golynski et al., 2008).  

A distribuição geográfica das espécies de Babesia que infectam os equídeos 

é semelhante, ocorrendo principalmente nas regiões tropicais e subtropicais, mas 

havendo focos também em algumas áreas de clima temperado (Golynski et al., 

2008). 

A babesiose equína é caracterizada por lise eritrocitária ocasionando  

anemia, icterícia, hemoglobinúria e levando à morte do animal, quando não tratada 

adequadamente. A gravidade da resposta clínica pode, entretanto, ser variável, 

podendo evoluir para uma recuperação espontânea, após o hospedeiro apresentar 

uma resposta febril, sem o aparecimento de hemoglobinúria marcada por anemia 

(Vial et al., 2006). 

A babesiose canina tem como agentes etiológicos a B. canis e B. gibsoni, 

sendo ambas transmitidas pelos carrapatos (vetores) dos gêneros Dermacentor, 

Haemaphysalis e Rhipicephalus (Uilenberg et al., 2006).  

A espécie B. canis possui três subespécies: a) B. canis rossi sendo 

transmitida pelo vetor Haemaphysalis leachi, causando infecção fatal em cães 

domésticos, mesmo após a realização do tratamento, b) B. canis vogeli, transmitida 

pelo vetor Rhipicephalus sanguineus, levando a um quadro de infecção moderada e 

muitas vezes clinicamente inaparente e c) B. canis canis, transmitida pelo vetor 

Dermacentor reticulatus, cuja patogenicidade é intermediária entre as duas 

subespécies acima citadas (Zahle et al., 1998). 

As espécies B. canis e B. gibsoni são encontradas na Ásia, África, Europa, 

Oriente Médio e América do Norte, sendo este último, o continente de maior 

prevalência da primeira espécie citada (Vial et al., 2006). No Brasil, a baseiose 

canina causada predominantemente pelo patógeno B. canis vogeli foi descrita nos 
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estados de Goiás e Minas Gerais (Passos et al., 2005; Duarte et al., 2008), porém 

há relatos de babesiose causada pela espécie B. gibsoni, no sul do país. Os perfis 

de clivagens do material genômico de 105 cães infectados por Babesia sp., no 

estado do Paraná, foram identificados através da técnica da reação em cadeia da 

polimerase e da análise de restrição de fragmentos polimórficos (PCR-RFLP), os 

quais apresentaram-se compatíveis 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 clínicos da babesiose canina apresentam uma combinação de 

sintomas, envolvendo uma síndrome febril e hemolítica, e insuficiência renal grave, a 

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

 

2.3. Diagnóstico da Babesia sp. 

O diagnóstico clínico da babesiose animal é composto, inicialmente, pela 

busca de informações a respeito de possíveis passagens dos animais por áreas 

onde a babesiose é endêmica, ou por áreas infestadas por carrapatos (Homer et al., 

2000). O diagnóstico da babesiose humana, por outro lado, depende de uma 

suspeita clínica inicial, uma vez que os sintomas da infecção babesial se sobrepõem 

aos sintomas de outras doenças severas. Não existem sinais patognomônicos no 

exame físico, entretanto a babesiose deve ser considerada quando o paciente 

apresenta sintomas semelhantes a uma virose e esteve presente em áreas onde a 

babesiose é endêmica.  

A babesiose também deve ser considerada em portadores da doença de 

Lyme ou de Anaplasmose granulocítica, pois quaisquer combinações destas três 

infecções podem ser transmitidas simultânemante pelo vetor I. scapularis. A 

babesiose é tipicamente mais severa em indivíduos imunocomprometidos, 

esplenectomizados e idosos (Krause et al., 2000; Pfeiffer et al., 2007; Vannier et al., 

2008). 

 No diagnóstico laboratorial, observa-se anemia hemolítica normocítica, com 

diminuição da haptoglobina sérica e hiperbilirrubinemia, com fração de bilirrubina 

indireta. As concentrações das enzimas desidrogenase lática, transaminases e 

fosfatase alcalina, podem apresentar-se elevadas (Boustani e Gelfand, 1996; 

Vannier et al., 2008). A análise de esfregaços sanguíneos revela contagem elevada 
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Múltiplos parasitas podem estar presentes em uma única célula sanguínea 

infectada, porém a porcentagem de eritrócitos infectados varia durante o curso da 

infecção. Frequentemente, menos de 1% dos eritrócitos são parasitados no início da 

doença. Portanto, múltiplos esfregaços sanguíneos devem ser examinados durante 

vários dias, para a identificação efetiva do parasita. Se, entretanto, a suspeita de 

babesiose persiste, a despeito da ausência do parasita em esfregaços sanguíneos, 

o DNA babesial pode ser amplificado das amostras de sangue do paciente, usando, 

para isso, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (Souza et al., 2000; Vannier et 

al., 2008). 

 

 
 

Figura 4 - A) Esquema da reação de imunofluorescência indireta. B) Microscopia da 
fluorescência da reação IFI para Babesia. Extraído de http://www.cnpgc.embrapa.br/ 
publicacoes/naoseriadas/babesia/babesia.html. 

 

A sorologia também é utilizada na confirmação do diagnóstico de babesiose. 

Testes de imunofluorescência indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimático (ELISA) 

podem ser utilizados para detecção de anticorpos anti-babesiais específicos (IgM e 

IgG) (Zintl et al., 2003). Nos testes de IFI, os anticorpos contra Babesia sp. são 

detectados por meio de uma anti-imunoglobulina de bovino, conjugada com um 

composto fluorescente (Figura 4A). Nas reações com resultados positivos, as células 

parasitadas, ligadas aos anticorpos anti-Babesia, exibem fluorescência esverdeada 

(Figura 4B). 

Os estudos sorológicos são de extrema importância não só para o  

monitoramento das infecções causadas pelo parasita, como, também, para a adoção 

de estratégias adequadas no controle da doença (Soares et al., 2000; Juliano et al., 

2007).  
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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 são os mais amplamente utilizados (Bock et al., 2004). 

O aceturato de diminazeno tem sido utilizado como agente de primeira linha 

no tratamento de infecções ocasionadas por B. gibsoni em cães, tanto no Brasil 

quanto no Japão (Dantas-Torres e Figueredo, 2006; Sakuma et al., 2009). Embora, 

o aceturato de diminazeno tenha ação anti-Babesia, na maioria das vezes, ele não 

consegue eliminar esta espécie de Babesia, levando a ocorrência de recidivas 

(Sakuma et al., 2009). O aceturato de diminazeno também é utilizado contra 

infecções causadas por B. bovis e B. divergens em bovinos. Uma única aplicação, 

via subcutânea ou intramuscular, na dose de 2,5-3,5mg/kg de aceturato de 

diminazeno, tende a ser eficaz contra a infecção. Este fármaco, entretanto, pode 

ocasionar efeitos adversos como ataxia, depressão e convulsão (Brandão et al., 

2003; Bock et al., 2004). Seu mecanismo de ação parece interferir na glicólise 

aeróbica e na síntese de DNA do parasita (Dantas-Torres e Figueredo, 2006).  

Uma estratégia alternativa de tratamento proposta por Baggish e Hill (2002), 

consiste na combinação dos fármacos atovaquona (ATV), um análogo da ubiquinona 

e azitromicina (AZM); um antibiótico macrolídeo. O antiparasitário atovaquona 

apresentou excelente resultado contra duas espécies de Babesia, a B. microti e a B. 

divergens. A combinação ATV + AZM eliminou a parasitemia por B. microti em 

humanos e em hamsters. Estes dois fármacos parecem apresentar efeito sinérgico, 

ou seja, nenhum dos fármacos conseguiu eliminar a parasitemia causada por 

Babesia quando administrados separadamente (Birkenheuer et al., 2004). Segundo 

estudos realizados por Weiss et al. (2001), a combinação 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 benefício de não ter sido detectado o aparecimento 

de efeitos tóxicos. Os autores também investigaram o efeito sinérgico da AZM com 

ATV em pacientes imunocomprometidos, portadores de HIV, obtendo resultados 

promissores quando utilizaram a combinação 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 combinação de clindamicina e 

quinona no tratamento da babesiose em um recém-nascido, que adquiriu a doença 
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por meio de transfusão sanguínea. Posteriormente, esta combinação se tornou o 

tratamento referencial para babesiose humana. Esta combinação, entretanto, na 

maioria das vezes, produz efeitos indesejáveis, tais como zumbido, vertigem e 

desarranjo gastrintestinal. A combinação de AZM e quinona tem sido utilizada 

alternativamente, em pacientes que não apresentavam melhora com a associação 

de clindamicina e quinona (Krause, 2003). 

 

2.4.1. Dipropionato de imidocarb 

 O dipropionato de imidocarb (IMD) (Figura 5) foi licenciado por alguns países 

e introduzido no mercado na década de 1970. Assim que entrou em circulação, 

tornou-se rapidamente o produto de escolha no tratamento da babesiose animal, por 

apresentar ação terapêutica e também ação profilática contra Babesia sp. (Zintl et 

al., 2003).  

 O IMD [3,3-bis-(2-imidazolin-2-yl)carbanilida] é um derivado da carbanilida, 

altamente solúvel em água e tradicionalmente utilizado na medicina veterinária para 

o tratamento de infecções 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 milhões de bovinos em 57 países, sendo usado 

amplamente em espécies produtoras de alimentos (Coldham et al., 1994). 

 

 
 

Figura 5 - Estrutura química do imidocarb - C25H32N6O5 - (Cas 55750-06-6, Riedel-
de Haën #33441). 
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O IMD é o único fármaco com ação quimioprofilática atualmente disponível 

no mercado. Ele fornece proteção contra doenças clínicas, por um período de 3 a 6 

semanas, além de permitir um nível suficiente de infecção para o desenvolvimento 

da imunidade, o que é extremamente importante, principalmente nas regiões onde a 

babesiose é endêmica (Vial e Gorenflot, 2006). Este babesicida deve ser 

administrado por via intramuscular ou subcutânea, porém nunca por via 

endovenosa. A quimioterapia é geralmente efetiva contra babesiose bovina com a 

administração de IMD na concentração de 1 a 3 mg/kg. Na dose de 3 mg/kg, o IMD 

fornece proteção contra B. bovis por um período de 4 semanas e também contra a 

B. bigemina, por um período de 2 meses (Bock et al., 2004).  

Os efeitos colaterais do IMD incluem vômitos, diarréia, tosse, tremores 

musculares, salivação, cólicas e irritação no local da injeção (Zintl et al., 2003). Para 

evitar estes efeitos colinérgicos adversos é recomendado a administração de 

atropina, na concentração de 0,04 mg/kg, 10 minutos antes da aplicação do IMD 

(Dantas-Torres e Figueredo, 2006). 

Existem também relatos sobre a retenção de resíduos do IMD pós-

tratamento quimioterápico, em tecidos comestíveis de animais, tais como fígado, rins 

e músculos. Essa retenção pode ocorrer por até seis meses após sua administração. 

São insuficientes as informações sobre a cinética da degradação do IMD, entretanto, 

sabe-se que os resíduos metabólicos deste fármaco são depositados no fígado e no 

rim, o que pode resultar na necrose destes tecidos. (Coldham et al., 1994; Souza et 

al., 2004).  

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

(2008), é obrigatório para todos os fármacos da classe dos antiparasitários que o 

fabricante de tais medicamentos indique no rótulo, na bula e na caixa do produto, o 

período de retirada (ou de carência) para cada espécie animal. Este período tem 

como objetivo evitar a presença de resíduos do produto veterinário nos alimentos 

como carne, leite, ovos, pescado e mel, acima do permitido e considerado prejudicial 

à saúde humana. Os limites máximos de resíduos (LMRs) são fixados com base em 

análises da substância ativa do produto veterinário usado para tratar ou prevenir 

doenças dos animais.    

O período de carência estipulado pelo fabricante (Intervet do Brasil 

Veterinária Ltda) é de 28 dias após a última administração, isto é, os bovinos 
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tratados com IMD (Imizol®) só poderão ser abatidos após este período. O período 

de carência para o consumo de leite de vacas tratadas com este fármaco é de dois 

dias após a última administração (CPVS – Compêndio de Produtos Veterinários).  

Adicionalmente, a retenção de xenobióticos nos tecidos animais depende de 

muitos fatores, tais como: a ligação da droga à macromoléculas celulares e a 

biotransformação da droga em metabólitos solúveis em água (Coldham et al., 1994). 

Estudos realizados sobre a farmacocinética do IMD em cães demonstram 

que a meia-vida plasmática deste fármaco é de 207 minutos, sendo 80% dele 

eliminados em 8 horas. Sua eliminação parece ser por meio da urina e das fezes. 

Entretanto, altas concentrações deste antiparasitário podem ser encontradas no 

fígado 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 

detectável em muitos tecidos um mês após uma única administração intramuscular. 

Coldham e colaboradores (1994), posteriormente, demonstraram que o IMD em 

bovinos poderia ser detectado também no fígado, até 224 dias após uma única dose 

intramuscular, apresentando uma meia-vida de 42.7 dias. 

A dificuldade em detectar os metabólitos do IMD na bile, urina, fígado e rins, 

bem como sua retenção prolongada no fígado, rins e nos músculos, sugerem um 

metabolismo mínimo do IMD em ovinos. Adicionalmente, em bovinos, poucas 

evidências foram observadas no metabolismo do IMD, em estudos realizados in vitro 

(Aliu et al.,1977). Já estudos de resíduos in vivo também demonstraram retenção 

prolongada do IMD em tecidos comestíveis de bovinos, sugerindo a baixa taxa no 

metabolismo deste fármaco (Moore et al., 1996).  

O mecanismo de ação do IMD baseia-se na indução de alterações 

morfológicas e funcionais do núcleo e do citoplasma do parasita (Silva et al., 2008). 

No entanto, a toxicidade seletiva do IMD não está totalmente clara, mas sabe-se que 

possui uma relação estrutural com as poliaminas, interferindo na produção e/ou na 

utilização destas moléculas, as quais estão envolvidas no metabolismo dos ácidos 

nucléicos (Coldham et al., 1995; Dantas-Torres e Figueredo, 2006). 

A poliamina alifática, ou simplesmente poliamina, é derivada da ornitina, 

após a etapa de descarboxilação inicial (ODC), sendo utilizada para designar três 

outras substâncias, tais como: espermidina, espermina e putrescina (Moinard et al., 

2005). As poliaminas são policátions alifáticos presentes em todas as células e 
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desempenham um papel regulatório na síntese de macromoléculas e na taxa de 

proliferação celular. A indução da biossíntese das poliaminas precede à síntese de 

ácidos nucléicos, como, também, a síntese protéica. (Medina et al., 2005). 

A presença de níveis elevados de poliaminas em células com rápida 

atividade de crescimento sugere que tais policátions podem interagir diretamente 

com os ácidos nucléicos (Medina et al., 2003). Os fosfatos, presentes nesses 

mesmos ácidos, podem atuar como alvos importantes nas interações DNA-

poliaminas (espermina e espermidina), embora não se possa excluir a interação das 

poliaminas com as bases nitrogenadas. De fato, diferentes graus de afinidade das 

poliaminas pelos dinucleotídeos CG e AT foram observados (Deng et al., 2000). 

A condensação do DNA induzida pelas poliaminas pode estar relacionada 

com as valências desses cátions, neutralizando a carga negativa dos fosfatos dos 

ácidos nucléicos. A espermina, em detrimento das poliaminas putrescina e 

espermidina, é mais eficaz em estabilizar e condensar o DNA. (Vijayanathan et al., 

2001). 

Segundo Bloomfield (1997), cátions análogos às poliaminas podem, da 

mesma forma, auxiliar na compactação do DNA celular, levando à redução da 

energia livre de transcrição. O DNA compactado apresenta uma característica 

morfológica toroidal, semelhante a um “doughnut”, que é estabilizada por pontes 

dissulfeto, tornando o núcleo mais compacto e hidrodinâmico. Além disso, essa 

extrema condensação protege o DNA da ação de agentes mutagênicos, radicais 

livres e nucleases (Feuerstein et al., 1989, Bloomfield et al., 1997). 

Embora o IMD seja um babesicida efetivo e amplamente utilizado nos países 

em que é licenciado, a semelhança estrutural entre este composto e as poliaminas, 

sugere a existência de possíveis efeitos genotóxicos decorrentes da ação do IMD, 

uma vez que as poliaminas apresentam efeitos inibitórios no metabolismo dos 

ácidos nucléicos e na síntese de proteínas, podendo ainda competir com o IMD pelo 

mesmo sítio de ligação ao DNA (Bacchi et al., 1981; Coldham et al., 1995). 

 
2.5. Recombinação mitótica 

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

eucarióticos (Kee et al., 2011), é regulado por uma seqüência organizada de 



 

17 

eventos, que assegura a cada célula-filha, um conjunto cromossômico balanceado e 

completo, necessário à sua sobrevivência (Lehninger, 2011).  

 O material genético celular está continuamente sujeito a lesões, de efeito 

direto ou indireto, oriundas de fontes exógenas e endógenas. Em resposta a estes 

danos, o DNA possui mecanismos de reparo que garantem a manutenção da 

integridade do genoma, promovendo a reparação e/ou a tolerância de lesões 

genotóxicas. Quando estes mecanismos de reparo falham, mutações 

potencialmente nocivas, como também rearranjos cromossômicos, são acumulados 

na molécula do DNA (Goldman et al., 2002). 

 As mutações espontâneas, bem como aquelas induzidas por agentes 

químicos, físicos ou biológicos geram instabilidade genômica e, em função disto, 

podem ser cruciais nos processos iniciais da carcinogênese (www.inca.gov.br).  

 Dois eventos cromossômicos estão envolvidos no desenvolvimento de 

neoplasias: a) a alteração genética ou epigenética que implica em uma condição 

heterozigota pré-maligna (m/+) e b) um rearranjo cromossômico envolvendo o locus 

afetado, que resulta na expressão do caráter maligno recessivo, devido à indução de 

homozigose (m/m) ou hemozigose (m/0) do alelo mutante (Beumer et al., 1998).  

A perda da heterozigosidade, isto é, a perda do alelo funcional em um locus 

heterozigoto, pode originar-se através de vários mecanismos, tais como: deleção, 

recombinação mitótica, não-disjunção cromossômica, conversão gênica, mutação de 

ponto ou mecanismo ou mesmo inativação alélica epigenética (Yischifield, 1997). A 

segregação das cromátides irmãs constitui um processo fundamental da divisão 

celular, onde cada célula filha recebe uma cópia de cada cromátide. Eventualmente, 

entretanto, as cromátides homólogas podem estabelecer contatos entre si, levando 

ao processo de permuta mitótica, provavelmente em decorrência de quebras 

cromossômicas (Zimmermann, 1971).   A segregação de uma cromátide paternal e 

uma recombinante, para o mesmo pólo mitótico, pode originar células homozigotas 

para os genes distais ao ponto de permuta. Assim, uma das conseqüências do 

crossing-over mitótico em células diplóides heterozigotas é a indução 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 braços inteiros 

de cromossomos, ocasionando perda substancial de informação genética. Estas 
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alterações são comumente observadas no processo de tumorigênese (Stark e Jasin, 

2003). 

Três tipos de segregação podem ocorrer na mitose: i) a segregação x, 

resultante da segregação das cromátides recombinantes para pólos opostos. Esta 

segregação faz com que a recombinação mitótica seja uma ferramenta útil para 

análise do genótipo mosaico (Figura 6), ii) segregação y, que ocorre devido a uma 

falha na segregação das cromátides irmãs, as quais segregam juntas para a mesma 

célula filha. Esta segregação é equivalente à divisão reducional da meiose I e não é 

observada com freqüência e iii) segregação z, quando as duas cromátides 

recombinantes migram para o mesmo pólo mitótico (Figura 6). A perda da 

heterozigosidade, como conseqüência do crossing-over mitótico, é resultante da 

segregação do tipo x (Chua e Jinks-Robertson, 1991; Beumer et al., 1998). 

  

           
Figura 6 - Esquema das Segregações mitóticas X e Z, conforme proposto por 
Beumer et al. (1998).  
 

 Segundo Meadows et al. (2011), a perda da heterozigosidade tem sido 

associada ao desequilíbrio alélico e à indução 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 proteína pRb, que na presença 

de uma lesão na molécula de DNA desempenha papel fundamental na regulação do 
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ciclo celular, impedindo a passagem  da fase G1 para a fase S. Isto ocorre devido à 

associação de pRb, em sua forma não fosforilada, ao fator de transcrição E2F, que 

por sua vez, não estimula a transcrição de genes necessários à síntese de DNA. Por 

outro lado, na ausência de danos no DNA, a associação pRb-E2F não ocorrerá em 

função da fosforilação de pRb pela ciclina E-CDK2. (Figura 7) (Lehninger, 2011). 

 Alelos mutantes do gene RB1 já foram observados em vários tipos de 

tumores humanos, quando presentes em homozigose (m/m) ou hemozigose (m/0). A 

primeira associação entre perda de heterozigosidade e tumorigênese resultou da 

análise molecular de um retinoblastoma familiar (Figura 8). Neste tipo de neoplasia, 

a recombinação somática 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). 

 

         
 
Figura 7 - Esquema da regulação da passagem da fase G1 para a fase S através da 
fosforilação da proteína pRb. MRM; ATM; ATR; p53: Proteína codificada pelo gene 
supressor de tumor, p21: Proteína supressora de tumor, CDK2: Proteína-cinase 
dependente de ciclina, Ciclina E, E2F: Fator de transcrição; Adaptado de Lehninger 
(2011). 
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 A neurofibromatose tipo 1 é uma doença autossômica dominante, 

caracterizada pela formação de tumores complexos e multicelulares, denominados 

neurofibromas. De maneira geral, a perda somática 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). 

 

     
 

Figura 8 - Esquema da perda da condição de heterozigose (Rb+/rb) e origem de 
células homozigotas (Rb+/Rb+ e rb/rb), por meio do crossing-over mitótico. 
Adaptado de Griffiths et al. (2001). 
 

Análises de neurofibromas, derivados de células de Schwann homozigotas 

para um alelo mutante do gene NF1, demonstraram que a recombinação mitótica 

era o processo responsável pela perda da heterozigosidade de quase todo o braço 

longo do cromossomo 17. Neste caso, o crossing-over ocorreu provavelmente entre 

o centrômero e o locus do gene NF1 (Serra et al., 2001).  

A Anemia de Fanconi é uma doença autossômica recessiva, ligada ao 

cromossomo X e causada por mutações bialélicas em pelo menos um dos treze 

genes FA. As células de indivíduos afetados apresentam altas frequências de 

quebras cromossômicas, recombinação somática e predisposição ao 

desenvolvimento de neoplasias. A perda da heterozigosidade em  determinados 
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genes FA, por meio da recombinação em células somáticas, tem sido associada à 

elevada incidência de cânceres 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 homotálico, possui oito 

cromossomos geneticamente definidos e é considerado um excelente organismo 

para a realização de estudos sobre o potencial carcinogênico de substâncias 

químicas (Franco et al., 2007). Isto se deve a dois importantes fatores: i) a mitose 

em  A. nidulans é muito semelhante à mitose de eucariotos superiores e ii) as 

células de A. nidulans passam a maior parte de seus ciclos no período G2. Nesta 

fase, os cromossomos apresentam-se duplicados, favorecendo o crossing-over 

mitótico (Busso e Castro-Prado, 2003; Souza-Júnior et al., 2007). 

  Diferentemente da maioria dos fungos filamentoso, o A. nidulans apresenta 

três ciclos de proliferação: assexual, sexual e parassexual. Dentre estes, apenas os 

ciclos sexual e parassexual favorecem a variabilidade genética  (Roper, 1952; Kafer, 

1961). 

 A recombinação mitótica 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 homocários 

geneticamente distintos, resultando em um micélio formado por dois núcleos 

haplóides diferentes (micélio heterocariótico). A fusão de dois núcleos diferentes 

resulta em um núcleo diplóide heterozigoto. Este núcleo, após sofrer sucessivas 

divisões mitóticas, pode retornar ao estado haplóide, através do processo de não-

disjunção mitótica (Figura 9) (Pontecorvo et al., 1953; Debets, 1998). 

Durante o crescimento do micélio heterocariótico, a probabilidade de núcleos 

haplóides distintos fundirem-se, formando assim núcleos diplóides heterozigotos, é 

de 10-6 e a probabilidade de recombinantes haplóides surgirem é de 10-3 (Schoustra 

et al., 2007). 

 Em algumas espécies de fungos, os núcleos diplóides são muito instáveis e 

podem sofrer haploidização e/ou troca mitótica ainda no interior das hifas 

heterocarióticas. Este processo, denominado parameiose, é uma variação do ciclo 
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parassexual e pode resultar na formação de haplóides recombinantes, diretamente 

do heterocário, sem a recuperação da fase diplóide (Ball e Hamlyn, 1982; Baptista et 

al., 2003). 

 

            
 

Figura 9 - Esquema do ciclo parassexual. 

 

Pires e Zucchi (1994) desenvolveram um sistema biológico, denominado 

Ensaio de Homozigotização (HI), específico para o estudo do potencial 

recombinagênico de substâncias químicas. Este ensaio utiliza uma ou mais 

linhagens diplóides de A. nidulans heterozigotas para vários marcadores genéticos e 

detecta a homozigose de genes recessivos, resultante do crossing-over mitótico. 

Estas linhagens possuem marcadores nutricionais e de coloração de conídios bem 

caracterizados e previamente mapeados. Os eventos de recombinação tornam-se 

evidentes através da determinação do Índice de Homozigotização (HI) para cada um 

dos marcadores nutricionais das linhagens diplóides heterozigotas. 

Considerando-se, portanto, a associação entre a recombinação mitótica e 

tumorigênese, o efeito inibitório do IMD na síntese de DNA (Nott et al., 1990) e a 

escassez de informações sobre a genotoxicidade do IMD, o presente estudo teve 

como objetivo avaliar o potencial recombinagênico do IMD em uma linhagem 

diplóide heterozigota de A. nidulans.   
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção da linhagem diplóide UT448//A757 

Os genótipos e as origens das linhagens de A. nidulans utilizadas no 

presente estudo encontram-se no Quadro 1. A linhagem diplóide UT448//A757 

(Figura 10) foi obtida segundo metodologia descrita por Roper (1952), cuja técnica 

consiste, inicialmente, na obtenção do heterocário (presença de núcleos distintos em 

um citoplasma comum). O heterocário é formado quando conídios das linhagens 

UT448 (com conídios brancos; y+,w) e A757 (com conídios amarelos; y,w+) são co-

inoculados em Meio Mínimo líquido. Posteriormente, a massa micelial formada 

(heterocário) é inoculada em placas de petri contendo Meio Mínimo (MM) e estas, 

por sua vez, são incubadas a 37ºC durante cinco dias. Ao final desse período, 

observa-se, a partir do heterocário, algumas regiões/setores de crescimento 

vigoroso, homogêneo e com conídios verdes. Estes setores consistem em prováveis 

diplóides (y+,w//y,w+), uma vez que o gene w+ é epistático sobre os alelos y+ e y. 

As regiões com conídios verdes são transferidas para novas placas, contendo MM e 

novamente incubadas a 37ºC por cinco dias, para que haja a confirmação de 

prototrofia destes conídios, resultantes da condição heterozigota dos marcadores 

nutricionais. O crescimento dos conídios verdes (y+,w//y,w+) em MM confirma a 

condição diplóide (UT448//A757) dos mesmos. Os diplóides obtidos são estocados 

em MM a 5ºC. 

 

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

Linhagem Genótipo Origem 

A757 yA2 (I), methA17 (II), pyroA4 (IV). FGSC* 

UT448 riboA1 (I), pabaA124 (I), biA1(I), AcrA1 (II), wA2 (II) Utrecht** 

Requerimentos nutricionais para: riboflavina= riboA1, ácido p-aminobenzóico= pabaA124, biotina= 
biA1, metionina= methA17, pirodoxina= pyroA4. Coloração de conídios: branco=  wA2, amarelo= yA2, 
AcrA1, resistência à acriflavina. *FGSC= Fungal Genetic Stock Center. University of Kansas Medical 
Center. Kansas. USA.**Utrecht, Holanda. Os parênteses representam os cromossomos I, II, e IV de 
A. nidulans. 



 

Figu
MM 
UT4
UT4
 

3.2. 

3.2.1

MM 

MgS

0,01

3.2.2

casa

3.2.3

[ribo

µg/m

nutri

 

foram

ura 10 - Or
com 4 dis
48 (coníd
48//A757 d

Meios de 
 

1. Meio mí

Adicion

(1000 mL

SO4 . 7 H2

 g de ZnSO

 

2. Meio co

Adicion

aminoácido

 

3. Meio su

 Adicio

oflavina (0,

ml-1), metio

ientes em 

O pH 

m autoclav

rigem da l
scos de he
dios branc
denominad

cultura 

ínimo (MM

na-se 900 

L de água 

O; 5,2 g d

O4. 7 H2O

ompleto (M

na-se ao M

o (1.000 m

uplementa

ona-se ao M

,1 µg/ml-1)

onina (149

cada tipo d

dos meios

vados a 1

inhagem d
eterocário. 
cos), A757
do PAS (co

M) 

mL de ág

destilada; 

e KCl; 0,0

O); 10 g de 

MC):  

MM: pepton

mg/L-1) e so

ado (MS) 

MM os nut

), ácido pa

,21 µg/ml-1

de meio. 

s de cultur

21ºC a um

24

diplóide UT
B) Em m

7 (conídio
onídios ver

gua destila

60,0 g de

2 g de FeS

glicose, 1

na (2.000 m

olução de v

trientes req

ara-aminob
1) e pirodo

ra foi ajus

ma atmosf

T448//A75
aior aume

os amarel
rdes).  

ada, 100 m

e NaNO3; 

SO4 . 7 H2

5 g de ága

mg/L-1), ex

vitaminas (

queridos p

benzóico (

oxina (0,05

stado ao v

fera de pr

7. A) Plac
nto observ
os) e em

mL da solu

15,2 g de

2O; 0,01 g 

ar. 

xtrato de le

1.000 µg/L

pelas linhag

(0,6857 µg

5 µg/ml-1), 

alor 6,0. O

essão, du

ca de petri
vam-se os

m verde o

ção conce

e KH2PO4

de CuSO4

evedura (50

L). 

gens UT44

g/ml-1), bio

omitindo-s

Os meios 

rante 20 m

 contendo
s paternais
o diplóide

entrada de

; 5,2 g de

4 . 5 H2O;

00 mg/L-1), 

48 e A757,

otina (0,02

se um dos

de cultura

minutos, e

 
o 
s 
e 

e 

e 

 

 

2 

s 

a 

e 



 

25 

após este período foram distribuídos em placas de petri de 90 x 15 mm. A 

temperatura de incubação para o crescimento das linhagens foi de 37ºC. 

 

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

Três concentrações do antiparasitário dipropionato de imidocarb (Imizol®) 

foram utilizadas no presente estudo, 2,5 µM, 5 µM e 10 µM, as quais apresentaram 

capacidade de ligação ao DNA de bovinos (Moore et al., 1996). O composto foi 

adicionado ao MM fundido, após ser solubilizado em H2O destilada. 

 

3.4. Avaliação da citotoxicidade do IMD 

Conídios do diplóide UT448//A757 foram inoculados no centro de placas de 

petri contendo MM (controle) e MM + IMD (tratamento). Foram utilizadas dez placas 

para cada concentração (2,5 µM, 5 µM e 10 µM) e para o controle, as quais foram 

incubadas a 37oC. Os diâmetros das colônias foram medidos, com o auxílio de uma 

régua, após 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de incubação. Os valores obtidos na 

presença e na ausência da droga foram comparados estatisticamente utilizando-se o 

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

 

3.5. Seleção dos segregantes haplóides 

Conídios da linhagem diplóide UT448//A757 foram inoculados em placas de 

petri, contendo MM (controle negativo), MM + IMD, nas concentrações de 2,5 µM,    

5 µM e 10 µM (tratamento) e MM + benznidazol (100µM) (controle positivo). 

Kaneshima e Castro-Prado (2005) observaram em seus estudos o efeito 

recombinagênico do benznidazol (antiparasitário) em células de A. nidulans. As 

placas foram incubadas por cinco dias em temperatura de 37ºC. Os tratamentos 

originaram segregantes, ou setores, mitóticos diplóides nas colônias da linhagem 

diplóide original (UT448//A757) (Figura 11A). 

Um segregante mitótico foi isolado do tratamento com benznidazol (D3) e 

nove segregantes foram isolados do tratamento com IMD: os diplóides D4 a D6 

foram obtidos com 10µM de IMD, os diplóides D7 a D9, foram obtidos com 5µM de 

IMD e os diplóides D10 a D12, com 2,5 µM de IMD. Após a purificação em MM 

(Figura 11B), os diplóides não-tratados (controle, D1 e D2), e os tratados D4 a D12, 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A avaliação do potencial recombinagênico de compostos químicos, por meio 

da indução de homozigose de alelos mutantes, tem permitido a identificação de 

diversas classes de compostos com efeito genotóxico (Pires e Zucchi, 1994; 

Miyamoto et al., 2007; Franco et al., 2010). No presente estudo, o ensaio de 

homozigotização realizado com o IMD, nas concentrações de 10µM, 5µM e 2,5µM, 

demonstrou que este babesicida é um potente indutor da recombinação mitótica em 

células de Aspergillus nidulans. Por outro lado, o crescimento micelial do diplóide 

UT448//A757, tratado com as concentrações de IMD acima citadas, não foram 

estatisticamente diferente do controle, uma vez que as colônias dos diplóides 

tratados não apresentaram alterações morfológicas distintas dos diplóides controle 

(não tratados com o IMD). Desta forma as concentrações de IMD utilizadas (10µM, 

5µM e 2,5µM) foram caracterizadas como não-citotóxicas (Figura 15).  

 

 

Figura 15 - Crescimento micelial do diplóide UT448//A757 em MM (controle), MM 
+2,5 µM, 5 µM e 10 µM de IMD. 
 
 Os valores de HI para quaisquer marcadores nutricionais de uma linhagem 

heterozigota de A. nidulans, após sofrerem pelo menos um evento de crossing-over 

mitótico, serão iguais a 2,0 (o valor de HI é determinado pela razão entre o número 
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de segregantes prototróficos e o número de segregantes auxotróficos) (Pires e 

Zucchi, 1994). Por outro lado, valores de HI superiores a 2,0 indicam a ocorrência de 

mais de um evento de crossing-over mitótico no intervalo entre um determinado 

marcador genético e o centrômero (Stoll et al., 2008). O ensaio de homozigotização 

não permite a seleção de diplóides auxotróficos homozigotos (-/-), uma vez que 

estes diplóides não crescem em MM. Apesar disto, diplóides homozigotos para os 

marcadores de coloração de conídios (y e w) podem ser selecionados em MM, 

desde que estes sejam prototróficos (Franco et al., 2010). 

 Para que se possa avaliar o potencial recombinagênico de um composto, por 

meio do ensaio de homozigotização, é necessário que a linhagem diplóide original 

(UT448//A757) seja heterozigota para diferentes marcadores genéticos. A posterior 

análise fenotípica dos segregantes mitóticos, derivados do diplóide UT448//A757 

tratado com IMD, permite a identificação do intervalo genético em que ocorreu o 

evento de permuta mitótica (Lynn et al., 2004; Miyamoto et al., 2007). 

 O tratamento do diplóide UT448//A757 com diferentes concentrações de IMD 

(10 µM, 5 µM e 2,5 µM) permitiu o isolamento de nove diplóides prototróficos (D4 a 

D12), os quais apresentaram as mesmas características morfológicas do diplóide 

original.  

 Um dos diplóides obtidos com a maior concentração de IMD (10 µM), 

denominado D5, produziu conídios amarelos, sendo, portanto, homozigoto para o 

gene y (y//y). Os segregantes mitóticos derivados do diplóide D5 foram analisados 

fenotipicamente para o cálculo dos valores de HI. 

 A ausência de segregantes auxotróficos para biotina e metionina (bi; meth) 

nesta análise indica que o diplóide D5 é homozigoto não só para o gene y, como 

também para os genes bi+ e meth+. O diplóide D5 é, portanto, recombinante para os 

cromossomos I e II (Figura 16). Índices de Homozigotização com valores superiores 

a 2,0 e significativamente diferentes dos valores do controle foram também obtidos 

para os outros dois diplóides tratados com 10 µM de IMD (D4 e D6) (Quadro 2). 

Os valores de HI dos diplóides D7 a D9, obtidos com a concentração de       

5 µM (intermediária), demonstraram, igualmente, o potencial recombinagênico 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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formadas passará a apresentar homozigose para todos os alelos localizados em 

posição distal ao ponto de permuta (Wang et al., 2009) (Figura 8).  

 A associação entre os processos de recombinação somática e 

carcinogênese 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 recombinação somática foi responsável pela perda do alelo 

funcional, após a ocorrência de um crossing-over mitótico, em clones de células 

rb/rb (Figura 8). A freqüência 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 são homozigotos para grandes regiões do braço longo do 

cromossomo 13 e que esta homozigose pode representar um evento fundamental na 

oncogênese de um número considerável de retinoblastomas.  

 A carcinogênese decorre de uma série de alterações genéticas e/ou 

epigenéticas que direcionam a transformação de uma célula normal em neoplásica. 

Alterações em genes supressores de tumor, os quais, em condições fisiológicas, têm 

a função de retardar o processo de divisão celular, têm sido caracterizadas como 

relevantes no desenvolvimento de neoplasias (Velasco et al., 2008; Szewczuk et al., 

2009). 

O gene supressor de tumor P53 tem função preponderante na manutenção 

da estabilidade genômica, sendo, por este fato, denominado “guardião do genoma”. 

O gene p53 codifica uma fosfoproteína nuclear (p53) que atua no chek-point G1/S 

do ciclo celular. 

Mutações na proteína p53, freqüentemente observados em cânceres 

humanos, levam à instabilidade genômica e ao aumento da recombinação homóloga 

espontânea (Willers et al., 2000; Fett-Conte e Salles, 2002). Vários mecanismos 

genéticos de inativação do gene TP53 já foram descritos, tais como: mutações de 

ponto, deleções homozigotas e LOH. 

A LOH do locus TP53 está associada aos processos de iniciação e 

progressão de várias malignidades humanas e tem sido observada tanto em 

estágios iniciais ou avançados 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 - Índice de Homozigotização (HI) com valores dos marcadores para UT448//A757, linhagens diplóides após 
tratamento com 10 µM (D4-D6), 5 µM (D7-D9) e 2.5 µM (D10-D12) de imidocarb  

Marcadoresa D1b D2b   D3c  D4 D5 D6   D7 D8 D9   D10 D11 D12   

 NSd NSd Total HI NSd  HI NSd NSd NSd Total  HI NSd NSd NSd Total  HI NSd NSd NSd  Total HI 

ribo+ 44 85 129 1.3 93 3.0* 99 41 99 239 2.3* 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 2.9* 96 67 99 262 3.3* 170 112 87 369  2.2*  84 185 166 435 2.6* 

paba 38 69 107  32  38 06 36 80  73 44 51 168   29 62 74 165  

bi+ 43 82 125 1.2 96 3.4* 106 73 99 278 4.3* 171 110 88 369  2.2  84 185 167 436 2.7* 

bi 34 71 105  28  28 0 36 64  72 46 50 168   29 62 73 164  

meth+ 43 85 128 1.3 96 3.4* 90 73 84 247 2.6* 186 139 123 448  5.0*  93 209 174 476 3.8* 

meth 34 68 102  28  44 0 51 95  57 17 15 89   20 38 66 124  

a ribo = riboflavina; paba=ácido p-aminobenzóico; bi = biotina; meth = metionina. bControle Negativo, não tratado com imidocarb ou benznidazol. 
cControle  Positivo,  diplóide  tratado  com 100 µM  de  benznidazol.  dNúmero  de segregantes mitóticos.*Significamente  diferente  do controle 
negativo (Tabela de contingência, Yates Corrected Chi-Square, p< 0.05). 
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A recombinação homóloga (HR) é um processo envolvido no reparo de 

lesões que ocorrem espontaneamente durante a fase S do ciclo celular (Knudson, 

1993; Arnaudeau et al., 2000; Helleday, 2003). Este reparo requer a presença de 

uma sequência homóloga para atuar como um molde no evento de reparação. No 

final das fases S ou G2 do ciclo celular, estes moldes podem ser fornecidos pela 

presença de cromátide irmã idêntica. Este processo é livre de erros e restaura a 

seqüência do DNA, tornando-a como era antes do dano (Johnson e Jasin, 2001; 

Vrieling, 2001). Por outro lado, quando o doador homólogo é o cromossomo 

homólogo, o reparo por HR tem o potencial de levar à LOH dos marcadores 

parentais. Na verdade, a recombinação somática entre cromossomos homólogos 

leva à LOH do locus distal no evento de HR, se as cromátides irmãs recombinantes 

segregarem para pólos mitóticos opostos (Helleday, 2003; Moynahan e Jasin, 2010). 

 Além de apresentar semelhanças 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 síntese de ácidos nucléicos. 

Em baixas concentrações, o IMD inibiu mais de 50% da incorporação da hipoxantina 

[3H] nos ácidos nucléicos de B. bovis in vitro (Nott et al.,1990). Levando em conta o 

potencial recombinagênico dos bloqueadores da síntese de DNA, a ação 

recombinagênica do IMD, mostrada no presente estudo, pode estar associada à 

indução de reparo recombinacional na quebra das fitas de DNA, induzida por este 

babesicida. 

 A literatura descreve que uma alta e persistente concentração de IMD 

permanece no corpo do animal, especialmente no fígado e rins de espécies 

ruminantes. O "efeito reservatório" da droga no corpo dos animais tem sido 

associado à presença de concentrações de IMD detectáveis no leite de ovelhas até 

10 dias após a injeção da droga (Moore et al., 1996; Lai et al., 2002). 

Adicionalmente, Lai et al. (2002) encontraram elevadas concentrações e de longa 

duração de IMD no cérebro de ovinos e caprinos, mostrando que a droga pode se 

difundir através da barreira hemato-encefálica, fornecendo evidências de possíveis 

efeitos neurotóxicos do IMD.  

 No presente estudo, o IMD foi caracterizado como um potente indutor de 

recombinação mitótica. Assim como o IMD, compostos químicos previamente 

descritos como recombinagênicos em A. nidulans foram também classificados como 
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recombinagênicos em células de mamíferos (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 eliminação do IMD no leite e em tecidos 

de animais, bem como sua característica 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 presença nos tecidos de animais, utilizados como 

alimento, pode apresentar risco alimentar para os consumidores humanos. Todavia, 

é fato que demais estudos se fazem necessários para investigar o real potencial 

genotóxico do IMD em células de mamíferos, especialmente devido à associação 

entre a recombinação homóloga e tumorigêneses (Lasko et al., 1991; Moynahan e 

Jasin, 2010). 
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5. CONCLUSÕES 

 

a) O antiparasitário IMD induz recombinação mitótica em células diplóides de A. 

nidullans. 

b) O potencial recombinagênico do IMD pode estar associado à indução do reparo 

recombinagênico das quebras induzidas no DNA por este fármaco. 

c) Considerando que este composto é comercialmente utilizado na medicina 

veterinária e na pecuária e que o mesmo apresenta efeito residual no fígado, 

músculos e rins de animais tratados com IMD, os resultados do presente estudo 

destacam a necessidade de novas investigações sobre a genotoxicidade deste 

babesicida, uma vez que compostos caracterizados como recombinagênicos  

podem atuar como agentes promotores de neoplasias. 

d) Em suma, ressaltamos ser imprescindível a ampliação do período de carência 

para o consumo humano da carne de bovinos, ovinos e suínos, uma vez que o 

período de 28 dias, estabelecido pela Intervet do Brasil Veterinária Ltda, não é 

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