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1. INTRODUCAO

A quimioterapia citotoxica € rotineiramente empregada no tratamento
de doencas neoplésicas desde a década de 50. Apesar de alguns tipos de
tumores mostrarem-se refratarios a esse tipo de tratamento, a perspectiva de
sobrevivéncia, para pacientes com alguns tipos de tumores, tem aumentado
enormemente nos tltimos anos. Embora esse aumento possa ser devido a
métodos modernos de diagndstico, muito se deve ao emprego da
quimioterapia (Ferguson e Pearson, 1996).

Existe atualmente, disponivel no mercado, uma grande variedade de
agentes antineoplasicos, com diferentes modos de agdo, sendo que a
maioria, se ndo todos, possui efeitos tanto mutag€nicos como
carcinogénicos. Esses agentes podem ser alquilantes (monofuncional e
bifuncional); inibidores topo II (intercalantes e ndo intercalantes de DNA);
inibidores do fuso mitotico; antimetabolitos; enzimas; hormonios sexuats;
antagonistas hormonais; agentes que clivam o DNA (geradores de radicais
livres) e agentes que inibem a resposta imune (Ferguson e Pearson, 1996).

No entanto, apesar do sucesso alcancado com esses agentes, o
tratamento com alguns dos mais efetivos antineoplasicos prové uma
traumatica experiéncia para o paciente, assim como um grande nimero de
sintomas de toxicidade direta (Ferguson e Pearson, 1996).

E cada vez maior o niimero de descricdes de indugfio de cénceres
secundarios, ap6s a quimioterapia anticancer. Menos bem documentado sdo
as seqielas mutagénicas, refletidas como uma variedade de efeitos que

variam desde alteragdes na fertilidade, até cancer ou defeitos congénitos em

filhos dos sobreviventes ao cancer (Ferguson e Pearson, 1996).




De acordo com Rabello-Gay (1992) a carcinogénese envolve varios
passos, sendo que a iniciagdo do processo se caracteriza por uma alteracio
irreversivel do material genético. Uma vez que a iniciagdo se da por uma
alteragdio genética, parece Obvio que todo agente capaz de danificar 0 DNA
possa ser considerado um carcinogeno potencial.

Atualmente sabe-se que as alteracdes genéticas podem ser de muitos
tipos, e ser induzidas por uma variedade de agentes, por varios mecanismos
diferentes, alguns dos quais sdo parcialmente conhecidos, mas que ha muito
ainda para ser elucidado (Preston, 1995).

A Genética Toxicolégica dedica-se ao estudo das mutagées génicas ¢
aberragdes cromossdmicas, uma vez que essas mudangas genéticas sao
consideradas de grande importancia na indugdo de doengas hereditarias,
assim como na indugio de cancer (Guzman-Rincon e Graf, 1995).

Devido a grande associagdo existente entre alteragdes citogenéticas
especificas e a carcinogénese (Mitelman, 1994) (in Tucker e Preston, 1996),
diferentes testes citogenéticos s@o utilizados nas avaliagdes toxicologicas de
agentes quimicos industriais, assim como no desenvolvimento de novos
compostos farmacéuticos € terapéuticos (Tucker e Preston, 1996).

Entre os testes mais utilizados, para monitorar os danos genotoxicos
de agentes quimicos, estao:

1) Os ensaios de mutagenicidade com:

e Microorganismos (ensaios de mutagdes génicas reversas com JS.
typhimurium - Teste de Ames).

e Organismos superiores (pélos estaminais de Tradescantia, meristemas
radiculares vegetais, e células somaticas e germinativas de Drosophila

melanogaster).
2) Os ensaios que detectam alteragdes cromossémicas numéricas e/ou

estruturais em.:




e Testes em linfocitos do sangue periférico humano tratados in vivo e/ou in
vitro, para a verificacdo de efeitos clastogénicos, aneugénicos, trocas
entre cromatides irmds, e a verificacdo de alteracdes no indice mitoético
IM).

e Testes em células de medula 6ssea de roedores, tratados in vivo, para a
verificacio de efeitos clastogénicos, aneugénicos, trocas entre cromatides
irmis, e a verificagdo de altera¢tes no IM.

Entre os agentes mais utilizados atualmente, no combate as doengas
neoplasicas, estdo o citrato de tamoxifen (TAM), que ¢ um antagonista
hormonal (antiestrogénico), e o paclitaxel (taxol), que ¢ um inibidor do fuso
mitotico.

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos mutagénicos,
recombinogénicos, clastogénicos e aneugénicos do TAM e do taxol,
utilizando, como organismos testes, ratos Wistar, camundongos Swiss

albinos, e linhagens mutantes de Drosophila melanogaster.

1.1 Teste em células de medula dssea de roedores, para verificagio de

efeitos clastogénicos, e alteracdes no IM

Testes com animais de laboratorio oferecem grandes vantagens no
estudo do potencial mutagénico de um composto. A primeira €, sem duvida,
o metabolismo do animal, que nunca pode ser totalmente reproduzido num
sistema in vitro. No organismo intacto, podemos utilizar as condi¢des de
exposi¢do a que o homem esta sujeito, seja quanto a via de administragio,
duragéo do tratamento (agudo ou cronico) ou condi¢des nutricionais. Outro
aspecto importante € a especificidade do orgdo alvo quanto a atividade

mutagénica da substéncia em estudo. Um mesmo animal pode ser utilizado
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simultaneamente para varios testes, dando informacdes sobre diferentes
tipos de danos genéticos (Connor et al., 1979; in Rabello-Gay,1991a).

As aberracbes cromossdémicas encontradas podem afetar uma ou
ambas as cromatides (cromatidicas ou isocromatidicas) que resultam de
quebras, ou de quebras seguidas de soldadura. As quebras resultam em
diminui¢do do tamanho do cromossomo e sdo identificadas por um
fragmento deslocado, isto €, ndo alinhado ao resto da cromatide, ou que
apresenta uma descontinuidade em relagdo ao resto do cromossomo, maior
que a largura da prépria crométide. Fragmentos muitos pequenos, que
parecem pequenos pontos de cromatina, sdo denominados minutos e
resultam de dele¢des intersticiais (Rabello-Gay, 1991a).

De acordo com Brecher (1977), as falhas acromaticas e quebras sdo
diferentes manifestagbes de um mesmo evento, sendo que falhas
acromaticas podem ser quebras incompletas. S#o consideradas falhas
acromaticas, todos os fragmentos ndo deslocados (alinhados ao resto do
cromossomo), com descontinuidade de coloragdo menor que a largura da
cromatide.

Os tipos de aberragdes que podem ser detectadas com grande precisdo
sd0 trocas assimétricas, dicéntricos, an€is, delegdes intersticiais e terminais
( Turcker e Preston, 1996).

Para a realizagdo deste teste sugere-se a utilizagdo de ratos,
camundongos (de 6 a 8 semanas de vida) ou hamster chinés (de 10 a 12
semanas de vida). Machos e fémeas devem ser incluidos em igual numero.
O agente pode ser administrado por diferentes vias (oral, intraperitoneal,

subcutinea, ou dérmica), com protocolos de tratamento de 6, 12, 24 ou 48

h (Preston et al., 1987).
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1.2 Teste em células de medula éssea de roedores, para verificacio de

efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos (Teste do MN)

O teste do MN, in vivo, em células de medula 6ssea de mamiferos,
desenvolvido por Schmid (1975) ¢ amplamente aceito como um teste de
triagem para a detecgdo de anomalias cromossomicas estruturais ou
numéricas, induzidas por agentes clastogénicos ou aneugénicos.

Os micronucleos, um ou varios por células, resultam de fragmentos
acéntricos ou cromossomos que se atrasam em relagfo aos demais em sua
migragdo para os polos da célula na anafase (Rabello-Gay, 1991b). A
analise de MN apresenta certas vantagens, quando comparado com a analise
de aberragbes cromossOmicas, por nio precisar de células metafasicas, e
pela facilidade e velocidade da analise (Tucker e Preston, 1996).

Os eritrocitos jovens, formados pela expulsdo do micleo do
eritroblasto, apresentam uma coloragdo azulada quando corado com
Giemsa, porque eles ainda contém RNA ribossoémico no citoplasma ¢ séo
chamados de eritrocitos policromaticos (EPCs). Eritrocitos maturos
apresentam coloragdo alaranjada, quando corados com Giemsa, e sdo
chamados de eritrocitos normocromaticos (ENCs) (Ribeiro ef al., 1993). De
acordo com Heddle ef al. (1983) (in Ribeiro ef al., 1993), a distingéo entre
EPC e ENC ¢ de fundamental importdncia para confirmar quando o
aumento na incidéncia de micronucleo é realmente devida & exposi¢io a um
dado agente quimico, desde que haja uma constante migragéo de células
normocromaticas da circulagdo periférica para a medula 6ssea.

De acordo com Mavourin et al. (1990) (apud Ribeiro et al., 1993), a
expulsdo do nucleo em células de medula 6ssea ocorre 6 h apos a ultima
mitose, e o estagio de EPC dura de 12 a 24 h na medula 6ssea, € um tempo

similar em sangue periférico, antes que as células sejam transformadas em




ENCs. Assim, nenhum micronucleo induzido por agente quimico sera
detectado antes de 6 h apos o tratamento.

O teste do MN, inicialmente descrito para a deteccdo de efeitos
clastogénicos e/ou ancugénicos em células do sistema hematopoiético
(eritrocitos) de roedores, tem sido utilizado em outros tipos celulares tais
como linfocitos do sangue periférico humano (Ferrari, 1991), células
uroteliais ou esfoliadas da mucosa bucal, bexiga urinaria, ureter, brénquios,
e do cérvix (Ribeiro, 1991), e em erntrocitos nucleados de peixes, como
dosimetro biologico de areas contaminadas (testes in situ) e na avaliagdo da
genotoxicidade de compostos apos exposi¢do indireta in vivo (Nepomuceno

e Spano, 1992; 1995).

1.3 Teste para deteccio de mutacbes e recombinagdes mitéticas

induzidas em células de asas de Drosophila melanogaster

Graf et al. (1984) descreveram um teste de curta duracdo, para a
deteccdo de diferentes tipos de manchas mutantes (simples ou gémeas) que
podem ser resultantes tanto de mutagdo, dele¢fo, recombinacdo, ou no-
disjungdo cromossémica, ocorridas no cromossomo n° 3 de D.
melanogaster. Este teste foi denominado de “Somatic Mutation And
Recombination Test” (SMART).

A D. melanogaster é considerada um organismo teste ideal, para o
estudo de mutacdes em toxicologia genética, por possuir um sistema
enzimatico semelhante ao dos mamiferos, que permite o metabolismo de
agente xenobioticos (Barrs, 1980; Hallstrom es al,, 1984), e por ser um
organismo pequeno, de facil manutencdo, tempo de geragdo curto, de

grande progénie, e baixo numero de cromossomos (Graf ef al., 1984).




O SMART (Graf ef al., 1984) foi desenvolvido para detectar a perda
de heterozigose de genes que determinam a expressdo de fenotipos
detectaveis nas asas das moscas (Gusman-Rincon e Graf, 1995).

Para a realizac#o deste teste utilizam-se trés linhagens mutantes de D.
melanogaster: 1) Linhagem “multiple wing hairs” (mwh), que possui um
gene mutante (mwh) no cromossomo n° 3 (3-0,3) em condi¢do homozigota,
que corresponde a um mutante recessivo que determina que as células da
asa apresentem trés ou mais pélos, no lugar de um; 2) Linhagem “flare-
3”(fl’), que possui um gene mutante marcador recessivo em hemizigose
(7¥’) no cromossomo n° 3 (3-38,8), que afeta os pélos das células da asa,
modificando-os, parecendo uma chama (Gusman ez al., 1994); 3) Linhagem
“ORR; flare-3” (ORR; fIr’), construida por Frolich e Wiirgler (1989), que
possui um marcador recessivo em hemizigose (fIr’) no cromossomo n°® 3 (3-
38,8), que afeta os pélos das células da asa, modificando-os, parecendo uma
chama, ¢ um cromossomo n° 2, transferido de uma linbagem selvagem
Oregon R (ORR), resistente a0 DDT (Dapkus e Merrel, 1977). Esta
linhagem “ORR; flare-3” ¢ caracterizada por um aumento na atividade de
enzimas citocromo P-450 (Hallstrom e Blanck., 1985; Gusman-Rincon e
Graf, 1995). A ativagio de promutagenos, € de carcindgenos, ¢ realizada
pelas enzimas citocromo P-450, que consiste de varias formas de
jsoenzimas que tém a capacidade de metabolizar uma variedade de
substratos (Frolich e Wirgler, 1989). Garcia-Bellido ¢ Dapena (1974) e
Lindsley € Zimm (1992) apresentam informagdes detathadas sobre os
marcadores genéticos acima descritos.

O gene ﬂr3 das linhagens “flare-3” ¢ “ORR; flare-3” ¢ letal em
homozigose. Assim sendo, ambas linhagens possuem o gene ¥ em

hemizigose, sendo que o cromossomo homologo, balanceador (TM3, Bd),

apresenta inversdes multiplas (Graf e al., 1984).




Atualmente, 0 SMART para detec¢do de manchas mutantes nas asas
de D. melanogaster, tem sido realizado por meio de dois cruzamentos: 1)
Cruzamento padrdo (ST - Standard Cross), no qual fémeas virgens da
linhagem “flare-3” sdo cruzadas com machos “multiple wing hairs” (Graf et
al., 1989); 2) Cruzamento de alta bioativagdo (HB - High Bioactivation
Cross), no qual fémeas virgens da linhagem “ORR-flare-3” sdo cruzadas
com machos “multiple wing hairs” (Graf e van Schaick, 1992). Desses
cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans-
heterozigoto (MH), e balanceador heterozigoto (BH). As larvas, de ambos
genotipos, sdo tratadas com diferentes concentracbes do agente quimico a

ser testado.

Nos adultos emergentes MH as manchas mutantes aparecem €omo

»

manchas simples, apresentando o fendtipo “mwh” ou “flare”, e como
manchas gémeas, mostrando dreas adjacentes “mwh” e “flare”. Essas
manchas sdo produzidas por mutacdo, delegdo, recombinac¢do, ou ndo-
disjungdo cromossdmica. Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes
aparecem apenas como manchas simples do tipo “mwh”, devido a presenga
do cromossomo balanceador, que apresenta inversdes multiplas, o que faz
com que todos os eventos recombinacionais sejam eliminados. Assim
sendo, apenas os eventos mutacionais levam a formac¢do de manchas

mutantes. Durante a andlise sdo registrados o nimero de manchas, assim

como o tipo e o tamanho das mesmas.

1.4 Citrato de tamoxifen (TAM)

O citrato de tamoxifen (TAM) ¢ um anti-estrogeno amplamente

utilizado no tratamento de pacientes com céincer de mama, COmMoO um




coadjuvante da quimioterapia citotoxica, com o objetivo de conseguir uma
atividade antitumoral adicional (Lerner e Jordan, 1990).

Em experimentos com animais, foi verificado que o TAM atua como
um agonista de estrogenos no utero de fémeas de camundongos; como
agonista/antagonista de estrogenos no utero de ratas; e antagonista de
estrogenos no oviducto de galinhas (Lyman e Jordan, 1985).

O TAM inibe a proliferacdo de células MCF-7 do cancer de mama
humano, por acimulo de células na fase G; do ciclo celular, ¢ com a
concomitante deplegio de células nas fases S, G, ¢ M (Osbome et al,
1983).

Estudos realizados em varias espécies de animais tém demonstrado
que 0 TAM ¢ metabolizado, principalmente no figado, em trés metabolitos
(tamoxifen-N-0xido; N-demetiltamoxifen; e 4-hidroxitamoxifen), sendo que
metabolitos 4-hidroxitamoxifen sdo formados por ac¢do de enzimas
citocromo P450, e exibem atividade agonista/antagonista de estrogenos mais
potente do que o tamoxifen ndo metabolizado (Kupfer et al., 1994).

O TAM é altamente reativo com 0 DNA, formando aductos no DNA
de figado de ratos, camundongos € hamster (Han e Liehr, 1992; Hirsimaki
et al., 1993; Montandon e Williams, 1994); e leucdcitos de pacientes com
cancer de mama tratadas (Hemminki ef al., 1997).

A formacdo de aductos esta fortemente relacionada com a
carcinogenicidade observada em figado de fémeas de ratos Sprague-Dawley
(Hard et al., 1993; Hirsimaki et al., 1993; Williams et al., 1993; Montandon
e Williams, 1994); ratos F344 (Fischer) (Carthew et al., 1995a); ratos LEW
(Lewis) (Carthew et al, 1995a) e ratos Wistar (Greaves et al., 1993;
Carthew, et al, 1995a; 1995b); ¢ em hamsters sirios (Montandon €

Williams, 1994).
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O gene supressor de tumor (p53) ¢ o elemento central na regulacéo do
ciclo celular (Lane, 1992). Foi verificado que o tratamento com TAM
acarreta diminuicdo no nivel de proteinas p53, em c€lulas de
adenocarcinoma de mama humana (Guillot ef al, 1996); € uma alta
freqii€ncia de mutag:(”)es induzidas no gene p53 em hepatocarcinomas de
féemeas Sprague-Dawley (Vancutsem ef al., 1994).

TAM induziu um aumento na freqiiéncia de mutagdes no gene lacl
em ratos transgénicos (Big BlueTM); aneuploidia, endoreduplicacdo, AC ¢
despolimerizacdo de fibras do fuso, em hepatocitos de rato Sprague-Dawley
(Sargent ef al., 1994); efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos em células
linfoblastéides humanas (Styles ez al., 1994); em células de medula 6ssea de
camundongos (Vijayalaxmi e Padmalatha Rai, 1996); e em células de

medula Ossea de ratos e células linfoblastoides humanas, transfectadas com

P450 cDNAs (células MCL-5) (Styles et al., 1997).

1.5 Paclitaxel (taxol)

O Paclitaxel (taxol) ¢ um agente antineopldsico amplamente utilizado
no tratamento de pacientes com cédncer de mama metastdsico, ovarios,
pulmdes, cabega - pescogo, gastrointestinal € melanomas (Gregory e DeLisa,

1993).
O taxol é um taxano diterpendide extraido da casca e sementes da

planta Taxus brevifolia, isolado por Wani ef al. (1971). Apesar de ser
similar a outros alcaldides naturais (vincristina, vinblastina), seu anel
taxano, assim como seu mecanismo de agdo € unico (Gregory € DelLisa,

1993: Wiernik ez al., 1987; Keamns ef al., 1995; Rowinsky et al., 1990).




11

Os microtibulos sio componentes celulares importantes para a
formacgfdo do fuso mitdtico, assim como de outras estruturas celulares e
elementos funcionais. Evidéncias experimentais indicam que o receptor
celular para o taxol € o microtibulo, a forma polimerizada da tubulina
(Horwitz et al., 1986).

O taxol liga-se aos microtibulos polimerizados, em propor¢do
estequiométrica (1:1) com as subunidades dimeras da tubulina polimerizada.
Na presenga de taxol, a concentragdo critica de subunidades de tubulina
requeridas para polimerizagdo do microtibulo € reduzida, e os microtibulos
formados sdo resistentes a despolimerizagdo (Manfredi ¢ Horwitz, 1984;
Schiff et al, 1979). Interferindo na polimerizagdo e despolimerizac¢do
normal dos microtibulos, o taxol bloqueia a divisdo celular nas fases G2 e
M (metafase e anafase) (Schiff e Horwitz, 1980; Jordan ez al., 1993).

Foram descritos efeitos toxicos hematologicos, cardiacos,
gastrointestinais musculo-esqueléticos e neurologicos do paclitaxel
(Rowinsky et al., 1990; Gregory e DeLisa, 1993).

Taxol induziu um aumento na freqiiéncia de microntcleos em células
de medula 6ssea de camundongos (Tinwell e Ashby, 1994; Jagetia e Nayak,
1996). Porém ndo induziu freqiéncia estatisticamente significativa de

manchas mutantes em células de asas de Drosophila melanogaster (Cunha

et al.,1996).

o
Universidacs
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos genotéxicos dos

agentes quimicos antineoplasicos:

e Citrato de tamoxifen (TAM)

A verificacdo dos efeitos genotoxicos do TAM foi realizada por meio
da andlise de AC ¢ IM em células de medula 6ssea de ratos Wistar tratados
in vivo, e de EPCMN em células de medula 6ssea de camundongos Swiss

albinos tratados in vivo, ¢ de manchas mutantes em células de asas de

Drosophila melanogaster.

e Paclitaxel (taxol)

A verificagdo dos efeitos genotoxicos do taxol foi realizada por meio
da andlise de AC, IM e de EPCMN em células de medula 6ssea de
camundongos Swiss albinos tratados in vivo, € de manchas mutantes em

células de asas de Drosophila melanogaster.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Agentes quimicos

Citrato de tamoxifen (TAM) [Z]-2[4~(1,2-difenil-1-butenil)-fenoxi]-
N, N-dimetiletanamino (Figura 1), fabricado pelo Laboratério Wellcome-
Zeneca (Cotia, SP, Brasil), conhecido comercialmente como Nolvadex®, foi
dissolvido em agua destilada estéril imediatamente antes do uso. A dose
empregada na terapéutica humana € de 10 mg, duas vezes ao dia, por um
periodo de 5 anos (Fisher et al., 1989).

Paclitaxel (tax01®) 58, 20-epoxi-1,2a.,4,78, 10B, 13a-hexahidroxitax-
11-en-9-ona 4,10-diacetato 2-benzoato 13-éster com (2R, 3S)-N-benzoil-3-
fenilisoserina (Figura 1), fabricado pelo Laboratorio Bristol-Myers Squibb
(Sdo Paulo, SP, Brasil). As doses empregadas na terapéutica humana
variam de 15 a 275 mg / m*> (Wiemik ez al., 1987); sendo 135 mg / m? iv.
durante 24 h, em 3 semanas, para o tratamento de céncer de ovario
metastasico (Gregory € DeLisa, 1993).

Etil carbamato (uretano), CAS N° 51-79-6 (Fluka AG, Buchs,
Switzerland), foi dissolvido em 4gua destilada estéril, e usado como controle
positivo nos testes para detecgdo de mutacdes e recombinagdes somaticas
em células de asa de Drosophila melanogaster.

Ciclofosfamida (CP) (2-[bis(2-cloroetil)aminoltetrahidro-2H-1,3,2-
oxafosforino 2-6xido), CAS N° 50-18-0, conhecida comercialmente como
Enduxan®, fabricada pelo Laboratério Roche, foi dissolvida em agua
destilada estéril, e usada como cohtrole positivo nos testes para deteccdo de

AC e MN em células de medula 6ssea de roedores.
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Citrato de tamoxifen (TAM) Paclitaxel (taxol)

Figura 1: Formulas estruturais do citrato de tamoxifen e do taxol.

3.2 Técnica para obtencio de células de medula dssea de roedores para

verificacio de AC e calculo do IM (Ford e Hamerton, 1956)

Células metafasicas da medula 6ssea femural sdo obtidas de acordo
com a técnica de Ford ¢ Hamerton (1956), modificada no Laboratério de

Citogenética e Mutagénese da Universidade Federal de Uberlandia.

Procedimentos

Injeta-se i.p., 1 h antes do sacrificio do animal, colchicina 0,16 %
(Sigma), na proporcdo de 0,5 ml para cada 100 g de peso corporal.

Apos o sacrificio do animal (com éter ou por deslocamento cervical),
procede-se a retirada dos fémures e cortam-se as epifises. Remove-se a

medula ¢ssea femural com auxilio de uma seringa contendo 5,0 ml de
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solugdio hipotonica de KCl 0,075 M. Apos homogeneizagdo do material,
transfere-se o mesmo para a estufa a 37° C, durante 10 minutos, contados a
partir da retirada da medula.

Centrifuga-se o material a 800 r.p.m. durante 5 minutos e despreza-se

o sobrenadante.

Ao botdo de células precipitadas, adicionam-se 5,0 ml de fixador
metanol-acido acético glacial (propor¢do de 3:1). Ressuspendem-se as
células e centrifuga-se novamente o material. Repete-se este procedimento

por mais duas vezes.
Preparacio de laminas

Em limina molhada e¢ gelada, pinga-se uma gota da suspensdo,
mantendo-se a lamina inclinada para espalhar o material. Passa-se a ldmina
em uma chama, tendo o cuidado de ndo aquecé-la muito. As ldminas séo
coradas com Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany) diluido em tampé&o
fosfato (Na,HPO4 0,06 M ¢ KH,PO, 0,06 M) pH 6,8 (proporgdo de 1:30),

durante 5 minutos, e codificadas para andlise.

Andlise de aberracdes cromossomicas

S3o analisadas cem metafases por animal, quanto a ocorréncia de AC
(falhas acromaticas, quebras e rearranjos cromossomicos). As falhas
acromaticas sdo definidas como regides ndo coradas da cromatide, sem que
haja deslocamento do fragmento. O deslocamento caracteriza a quebra
cromossdmica. Rearranjos resultam de quebras de cromdtides ou de

cromossomos, seguidas de trocas (Adler, 1984; in Nakano et al., 1996).
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A andlise dos cromossomos metafasicos ¢ realizada em microscopio
éptico (objetiva de imersdo - 100X), em teste cego, para evitar

tendenciosidade de interpretagéo.
Indice mitético

O IM é determinado por meio da contagem do nimero de células

metafésicas em 2.000 células por animal.

Andlise estatistica

As fregiiéncias de AC e os IM sdo analisados estatisticamente pelo

teste condicional para a detecgdo de eventos raros (Pereira, 1991), com nivel

de significancia com o = 0,05.

3.3 Técnica para obtencio de células de medula dssea de roedores para

analise de MN (Schmid, 1975)

Células da medula éssea fémural de roedores sdo obtidas de acordo
com a técnica de Schmid (1975), modificada no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese da Universidade Federal de Uberlandia.

Procedimentos

Sacrificam-se os animais por deslocamento cervical, retiram-se 0S

femures e cortam-se as epifises.
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Remove-se a medula com 1,0 ml de soro bovino fetal, mantido a

37°C.

Homogeniza-se o material e transfere-se para um tubo cénico de
centrifuga.

Centrifuga-se a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos.

Despreza-se o sobrenadante € preparam-se as ldminas com o botdo de

células restantes.

Preparacio das liminas

Em l4minas muito limpas e secas, pinga-se uma gota de soro bovino

fetal, contendo a suspensdo de células. Faz-se um esfregaco, e deixa-se

secar ao ar.
Apés 24 h, fixa-se o material em metanol absoluto por 5 minutos.

Procede-se a coloragdo com Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany) diluido
em tampdo fosfato (Na,HPO, 0,06 M e KH,PO, 0,06 M) pH 6,8 na

proporgdo de 1:20, durante 20 minutos.

Andlise de micronicleos

Realiza-se a andlise de EPC em microscopio oOptico (objetiva de

imersdo - 100X). Contam-se 1.000 EPC por animal, incluindo, nesta

contagem, os EPCMN.
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3.4 Técnica para obtencdo de asas de D. melanogaster, para analise de

pélos mutantes (Graf et al, 1984)

Asas de D. melanogaster sdo obtidas de acordo com técnica de Graf
et al. (1984), com pequenas modificagdes realizadas no Laboratorio de
Citogenética ¢ Mutagénese da Universidade Federal de Uberlandia.

Sjo utilizadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster,

portadoras dos marcadores genéticos “multiple wing hair” (mwh, 3-0,3) ¢

“flare”(flr’, 3-38,8):

1. “Multiple wing hairs” (mwh), com constituicdo genética y; mwh jv.

2. “Flare-3” (fr’), com constituigio genética fIr/In(3LR)TM3, ri P sep
1(3)894a bx** e Bd".

3.“ORR; flare-3” (ORR; ﬂr3), com constituigdo genética ORR;

P /In(3LR)TM3, ri F sep I(3)894a bx™* e Bd.

Os estoques sdo mantidos em frascos de Y4 de litro contendo meio de
cultura para Drosophila melanogaster (820 ml de dgua, 25 g de fermento de
padaria (S. cerevisae), 11 g de agar, 156 g de banana, 1 g de nipagin).

Cruzamentos entre as linhagens mutantes
1) Cruzamento padrio (ST - “Standard Cross™) (Graf ez al., 1989):

Femeas fIr’/In(3LR)TM3, ri p sep 1(3)894a bx™* e Bd® cruzadas com

machos mwh / mwh.
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2) Cruzamento de alta bioativagdo (HB - “High Bioactivation Cross™)
(Graf e van Schaick, 1992):

Fémeas ORR: fir/In(3LR)TM3, ri " sep 1(3)894a bx** e Bd,

cruzadas com machos mwh / mwh.

Desses cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: marcador
trans-heterozigoto (MH: mwh + / + ﬂr3 ), € balanceador heterozigoto (BH:
mwh + / TM3, Bdg). As larvas, de ambos gendtipos, emergentes destes

cruzamentos, sdo tratadas com diferentes concentragdes do agente quimico

a ser testado.

Procedimentos

A coleta de ovos ¢é realizada por 8 h em frascos contendo uma base
solida de agar (3% de dgar em 4gua), € uma camada de fermento com
agucar. Apos 72 % 4 h, retiram-se as larvas por lavagem em 4gua corrente €
coleta em peneira de malha fina.

Transferem-se as larvas para frascos contendo 1,5 g de meio de
cultura instantdneo (Carolina Biological Supply Company - Burlington,
North Carolina, USA) e 5,0 ml de diferentes concentragdes do agente a ser
testado, assim como dos controles (positivo € negativo) utilizados.

As moscas adultas emergentes sdo coletadas e fixadas em etanol 70%.
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Montagem de asas

As asas sdo retiradas, embebidas em solugio de Faure (30 g de goma
arabica, 20 ml de glicerol, 15 g de hidrato de cloral, e 50 ml de agua

destilada), e extendidas sobre uma lamina seca.
Deixam-se as laminas secar por 24 h sobre placa aquecedora (40° C),

procede-se montagem com laminula, e deixa-se secar por mais 48 h.

Andlise de laminas

A andlise das laminas ¢ realizada em microscdpio optico (objetiva
40X). Registram-se o niimero e os tipos de manchas encontradas (simples

ou gémeas), assim como o tamanho das mesmas, € a posicdio em que se

encontram na asa.

Andlise estatistica

A analise estatistica é feita de acordo com o teste do X* para

proporgdes (Frei e Wiirgler, 1988).

3.5 Verificacio de efeitos clastogénicos de agentes quimicos por meio

da anilise de AC em células de medula dssea de roedores tratados

in vivo

Trinta ratos da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar (15
machos e 15 fémeas), pesando aproximadamente 100 g, e vinte € cinco

camundongos Swiss albinos (espécie Mus musculus) de 7 a 12 semanas de
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vida, todos machos, pesando aproximadamente 30 - 40 g, foram obtidos
junto ao biotério da Universidade Federal de Uberlandia (MG). Os animais
foram aclimatados por um periodo de 24 h, antes do inicio do procedimento
experimental, ¢ mantidos em gaiolas de polietileno, com temperatura
ambiente variavel entre 25 e 27°C, umidade relativa entre 60 € 70 %, ¢
expostos a ciclos de 12 h de claro / 12 h de escuro, durante os periodos de
aclimatacio e de experimentagdo. Ragdo e agua foram fornecidas ad

libitum.

3.5.1 Verificacio dos efeitos clastogénicos do TAM por meio da analise

de AC em células de medula dssea de ratos Wistar tratados in

vivo

Trinta ratos Wistar foram separados em cinco grupos de seis animais
(3 machos e 3 fémeas). Dezoito ratos foram submetidos a tratamentos com
diferentes concentragdes de TAM (0,6; 1,2 e 2,4 mg / 100 g de peso do
animal), sendo seis animais para cada grupo de tratamento. As
concentracdes foram baseadas nas doses terapéuticas empregadas em
humanos. O TAM foi injetado i.p. em dose Gnica.

Seis animais foram tratados com agua destilada estéril e seis foram
tratados com uma Unica concentragdo de CP (2,0 mg / 100 g de peso do
animal), ¢ utilizados, respectivamente, como controles negativo e positivo.

Todos os animais foram sacrificados apds 24 h do tratamento.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o seguinte protocolo:
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Protocolo de tratamento

TAM, CP, ou agua colchicina  sacrificio
! ! !

Oh 23h 24 h

A técnica utilizada para a obtengdo de células de medula ossea de
ratos Wistar, para verificacdo de AC e para o célculo do M, foi a de Ford e

Hamerton (1956), com modificagdes, descrita no item 3.2.

3.5.2 Verificacio dos efeitos clastogénicos do taxol por meio da analise

de AC em células de medula éssea de camundongos Swiss

albinos tratados in vivo

Vinte e cinco camundongos Swiss albinos foram separados em cinco
grupos de cinco animais (todos machos). Quinze animais foram submetidos
a tratamentos com diferentes concentragdes de taxol (3,0; 4,5 € 6,0 mg / 100
g de peso do animal), sendo cinco animais por grupo de tratamento. As
concentracdes foram baseadas nas doses terapéuticas empregadas em
humanos. O taxol foi injetado i.p. em duas doses, com intervalo de 24 h
entre as mesmas. Os animais foram sacrificados ap6s 24 h do segundo
fratamento.

Cinco camundongos foram tratados com agua destilada estéril e cinco
foram tratados com uma tinica concentragdo de CP (2,0 mg / 100 g de peso
do animal), e utilizados, respectivamente, como controles negativo €
positivo. Todos 0s animais foram sacrificados apds 24 h do tratamento.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o seguinte protocolo:
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Protocolo de tratamento

Taxol taxol, CP ou agua colchicina sacrificio
! ! l I

Oh 24h 47h 48 h

A técnica utilizada para a obtengdo de células de medula éssea de
camundongos, para verificagdo de AC e para o calculo do IM, foi a de Ford
e Hamerton (1956), com modificagdes, descrita no item 3.2. Para a
realizagdo deste teste foi utilizado material de apenas um dos fémures de
cada animal. O outro fémur foi utilizado para a verificagdo dos efeitos

clastogénicos e/ou aneugénicos do taxol, por meio do teste do MN.

3.6 Verificacio de efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos de agentes

quimicos por meio do teste do MN em células de medula éssea de

roedores tratados in vivo

Foram utilizados, em cada experimento, vinte € cinco camundongos
machos, Swiss albinos, de 7 a 12 semanas de vida, pesando
aproximadamente 30 - 40 g. Os animais foram obtidos junto ao biotério da
Universidade Federal de Uberldndia (MG) e mantidos nas mesmas

condicdes experimentais descritas no item 3.5.
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3.6.1 Verificacao dos efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos do TAM
por meio do teste do MN em células de medula éssea de

camundongos Swiss albinos tratados in vivo

Vinte e cinco camundongos Swiss albinos foram separados em cinco
grupos de cinco animais (todos machos). Quinze animais foram submetidos
a tratamentos com diferentes concentragdes de TAM (1,25; 2,5 e 5,0 mg /
100 g de peso do animal), sendo cinco animais por grupo de tratamento. As
concentracdes foram baseadas nas doses terapéuticas empregadas em
humanos. O TAM foi injetado i.p. em duas doses, com intervalo de 24 h
entre as mesmas. Os animais foram sacrificados apds 24 h do segundo
tratamento.

Cinco camundongos foram tratados com dgua destilada estéril e cinco
foram tratados com uma Unica concentragdo de CP (2,0 mg/ 100 g de peso
do animal), e utilizados, respectivamente, como controles negativo €
positivo. Todos os animais foram sacrificados apos 24 h do tratamento.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o seguinte protocolo:

Protocolo de tratamento

TAM TAM, CP ou agua colchicina  sacrificio
L ! ! |

0Oh 24h 47h 48 h

A técnica utilizada para a obtengdo de células de medula 6ssea de
camundongos, para andlise de MN, foi a de Schmid (1975), com
modificacdes, descrita no item 3.3. Para a realizagdo deste teste foram

utilizados ambos os fémures de cada animal.
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3.6.2 Verificacio dos efeitos clastogénicos ¢/ou aneugénicos do taxol
por meio do teste do MN em células de medula o6ssea de

camundongos Swiss albinos tratados in vivo

Os animais deste experimento foram os mesmos utilizados no teste
para verificagdo dos efeitos clastogénicos do taxol, por meio da analise de
AC em células de medula 6ssea de camundongos Swiss albinos, tratados in
vivo, descrito no item 3.5.2. A técnica utilizada para a obtengdo de cclulas
de medula Ossea, para verificagdo dos efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos do taxol, por meio do teste do MN, foi a de Schmid (1975)
descrita no item 3.3. Para a realiza¢do deste teste, foi utilizado apenas um

dos féemures de cada animal.

3.7 Verificacio dos efeitos mutagénicos efou recombinogénicos

induzidos por agentes quimicos em células somaticas de Drosophila

melanogaster

As linhagens mutantes de D. melanogaster foram gentilmente
fornecidas pelo Dr. Ulrich Graf, do Institute of Toxicology, Swiss Federal
Institute of Technology of Ziirich, CH-8603 Schwerzenbach, Switzerland.
Os estoques foram mantidos em frascos com meio de cultura de banana,
suplementado com fermento de padaria, em sala com temperatura ambiente
variavel entre 25 e 27°C, umidade relativa entre 60 e 70% e expostos a

ciclos de 12 h de claro / 12 h de escuro, durante os periodos de manutencao

e de experimentagao.
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3.7.1 Verificacio dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos
induzidos pelo TAM em células somiticas de Drosophila

melanogaster

A técnica utilizada para a obtencdo de asas de Drosophila
melanogaster, para verificagdo dos efeitos mutagénicos  e/ou
recombinogénicos induzidos pelo citrato de tamoxifen, foi a de Graf et al.
(1984), descrita no item 3.4.

Larvas de 72 * 4 h (terceiro estigio), provenientes dos cruzamentos
ST e HB, foram transferidas para frascos de vidro contendo 1,5 g de meio
de cultura instantdneo e 5 ml das seguintes concentragdes de TAM: 5,0; 7.5
e 10,0 mg / ml de solvente (dgua). Como controles negativo e positivo foram
utilizados, respectivamente, 5 ml de dgua, e 5 ml de uretano 10 mM. As
larvas foram tratadas por aproximadamente 48 h.

Os adultos emergentes, portadores dos dois tipos de genotipos, foram
coletados e fixados em etanol 70%. Procedeu-se a montagem € a analise das

asas, de acordo com o descrito no item 3.4.

3.7.2 Verificacio dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos

induzidos pelo taxol em células somaticas de Drosophila

melanogaster

A técnica utilizada para a obtengdo de asas de Drosophila

melanogaster, para  verificagdo dos efeitos mutagénicos e/ou
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recombinogénicos induzidos pelo taxol, foi a de Graf et al. (1984), descrita
no item 3.4.

Larvas de 72 * 4 h (terceiro estagio), provenientes dos cruzamentos
ST e HB, foram transferidas para frascos de vidro contendo 1,5 g de meio
de cultura instantaneo e 5 ml das seguintes concentragdes de taxol: 0,009;
0,018, 0,028 e 0,037 mg / ml de solvente (4gua). Como controles negativo ¢
positivo foram utilizados, respectivamente, 5 ml de agua, e 5 ml de uretano
10 mM. As larvas foram tratadas por aproximadamente 48 b.

Os adultos emergentes, portadores dos dois tipos de genotipos, foram
coletados ¢ fixados em etanol 70%. Procedeu-se a montagem e a andlise das

asas, de acordo com o descrito no item 34.
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4. RESULTADOS

4.1 Verificaciio dos efeitos clastogénicos, aneugénicos, mutagénicos e/ou

recombinogénicos do TAM

4.1.1 Verificacio dos efeitos clastogénicos do TAM em células de

medula 6ssea de ratos Wistar tratados in vivo

As freqiiéncias de células com AC e as médias dos IM (%), obtidos
em células de medula éssea de ratos Wistar tratados ip. com TAM e
sacrificados apos 24 h do tratamento sio apresentados na tabela 1.

A determinacdo da freqiéncia de células com AC foi realizada por
meio da andlise de 100 células por animal, perfazendo um total de 600
células analisadas por tratamento.

Foram observadas apenas aberragdes de cromdtides dos seguintes
tipos: falhas acromaticas, quebras, € fragmentos.

Niio houve diferenca estatisticamente significativa (P > 0,05) quando
foram comparadas as freqiiéncias de AC encontradas nos machos,
comparado com as freqiiéncias encontradas nas fémeas.

O ntmero de falhas acromaticas, de quebras, e de fragmentos,
induzidos pelo TAM, foi estatisticamente ndo significativo (P > 0,13),
quando comparado com o controle negativo, para todas as concentragdes.

Células com mais de trés aberracdes foram classificadas como células
com aberracdes multiplas. No entanto, devido & dificuldade encontrada na
determinagdio precisa das aberragbes existentes nessas cclulas, as mesmas
foram registradas, mas ndo foram computadas no total de células com AC.
Assim sendo, o calculo das porcentagens dos totais de células com AC

(considerando, e ndo considerando as falhas acromaticas) foi realizado
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subtraindo-se o ntmero de células com aberragdes miltiplas do total de
células analisadas. Foram, portanto, consideradas 599 células analisadas
para o controle negativo (4gua) € para o tratamento com 1,2 mg de TAM; e
552 células analisadas para o controle positivo (CP).

O pimero total de células com AC induzidas pelo TAM foi
estatisticamente ndo significativo, para todas as concentragdes, quando
comparado com o controle negativo, quando foram consideradas as falhas
acromaticas (0,6 mg, P > 0,26; 1,2 mg, P > 0,08; 2,4 mg, P > 0,50), e
quando ndo foram consideradas as falhas acromaticas (0,6 mg, P > 0,38; 1,2
mg, P> 0,29; 2,4 mg, P > 0,50).

Foram estatisticamente significativas as frequiéncias de AC induzidas
pela CP, quando foram consideradas, e quando ndo foram consideradas as
falhas acromaticas, quando comparado com 0 controle negativo (P < 0,01).

A determinagdo do M foi realizada por meio da analise de 2.000
células por animal, perfazendo um total de 12.000 células analisadas por
tratamento. Foi verificado uma redugéo, estatisticamente significativa (P <
0,001), no IM de todos os grupos tratados com TAM e CP.

A Figura 2 apresenta as freqiiéncias de AC, em porcentagem,
observadas em células de medula 6ssea de animais tratados com agua
(controle negativo), € as diferentes concentracdes de TAM, comparando as
freqiiéncias obtidas quando foram consideradas, ¢ quando ndo foram

consideradas, as falhas acromaticas.
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[1C/ Falhas
3/ falhas

-
2

Freq. de aberragdes (%)
o

o
&

o

Agua TAM 0,6 TAM 1,2 TAM 2,4
Tratamento

Figura 2: Frequéncias de aberragdes cromossomicas, em porcentagem, em

celulas de medula Ossea de ratos Wistar, tratados com diferentes

concentragdes de citrato de tamoxifen (TAM) (mg / 100 g),

quando foram consideradas, e ndo consideradas, as falhas

acromaticas.




32

4.1.2 Verificacio dos efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos do TAM por

meio do teste do MN em células de medula ossea de

camundongos Swiss albinos tratados in vivo

Camundongos Swiss albinos foram tratados com duas doses de

es de TAM, com intervalo de 24 h, e sacrificados 24

h apés o segundo tratamento. Foram analisados 1.000 EPC por animal,

totalizando 5.000 EPC por tratamento. As freqiiéncias de EPCMN (média *

diferentes concentrag

desvio padrdo), expressas €m porcentagem, s3o apresentadas na tabela 2.
O TAM induziu uma freqiiéncia total de EPCMN estatisticamente

ndo si
animal (P > 0,3). No entanto, as freqiiéncias totais de EPCMN foram

gnificativa para 0s animais tratados com 1,25 mg / 100 g de peso do

estatisticamente significativas para os animais tratados com 2,5 e 5,0 mg /

100 g de peso do animal (P < 0,001).

Uma grande variabilidade inter-individual pode ser demonstrada pelo

desvio padrdo obtido nas médias de EPCMN de todos os tratamentos.

Assim sendo, os grupos que apresentaram freqiéncias  totais,

significativas (2,5 e 5,0 mg / 100 g de peso do animal),
7 animais cada, com freqiiéncias individuais de

EPCMN estatisticamente significativas (2,5 mg: As, P < 0,03 ¢ As, P <
P < 0,04).

0,004; 5,0 mg: A, P < 0,004 ¢ A,
A CP induziu frequéncias individuais e totais de EPCMN
amente significativas com P < 0,001, além de apresentar o maior

estatisticamente

apresentaram apenas

estatistic
servado neste experimento.

desvio padrdo ob
resenta as médias das freqiiéncias totais de EPCMN,

A Figura 3 ap
em porcentagemn, observ
tratados com dgua (controle Deg

TAM.

adas em células de medula oOssea de animais

ativo), ¢ as diferentes concentragdes de
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Frequéncias (%)

0.2

TAM2X1,25  TAM ox250 TAM 2X5,00

Tratamento

Agua

freqiiéncias totais de eritrocitos policromaticos

Figura 3: Médias das
porcentagemn, observadas em

cleados (EPCMN), em

micronu
camundongos ~ SWisS albinos  tratados  com  diferentes
to de tamoxifen (TAM) (mg / 100 g).

concentragdes de citra
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4.1.3 Verificagio dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos

induzidos pelo TAM em células somiticas de Drosophila

melanogaster

amentos ST e HB foram tratadas, em
(5,0; 7,5 € 10,0 mg / ml de

Larvas provenientes dos cruz
paralelo, com diferentes concentragoes de TAM

meio de cultura) dissolvido em agua destilada estéri
10 mM, dissolvido em agua, foi incluido em ambos

1. Um controle positivo

com uretano
cruzamentos.

As fregiiéncias de
(mwh/flr*) dos cruzamentos S
agua(controle negativo), sao mostrad

nimeros de manchas (pequenas simples, gr
e a freqiiéncia de formagdo de ¢

manchas observadas nos descendentes MH

T e HB, tratados com TAM, uretano e

as na tabela 3. Sdo apresentados os
andes simples, e gémeas), o total

de manchas, lones mwh, para cada

tratamento.

As freqiiéncias de manchas induzidas pelo TAM foram
estatisticamente ndo significativas (P 2 0,05) para todas as concentragdes
Assim sendo, ndo justifica-se a andlise

testadas, em ambos 08 cruzamentos.

dos descendentes BH tratados com TAM.

om uretano, apresentaram

(P < 07001); manChaS

Descendentes do cruzamento ST, tratados ¢

manchas pequenas simples
), total de manchas (P = 0,001), e para a

s mwh (P = 0,001). Os descendentes do

resultados positivos para
grandes simples (P = 0,05
frequiéncia de formagdo de clone

HB, tratados com uretano,
s os tipos de manchas
im como para 0 total de manchas, € para a

cruzamento apresentaram resultados positivos (P
< 0,001) para todo (pequenas simples, grandes
simples, e gémeas), 358

freqiiéncia de formagao de clones mwh.

y
!
Y
{
in‘
!
;
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Apesar das frequiéncias de manchas induzidas pelo uretano serem

estatisticamente significativas, ndo justifica-se a analise dos descendentes

etivo do presente experimento.

BH, por n#o ser o obj
sultados foram comparados com 0s

Para a avaliacdo estatistica, 0 1€

correspondentes controles negativos, de acordo com o teste do X? para

proporgoes (Frei e Wiirgler, 1988).
As figuras 4 € 5 apresentam, respectivamente, as distribui¢des nas

as simples por asa, observad
cruzamentos ST ¢ HB, tratados com

freqiiéncias de manch as em descendentes MH

de Drosophila melanogaster dos

diferentes concentragoes de TAM.
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7'»/*/ TAM 10,0

I

Frequéncias/asa

1

2 34
4 58 916
Manchas simples

TRV LASTITSS

o do tamanho das manchas mutantes observadas em

Figura 4. Distribui¢a
rozigotos (MH), do cruzamento padrdo

m diferentes concentragoes de citrato de

(ST), tratados €0
tamoxifen (TAM) (Mg / ml).




39

Frequéncias/asa

Manchas simples

Figura 5. Distribui¢ao do tamanho das manchas mutantes observadas em
ntes trans—heterozigotos (MH), do cruzamento de alta

descende
tratados com dife

rentes concentragdes de

bioativagao (HB),

citrato de tamoxifen (TAM) (mg / ml).
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4.2 V hd -~ . A
erificaciio dos efeitos clastogénicos, aneugénicos, mutagénicos ¢/ou

recombinogénicos do taxol

feitos clastogénicos do taxol em células de medula

4.2.1 Verificag¢iio dos €
s albinos tratados in vivo

éssea de camundongos Swis

com AC ¢ as médias dos IM (%), obtidas

As freqiiéncias de células
s Swiss albinos tratados L.p.

a ossea de camundongo

em células de medul
6s o segundo tratamento s30 apresentados

com taxol e sacrificados 24 h ap
na tabela 4.

A determinagdo da freqiié
meio da analise de 100 células por animal,

ncia de células com AC foi realizada por

perfazendo um total de 500

células analisadas por tratamento-
apenas aberracoe

¢ fragmentos.
as, de quebras, © de fragmentos,

gniﬁcativo @ > 0,05),

Foram observadas s de cromatides dos seguintes
tipos: falhas acromaticas, quebras,
falhas acromatic

sticamente pdo Si
, para todas as concentragoes.

O ntimero de

induzidos pelo taxol, foi estati

o controle negativo
as as fathas acromaticas, 0 aumero total de
ficativo (P <

estatisticamente signi
oncentragdo de 3,0 mg /

quando comparado com

Quando foram considerad
pelo taxol foi
negativo, para a c
e estatisticament® nido significativo p

4o foram consideradas as

concentragdes (4,5 € 6,0 mg, P > 0,5)- Quando 1
; mero total d€ células com AC induzidas pelo taxol

falh »
as acromaticas 0 nuM
ativo, para todas as concentragdes, quando

P > 0,05; 4.5 mg, P>0,5; 6,0

células com AC induzidas

0,02), comparado com 0 controle
ara as demais

100 de peso do animal,

foi estatisticamente nao si’o’m'ﬁc

comparado com o controle negativo (3,0 mg,

mg, P =1,0).

CSABISTIRSES
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O taxol, em todas as concentragbes utilizadas, induziu células
poliploides, com freqiiéncias estatisticamente ~ significativas  (P<0 001)

das com O controle negativo. Estas células foram

quando compara

computadas no total de células com AC. Assim

registradas, mas ndo foram
amente, 533, 536 € 544 células para os

sendo, foram analisadas, respectiv

5 ¢ 6,0 mg de taxol / 100 g de peso do animal.

tratados com 3,0; 4,
e significativos 0S numeros de células com

Foram estatisticament
falhas acromaticas (P < 0,008), com quebras cromatidicas (P < 0,04), assim
e células com AC, quando foram consideradas (P <

sideradas (P < 0,008), as falhas acromaticas

o com o controle negativo. Células

como o numero total d
0,001), e quando nio foram ¢0D

induzidas pela CP, quando comparad
acbes foram classifi
o, devido 2 dificuldade enconirada na

com mais de irés aberr cadas como células com

aberragies multiplas. No entant

a das aberrac0es existentes nessas células, as mesmas

determinagdo precis
foram registradas, mas nio foram computadas 1o total de células com
analisadas 541 células p

aberragdes. Assim sendo foram
das freqiiéncias dos totais de

positivo (CP), no entanto, a determinagdo
a considerando-se 500 células analisadas,

células com AC foi realizad
m aberragdes multiplas.

excluindo-se, portanto, as 41 células €0
do M foi realizada por meio da andlise de

A determinagdo
do um total de 10.0

2.000 células por animal, perfazen
j0 estatisticamente significativa (P

por tratamento. Foi verificada uma redug
pos tratados com taxol e CP.

<0,02) no M de todos 0 &1
qﬁéncias de AC,

apresenta 85 fre
¢ medula 0SS€3 de animais tratados com agua

tes concentragoes d

ara o controle

00 células analisadas

A Tigura 6 em porcentagem,
observadas em células d
v0), € a8 diferen
ando foram

(controle negati ¢ taxol, comparando as

frequiéncias obtidas qU

consideradas, © quando ndo foram

consideradas, as falhas acromaticas.
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1217 [ C/ Falhas

1S/ falhas

084"

A\

N
., TE—— }} s IT,._fg

06

Frequéncias (%)

0,41

\

02}

T T

Taxol 2X4,5 Taxol 2X6,0

Tratamenios

Taxol 2X3,0

IHASZI_AT T TS =

Figura 6. Frequéncias de aberragdes cromossomicas, em porcentagem, em
células de medula 6ssea de camundongos Swiss albinos, tratados
com diferentes concentragdes de paclitaxel (taxol) (mg / 100 g),
quando foram consideradas, e ndo consideradas, as falhas

acromaticas.




s e/ou aneugénicos do taxol por

4.2.2 Verificagao dos efeitos clastogénico
MN em células de medula Ossea de

meio do teste do

camundongos Swiss albinos tratados in vivo

Qwiss albinos foram tratados com duas doses de

Camundongos
com intervalo de 24 h, e sacrificados 24 h

diferentes concentragdes de taxol,
nto. Foram analisados 1.000 EPC por animal,

apds o segundo tratame
totalizando 5.000 EPC por tratamento. AS freqiiéncias de EPCMN (média *

porcentagem, sdo ap
as individuais € totais de EPCMN

desvio padrio), expressas €m resentadas na tabela 5.
O taxol induziu frequiéncl

para todos OS grupos de tratamento P <

estatisticamente significativa

0,001).
e inter-individual po

Uma grande variabilidad
as médias de EPCMN de todos os tratamentos, sendo

desvio padrdo obtido n
/ 100 g de peso do animal apresentou 0

de ser demonstrada pelo

que o grupo tratado com 4,5 mg
maior desvio padrdo.

A CP induziu freqiiénci
com P< 0,001
as das freqliéncias totais de EPCMN,

de medula 4ssea de animais

as individuais € totais de EPCMN

estatisticamente signiﬁcativas

A Figura 7 apresenta @5 médi
as em células

em porcentagem, observad
), € as diferentes concentragoes de

tratados com agua (controle negativo

taxol.
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detad

Frequéncias (%)

N B or ' o @ @

W Ko _V__—r‘,l-— 1
Taxol 2X3,0 Taxol 2X4,5 Taxol 2X6,0

Tratamentos

sncias totais de eritrocitos policromaticos

Figura 7. Médias das frequ
porcentagem, observadas em

(EPCMN), em

micronucleados
camundongos Swiss

medula 0ss€d de
goes de paclitaxel (taxol) (mg / 100 g).

células de albinos, tratados

com diferentes concentra

R :_r“;...;;a. S e
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423 Verificacio dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos

induzidos pelo taxol em células somaticas de Drosophila

melanogaster

amentos padrdo e de alta bioativagio

Larvas provenientes dos cruz
aralelo, com diferentes concentragdes de taxol (0,009;

foram tratadas, em p
0,018; 0,028 ¢ 0,037 mg / ml de meio de cultura) dissolvido em agua
destilada estéril. Um controle positivo com uretano 10 mM, dissolvido em
agua, foi incluido em ambos cruzamentos.
As fregiiéncias de manchas observadas no
(mWh/ﬂr3) dos cruzamentos ST e HB, tratados com taxol sdo mostradas na
manchas (pequenas simples,

tabela 6. Sdo apresentados OS pimeros de

grandes simples, € gémeas), © total de manchas, ¢ a fre

de clones mwh, para cada tratamento.
apresentou freqiiéncl
vas (P < 0,05), induzidas pelo taxol, para

i
g / ml de meio de cultura,

s descendentes MH

giiéncia de formacado

O cruzamento ST as de manchas pequenas

simples, estatisticamente significat
009; 0,018 ¢ 0,037 m:
chas foi estatisticamente significativo (P =
m 0,009 mg / ml de meio de cultura.

0,05), apenas para O tratamento CO

Todos os demais tratamentos apresentar
@ 2 0,05).

estatisticamente N30 significativas (
uenas simples, grandes simples, e

As frequéncias de manchas (P4
gémeas), assim como 0 total de manchas, ¢ 2 frequéncia de formagcdio de
clones mwh, observadas 1O cruzamento HB foram estatisticamente ndo
atamentos com taxol.

significativas (P > 0,05) Par# todos 0s 1T
to ST, tratados com

ates do cruzamen
quenas simples, para © total de

Descende
resultados positivos Pard manchas P°
. o formagao de clones mwh (%= 0,001

os tratamentos com 0,

enquanto que o total de man

am freqiiéncias de manchas

uretano, apresentaram

manchas, ¢ para a frequerc

N N T
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enquanto que 0S descendentes do cruzamento HB, tratados com uretano

itivos (P < 0,001), para todos os tipos de

apresentaram resultados PoS
imples, grandes simples, €
a de formago de clones mwh.

manchas (pequenas S gémeas), assim como para o

total de manchas, e para a freqiénci
Apesar das freqiiéncias de manchas induzidas
estatisticamente significativas, ndo justifica-se @ analise dos descendentes

BH, por ndo ser 0 objetivo do presente experimento.
estatistica, 0S resultados foram comparados com 0s

s, de acordo com O t€S

pelo uretano serem

Para a avaliagao
te do X° para

correspondentes controles negativo

proporgdes (Frei e Wiirgler, 1988).

e 9 apresentam, res
por asd, observadas €
de Drosophila melanogaster dos cruzamentos ST e HB, tratados com

diferentes concentragdes de taxol.

As figuras 8 pectivamente, as distribui¢des nas

freqiiéncias de manchas simples m descendentes MH

Bt e 0o oneacibcioss

e s g
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Frequéncias/asa
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manchas mutantes observadas em

o tamanho das
zigotos (MH), do cruzamento padréo

¢oes de pachtaxel (taxol)

Figura 8. Distribui¢ao d
ntes trans-hetero

(ST), tratados com diferentes concentra

(mg / ml).
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5. DISCUSSAO

Os estudos citogenéticos realizados em animais, com 0 objetivo de
notoxicos de agentes quimicos, $30 de wvalor

d ' .
eterminar os efeitos £
agdo para humanos, uma vez que as

iz respeito 4 extrapol

almente, muitas Vezes
, €sses estudos sdo extremamente

limitado, no que d
maiores que as doses

doses utilizadas sdo, g¢T

anos. No entanto
es genotoxicos (Melo

empregadas em hum
ara a detec¢ao de agent

lteis, como testes de triagem, P
et al., in press).

Nos estudos sobre @ @V
animais, Huggett ef
um modelo experime

s humanos.

alia¢do comparativa da toxicidade de

al. (1996) (in Antunes, 1997)

compostos quimicos €m
s ratos constituem
obtidos para 0s SeIc

a determinagdo dos P
¢lulas de medula dssea de :
M

ntal apropriado na

propuseram que O
extrapolagdo dos resultados

No presente trabatho,
genotoxicos do TAM e do taxol foi realizada em ¢
albinos, € ¢m células de asas de

ngos Swiss
i

ossiveis efeitos

N Y R Y NF WML EeT

ratos Wistar, camundo

Drosophila melanogaster-

As concentragdes empregadas 00
para a verificagio de AC: de EPCMN ¢ de alte
45 em humanos. A via i.p. foi

bascadas nas doses terapeuticas empregad )
implicidade, € POF maximizar a exposigao da medula

(Preston et al., 1987); enquanto que as doses

e recombinacdes i

0 .
ssea aos agentes quimicos
q0 de mutagoes
nogaster, as concentragdes

realizados com roedores,

s testes
ragdes no IM, foram e

3
i
o
e
3

escolhida pela sua $

para detece
a

Drosophila mel
amente, € de acordo com 2 toxicidade, estabelecida !

empregadas nos testes
Mitoticas em células de asas de
fe . .

oram escolhidas aleatort

€m testes pilotos.
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Preston ef al. (1987), para ¢ obter uma medida

duzidas por agentes genotoxi
4fase apos o tratamento. Devido

De acordo com
cos, as células

precisa da freqiéncia de AC. in

as em sua primeira met
uimicos induzirem aberracbes cromatidicas

ao fato de muitos agentes d
ependentemente do estagio do ciclo celular em que a

tratamento, pelo meno
que passaram pela fase S do ciclo

crificados apos 24 h de

devem ser analisad

durante a fase S, ind

célula se encontra durante O

aIl b . r r
alisadas deve ser constituida de células
g animais foram sa

celular. Neste experimento O
o esta de acordo com 0 proposto por Preston et al.

s uma das populagdes

tratamento. Este temp

(1987).

As AC podem ser de varios tipos (fathas acromaticas, quebras
as assimétricas, di
u ambas as cromatidas
Ocasionalmente, as células

fr . e o {
agmentos diminutos, O céntricos, aneis, delegdes
) e afetar uma o

ou isocromatidicas) (Turcker € Preston, 1996)-
ser feita uma tentat

as aberragoes. Deve
células, € ndo registra-1as simplesmente como
as aberragoes, uma vez que tal classificagdo significard a

perda de informagdes jmportantes.- Nos casos em

a de tais aberrag0
células analisadas
), as falhas acrom

o evento,

intersticiai i
ersticiais e terminais (cromatidicas
a L4 . 3

presentam multipl iva, no sentido de
analisar completamente tais

células com multipl
que € impossivel fazer a

s, tais células devem ser registradas,

identificagdio precis

mas ndo incluidas no total de (Preston ¢t al., 1987).
om Brecher (1977
um mesm
ompletas. Gebhart

as depende da concentragao do
(1983), estabeleceu

De acordo © 4ticas € quebras sdo

diferentes manifestagoes de
quebras e
as acromatic
do tratamento. Hsu
as como de falhas, aumenta sob

er consideradas como

sendo que falhas
(1970) demonstrou

acromaticas podem S€T

que o aparecimento das falh
o ¢ da duraga0
anto de quebr

o, ambas devem S
¢io entre ¢las. No entanto, de

agente quimico testad

qQue, desde que 2 frequéncia, t

a influéncia do agent¢ mutagénic
e se faca distin

less Ao
sBes cromossomicas, S qu

or W T N 3 NE T e Y




acordo com Preston et al. (1987), as falhas acromaticas devem ser
registradas, mas devido ao fato de seu significado citogenético ser muito
mas nio devem ser incluidas no calculo das freqii€ncias

de aberragtes. Assim sendo, é pratica comuimn representar a fre
o, as falhas acromaticas

e ndo incluind

questionavel, as mes
qiiéncia total

de aberracgbes incluindo,
(Vijayalaxmi ¢ Padmalatha Rai, 1996).

s cromossdmicos em €
mutagénicos, pode resultar e
dos (Preston et al., 1987).

A indugdo de dano ¢lulas da medula ossea de

roedores, por determinados agentes
e fémeas $a0 analisa
e AC em células de medula dssea de

m respostas

diferentes, quando machos

Assim sendo, o teste pard verificagdo d
pos de 6 animais, sendo 3 machos € 3

ratos Wistar foi realizado com gru

fémeas.
Com o objetivo de obter uma correlagdo entre 2 indugdo de

inogenicidade humana, foi realizado um estudo

genot(')xico, de car
omo requerimentos minimos

micronicleos ¢ a ¢arc
colaborativo, no qual © potencial
conhecidos, foi avaliado pelo teste do MN. C

para o estudo colaborativo, 5 machos de camundongos
duas doses de cada agente quimico, em trés
a medula Ossea

analisadas células d
). Assim sendo, 0s testes

cindgenos humanos

foram tratados i.p.,

ou via gavage, com uma ou
ntes, ¢ foram
(Morita et al., 1997
ficagdo dos efeito

concentragdes difere

femural ou do sangue perifériCO
ngos, para 2 verl
do taxol, obedec

e/ou aneugénicos do TAM ¢
estudo colaborativo descrito por Morita eZ al.

s clastogénicos

realizados com camundo
eram O0S requerimentos

minimos estabelecidos 10

(1997).
A verificagio de mutagdes € recomb
Ja melanogaster, foi

teste da mancha da asa €M Drosophi
), € de alta bioativagdo (HB),

dos cruzamentos padrao (ST) (Graf et al., 1989
possui uma sensibilidade aumentada a agentes

inac0es mitoticas, por meio do
realizada por meio

Uma vez que este Ultimo
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xenobioticos (Graf e van Schaik, 1992). Desses cruzamentos foram obtidos
descendentes trans-heterozigotos (MH), € balanceadores heterozigotos

(BH). Os descendentes MH apresentam
combinagdo mitotica, ou nio-disjun¢io

manchas mutantes devido a

ocorréncia de mutagdo, dele¢do, 1€
que DOS descendente
ido a inversoes multiplas no

cromossdmica; enquanto s BH todos os eventos

sd0 eliminados, dev
arvas, de ambos 0S g€
entes concentragdes do TAMe

recombinacionais
notipos, emergentes

cromossomo balanceador. AS 1
desses cruzamentos, foram tratadas com difer
evem Se€r analisados primeiro devido ao

do taxol. Os descendentes MH, d
fato de possuirem um espectro de eventos genéticos, possiveis de induzir
dentes BH. Caso 05 descendentes

manchas mutantes, maior qué 05 descen
anchas estatisticam

MH apresentem freqiiéncias de m
descendentes BH devem S€T analisados. A comparagdo entre as freqiiéncias

de manchas obtidas n0S dois tipos de descendentes, permit
amente a recombinacao.

ente significativas, 0s

e saber qual € a

porcentagem devida exclusiv

apeugénicos, mutagénicos  e/ou

3.1  Efeitos clastogénicos,

recombinogénicos do TAM.

s com TAM apresentaran apenas aberragdes de

quebras, © fragment
mo 0 numero total de células

Ratos Wistar tratado

cromatides (fathas acromaticas,
falhas, de quebras, € d¢ fragmentos, assim €O
cativo, quando €O

com AC, foi estatisticamente ndo signift

a todas as concentragoes.

estatisticamente significativa, quando foram
as nos machos,

rrag0es encontrad

os). O namero de
mparado com 0

controle negativo, par

Nio houve diferen¢d
Cias de abe

comparadas as freqién
comparado com as freqiiéncias encontradas nas femeas

e o
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Células com mais de trés aberragoes foram classificadas como células

com aberracdes multiplas. No entanto, devido 2 dificuldade encontrada na

determinagdio precisa das aberragOes exi
40 foram computadas 1

stentes NEsSSas células, as mesmas

foram registradas, mas n o total de células com

aberracies.
Foi verificado uma redugo estatisticamente significativa no IM de
AM. Esses resultados estdo rel

todos os grupos tratados cOm T
s desse agente, sendo que 0S dados obtidos por

de cancer de mama humano, sugerem que

precoce na fase G1 do ciclo

acionados

com os efeitos citotoxico
Osborne et al. (1983), em células
0 TAM reduz o IM por meio de um bloqueio

celular.
ultados negativos observados no teste de AC em
s Wistar, foi realiz

génicos, por meio do teste do

Devido aos r1e€s

células de medula ossea de rato
astogénicos e¢/ou aneu

ado o teste para

verificacio de efeitos cl

MN em células de medula ossea de camundongos, tratados com duas doses
ervalo de 24 h, e sacrificados

de diferentes concentragdes de TAM, com int

24 h ap6s o segundo tratamento.
Neste teste foi verificado que © TAM induziu uma freqiiéncia total de

EPCMN estatisticamente ndo sigm'ﬁcativa para 0S

o do animal. No €
EPCMN foram estatisticamente si s animais tratados com

gniﬁcativas para 0
2,5e¢50mg/ 100 g de peso do animal, al

animais tratados com

ém de uma grande variabilidade

svio padrdo obtido nas

C e os positivos obtidos

clo fato de que, O teste de AC
teste de MN foram

Os resultados negativos obti

1o teste de MN, podem €T explicados P

foram utilizados ratos Wistar, B

utilizados camundongos:

e B btinds

I eE R ME WS X

i
1.
;
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(1996), as principais vias metabolicas do TAM, em varias espécies, sdo

tanto qualitativamente quanto quantitativ
ara a diferenca de respo

amente diferentes. Isto oferece uma

plausivel exp]ica(;ﬁ() P sta ao TAM, inclusive
genotoxica, obtida em diferentes espécies.

Além disso, as concentragdes de TAM, empregadas no teste para

maiores que as utilizadas no teste de AC, e 0s

detecciio de EPCMN, foram
te de AC os

animais foram injetados com duas

0s COm apenas uma dose.
50 de AC e MN pelo TAM nao é conhecido.
os a0 DNA

covalentemente adicionad
bem estabelecida (V jayalaxmi

doses, enquanto que Do tes

animais foram injetad

O mecanismo de indu¢
No entanto, a formagao de produtos
s do TAM tem sido

et al. (1986) acreditam
or meio de mecanismos de reparo,

(aductos) por metabolito
e Padmalatha Rai, 1996)- Liehr

de DNA formados ndo 530 removidos P
subsequentemente podem produzir mutagdes de
Rai (1996), trabalhando  com

padmalatha
albinos, verificaram um aumento estatisticamente

significativo nas freqiiéncias de AC € MN, com do
as empregadas Des

0.2: 0.4 ¢ 0,8 mg / Kg / dia) 4
desses pesquisadores, © TAM foi administrado

e as preparagﬁes c

que, s€ 0S aductos

ponto € AC.

Vijayalaxmi ©
camundongos SWiss

ses muito menores 0,1;

te experimento. No

entanto, no experimento
itologicas foram feitas

apos 24, 48, 72e¢ 96 h
Han ¢ Lichr (1992) veri
ratas Sprague-Dawley. continham do

de 20 mg de TAM / kg Apos trés © seis
o aductos adici

atr
respectivamente, 5

NA de células de figado de

is aductos, ap0s uma simples inje¢do

injegdes de 20 mg de TAM / kg /
onais, enquanto que 2

dia, foram formados qu
-7 e 10-15 vezes

concentragdo de aductos aumentou,

mais que em uma dose {inica.
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om fémeas de ratos F344
que o TAM,

(1995) trabalhando ¢

Carthew et al.
LEW (Lewis), verificaram

(Fischer), Wistar (LAC-P) ¢

administrado na dieta (420 p.p-m.), in
DNA, cumulativo com 0 tempo, de 500 aductos / 10% nucleotidios apos 30

dias de tratamento, para quase 3.00
pouca diferenca entre

entre O tempo de tratam
pode explicar as diferencas nas

duziu um aumento de aductos de

0 aductos / 10® nucleotidios apos 180

dias de tratamento, com as espécies estudadas.

A diferenca existent®
(ntimero de administragdes de TAM),
freqiiéncias de AC ¢ EPCMN
experimento de Vijayalaxmi € Padmal
(1994) verificaram

e despolimerizagao do

prague-Dawley tratadas com doses que variavam de

tyles et al. (1997),
cos em hepatocitos de ratos, € €m

anas transfectadas com p450 cDNAs (células

ento dos animais

observadas neste experimento € no

atha Rai (1996)-
Sargent el al quebras cromossomicas,

aneuploidia, endoreduplicagdo

fuso mitotico em

hepatocitos de ratas S

0,3 a35 mg/KgdeTAM;GS
génicos € aneugéni

verificaram que o TAM

possui efeitos clasto
células linfoblastoides hum

MCL-5). Esses resultados podem também explicar 0 aum
de EPCMN, observada 10 experimento COm camundongos tratados com
TAM

A eficacia dos
M, € confirmada

ento na frequiéncia

ara detecgdo de AC, EPCMN ¢

testes utilizados P
s obtidos com a CP, que €

pelos resultado

um agente comprovadamente mutagénico. Uma revisdo ¢
apresentada por Anderson et al. (1995). Devido

s,aCP¢ usada, rotineiramente, como

alteracdes do
ompleta sobre 0s

efeitos genotoxicos da CPé
cos comprovado

aos efeitos genotoxi
stes citogenéti

cos para detecgdo de danos

controle positivo, em

cromossmicos induzidos.
A analise de manchas mutantes
por meio da

realizado

em células de asas de Drosophila

analise de descendentes

melanogaster 0l




roveni .
provenientes dos cruzamentos St e HB, realizados em paralelo, nos quais

foram utilizadas diferentes concentragdes de TAM.
uretano 10 mM, dissolvido em agua, foi

Um controle positivo com
in -
cluido em ambos cruzamentos, por ser um agente com propriedades
wiirgler, 1990).

genotoxicas comprovadas (Fr(')lich e
qiiéncias de manchas

Primeiramente  foram analisadas as fre
0
bservadas nos descendentes MH de ambos cruzamentos,
as simples, grandes simples, € gémeas), 0 total

e registrados 0s

n ’
Gimeros de manchas (pequen

de Y, ~
manchas, € a freqiiéncia de formagao de clones mwh, para cada

tratam
ento.
iiéncia de manchas nas asas dos

Foi verificado um aumento na freq
descendentes do cruzamento HB; quando compara
ento ST. No entanto, apesar do

observadas nos descendentes do cruzam
as de manchas induzidas pelo TAM foram
estadas, em

as concentragoes t
trole negativo (4gua),

do com as freqiiéncias

aumento observado, as freqiiénci
ativas, para todas
arado com © cOl
descendentes BH, nos quais

estatisticamente nio signific
os, quando comp

ndo justificando-se, portanto, & andlise dos
s S0 eliminado

combinacionai

cromossomica existente 00 cromossomo balanc
ara detecgdo de

A eficacia dos testes utilizados P
or, tratadas cOm TAM, €

em células de asas de Drosophila melanogast
confirmada pela analise de descendentes dos cruzamentos ST e HB, tratados

com uretano, que apresentaram resultados positivos para as freqiiéncias de
resultados 1€ om o TAM sdo

ambos os cruzament

s, devido a inversdo

1
odos os eventos T¢
eador.

manchas mutantes

manchas, indicando queé o5 gativos obtidos ¢

verdadeiros, e ndo falsos negativos:
Apesar das freqiiéncias de manch
Cstatisticamente significativas; ndio justifica-se @ anali

o objetivo do presente expe

as induzidas pelo uretano serem

se dos descendentes

BH, por ndo ser rimento.




5-2 3 A
Efeitos  clastogenicos, aneugénicos, mutagénicos  e/ou

re g A"
combinogénicos do taxol.
aliado por meio de um

nico do taxol foi av

O potencial clastogé
AC em células metafasicas, € de

protocolo combinado de analise de
E .

PCMN em células de medula 0ssed de camundongos tratados 1.p. com
d | .

uas doses de diferentes concentragdes de taxol, com intervalo de 24 h, e

sacrificados apés 24 h do segundo tratamento.
s de cromatides dos tipos falhas

as apenas aberragde
s, sendo que 0 namero de tais aberrag0es

ando comparado com o controle

Foram observad

acromati
omaticas, quebras, € fragmento

foi .. A
01 estatisticamente Nao significativo, qu

nesati N

egativo, para todas as concentragdes-

Quando foram consideradas as fathas acromaticas,
taxol foi estatisticamente significativo,

células com AC induzidas pelo
ativo, para a concentragdo de 3,0 mg/ 100 de

ndo significativo
as as falhas acromaticas o

o0 pumero total de

comparado com 0 controle neg
statisticamente
concentragdes. Quando ndo foram considerad

ac0es induzidas

nimero total de células com aberr
para todas as concentragoes, quando
ia de AC, com 0

significativo,
¢do na freqiiénc

pegativo. A redu
1, demonstra 0 efeito citotoxico deste

e .

pelo taxol foi

estatisticamente 1ndo
c
omparado com O controle

a "
umento da concentragdo de taxo

quimioterapico.

O taxol induzit € ndente, com freqiiéncias

e 4 . . - :
statisticamente significalva>

quando comparadas €™

ides dose-depe
as as concentracde
Estas células foram

élulas polipk’)
para tod

ole negativo.

contr
putadas 110 total de células com aberracoes.

reor
egistradas, mas ndo foram com
o com O mecanis

Esges resultados esta de acord
erizagdo, OU da fungdo do fuso mitotico

da pOlim

s utilizadas,

mo de agdo do taxol,

por meio da inibicdo




(Horwitz et al., 1986; Rowinsky € Donchower, 1991; Long ¢ Fairchild,

1994; Nicolaou ef al., 1994)

Long € Fairchild
s a baixas concentracd
querido para 2 formagdo do fuso

(1994), células sincronizadas em

De acordo com
es de taxol, ap6s um

mitose mostraram-se sensivel
que ¢ 0 tempo I¢

celular. Os resultados obtidos por €sS€S autores sugerem
¢do de fusos pré-formados, €

formaggo do fuso mitotico, sem afetar a fun
Exposi¢do continua a b

sem impedir a divisao mitotica.
ciclo, resulta em células com conteido de DNA
maior que 4C ou 8C. Esses resultados suportam @ hipétese de que, ndo
cromatides irmis, as células tratadas com taxol
q membrand nuclear a0 redor de

SSOMOS; reverter as células
S, resultando em

tempo inferior a 30 min.,
que o taxol inibe a

aixas concentragdes

de taxol, por mais de um

sendo capaz de segregar

podem eventualmente reconstruir

cromossomos individuais, 04 grupos de cromo
A; e entrar nd fase

para a fase G1, contendo 4C de DN
posto, que este ¢ 0 mecanismo citotoxico

célula com 8C de DNA- Foi pro

primario do taxol.
Além da diminuigao da freqiiéncia de AC, de acordo com 0 aumento
efeito citotoxico pode ainda ser comprovado, no

na concentragio de taxol, 0
statisticamente significativa, 10 M de

nosso experimento, pela reducdo, ©
todos os grupos tratados.

O taxol induzit freqiiéncias
signiﬁcativas para

individuais € totais de EPCMN, dose-

dependente, estatisticamente todos o0s grupos de
tratamento.

Esses resultados €stdo de acordo com observagoes anteriores feitas

os quais as freqiéncias de EPCMN

. 1992), e com

rvaram qumento na freqiiéncia de

gos tratados com taxol;
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com Jagetia ¢ Nayak (1996) que observaram aumento na freqiiéncia de

EPCMN em células de medula 05s€ de camundongos tratados com taxol,

associado ou nio a radiagdo gammé-

ilidade inter-individual
e EPCMN de todos os tratamentos, sendo
peso do animal apresentou O

r-individuais foram

Uma grande variab pode ser demonstrada pelo

desvio padrdo obtido nas médias d
m 4,5 mg/ 100 g de
s variabilidades inte
om diferentes agentes quimicos,

que o grupo tratado €O
maior desvio padrdo. Grande
também encontradas por OUtros autores: © c

no ¢ Spand, 1992;

quando utilizaram o test do MN (Nepomuce
95; Nakano € al., 1996).

A CP induziu freqiéncias de AC, de EPC
ando comparado com 0 controle

significativa, qu
dos testes realizados com camundongos.

m células de asas de Drosophila

Nepomuceno ¢ Spand, 19
MN, ¢ reduziu o IM, de

forma estatisticamente
negativo, confirmando a eficacia
A analise de manchas mutantes €

melanogaster 10i realizado
entos padrdo €

por meio da analise de descendentes

provenientes dos cruzam de alta pioativag
qs diferentes concentragdes de taxol.

paralelo, nos quais foram utilizad
De forma similar 20 experimento realizado com TAM, um controle
a, foi incluido em ambos

positivo com uretano 10 M, dissolvido € agu

3o, realizados em

cruzamentos, por S€T um agente com propriedades genotoxicas

comprovadas (Frolich ¢ Wargle™ 1990)-
Primeiramente foral analisadas 25 freqiiéncias de manchas
MH de ambos

observadas nos descendentes
grandes simple

quenas simples,
de formagdo de clones mwh, P

cruzamentos, © registrados 08

S, € pémeas), O total

niimeros de manchas (P
ara cada

de manchas, € 2 freqiiéncia

tratamento.
iéncia de manchas pequenas

nto na freqi

nas asas dos descendentes do

Foi verificado

Simples, estatisticamente




s com 0,009; 0,018 ¢ 0,037 mg de taxol / ml de
anchas foi estatisticamente significativo

apenas para 0S tratados com 0,009 mg de taxol / ml de agua. Todas as

camente 1o significativas, quando

as observadas no controle negativo (4gua). Os

cruzamento ST, tratado

agua; enquanto que o total de m

demais freqiiéncias foram estatisti

C A M
omparado com as frequenc

descendentes do cruzamento HB apresentaram um aumento n
das com as freqiiéncias

de manchas induzidas pelo taxol, quando compara
observadas nos descendentes do
freqiiéncias foram estatisticamente ndo signific
concentracdes testadas, quando comparado com o controle negativo (agua).
a et a (1996), que

Estes resultados estio de acordo com Cunh
manchas estatisticamente nio significativas, em

ambos  cruzamentos, demonstrando que © taxol ndo posssui atividade
ticas de D. melanogaster.

em células soma
para detecgdio de manchas mutantes

em células de asas de Drosophila melanogasters tratadas com taxol, €
dos cruzamentos ST e HB, tratados

confirmada pela analise de descendentes
vos para as freqiiéncias de

Com uretano, que apresentaraiil resultados positi
S resultados negativos obtidos com 0O taxol sdo

as freqiiéncias

cruzamento §T. No entanto, essas

ativas, para todas as

obtiveram frequéncias de

genotoxica direta ou indiretd,

A eficacia dos testes utilizados

manchas, indicando qu¢ ©

verdadeiros, ¢ ndo falsos negafivos.




6. CONCLUSOES

s obtido neste trabalho, podemos concluir

De acordo com 08 resultado

O antineoplasico citrato d¢ tamoxifen (TAM):

m células de medula gssea de ratos

o N5 ] i e
Nio possui efeito clastogénico ©

'\

, a

s Wistar, |
N

4 1

|

Wistar;
[}
Possui efeito Cltotoxlco em células de medula 0ssed de rato
demonstrado pela redu¢ao mgmﬁcatwa no IM.
sea de camundongos ah

as de medula 08
statlstlcamante S1

ignificativo

na frequéncia de MN;
o . . .
Nao possui efeito mutagénico € recombinogénico €M células de asas de ‘

Drosophila melanogaster-

O antineopldsico pactitaxel (taxol):

°* Néo possui efeito clastogénico €M células de medula ossea de i

camundongos Swiss albinos:
ulas de medula 0ss¢d de camundongos

0 51gmﬁcatlva no IM.

-]
Possui efeito citotoxico em cél
pela reducd

ea de camundongos

Swiss albinos, demonstrado

®
Possui efeito anengénico em ©
ignificativo

Swiss albinos, demonsirado pel
na freqiiéncia de MN e de células pohplo »

0 aumento estatlstlcamente s1
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(] X . . A _® . Al ’
Nio possui efeito mutagenico € recombinog€nico €m células de asas de

Drosophila melanogaster-

Os resultados acima s30 validos para as concentragdes, assim como

para as condigdes experimentais utilizadas. Apesar de alguns dados
te trabatho, oS dados

ativos, obtidos 1nes

estatisticamente 1nao Sigﬂiﬁc
positivos obtidos, assim como 08 da literatura especializada, nos permitem
uimioterapia com 0

concluir que ¢ essencial qué pacientes submetidos @ q
dos para efeitos genotoxicos, €

samente monitora

TAM e o taxol sejam rigoro
que os oncologistas trabalhem sob 2 suposigdo de que os agentes quimicos

risco genotoxico potencial.

antineopldsicos apresentam um




7. RESUMO

’ O citrato de tamoxifen (TAM), € 0 paclitaxel (taxol) sdo agentes

quimicos utilizados DO tratamento de doengas neoplasicas. O potencial

genotoxico do TAM foi

Wistar, com a finalidade de verificar 0 potencial clasto
(AO). Camundong

anali N A
ise de aberragdes Ccromossomicas
avaliar 0 potencial clasto

o teste do micronticleo (MN); €
andlise de AC. Linhagens

avaliado em células de medula Ossea de ratos
génico, por meio da
os Swiss albinos,
foram utilizados com a finalidade de génico e/ou
agentes, pOT meio d

0 . .
potencial clastogénico do taxol por me10 da
aster foram utiliza

m
utantes de Drosophila melanog

arl A -
eugénico, de ambos 05

das para a detecgdo de

por meio do teste da mancha da asa.

mutacs : s
utacdes e recombinagdes mitoticas,
cruzamentos padrdo (ST) ¢ de alta bioativagio (HB)-

ntes trans-heterozigotos (MH),

obtidos descende
ndentes MIH apresentam

(BH) Os desce
ncia de mutacao, delecdo, recombinagao

F e
oram utilizados 0S
D
esses cruzamentos foram
o )
balanceadores heterozigotos

man e a n
chas mutantes devido 2 ocorre
uncdo cromossémica; enquanto qu

e nos descendentes

mitética, e
ou néo-dis)
40 climinados, devido a inversoes
TM3. As larvas,

am tratadas com diferentes

combinacionais S
balanceador

genotipos, emergentes desses cruzamentos, fOr

concentragdes do TAM ¢ do taxol.

BH
todos os eventos ¢
de ambos 0S

malti
tiplas no cromossomo

com diferentes

Ratos tratados intraperitonealmente @i.p-)
concentragdes de T AM (0,6 1,2 ¢€ 2,4 mg / 100 g de peso do animal) (3
apresentaram freqiiéncias de

a conccntragﬁo)
o indice mitotico (M),

Ia
chos e 3 fémeas para ¢ad
jvas, € reducdo 0

A .. .
C, estatisticamente nao Slgnlﬁcat
entragoes, quando

estatist -
tatisticamente significattv® par

co .
mparadas com O controle negativo-
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com duas doses de diferentes

/100 g de peso do animal), com

atamento (5 machos

Camundongos  tratados ip.

c ~
oncentra¢des de TAM (1,25;2,5¢ 5,0 mg

mnt :
ervalo de 24 h, e sacrificados 24 h ap6s o segundo Ir
entaram frequiéncia tot

(EPCMN), estatisticamente nio
de peso do

al de eritrocitos

para cada concentragdo), apres

p.ohcmméﬁcos micronucleados

significativa, para 0S animais tratados com 1,25 mg / 100 &
oram estatisticamente signi

anmmal. No entanto, €5535 freqiiéncias fi
dos com 2,5 © 5,0 m

o controle negativo.

ficativas

para os animais trata g /100 g de peso do animal,
Quando comparadas com

Descendentes MH do
concentragdes de TAM (5,0;

HB, tratados com diferentes

ml de agua), apresentaram
ficativas, para todas as
a-se a andlise dos

s cruzamentos STe
75 ¢ 10,0 mg /
icamente ndo signi

freqiidne: .
qiiéncias de manchas, estatist
a, ndo justiﬁcav

Co -
ncentragoes testadas. Desta form;

descendentes BH.
O potencial ge

1 foi avaliado Por meio de um

notoxico do X0

de andlise de AC ¢ de EPCMN. Camundongos
s de diferentes con 3,0;45¢€
interval

protocolo combinado,
centragdes e taxol

tr .
atados i.p. com duas dose
o de 24 h,e sacrificados 24

6
,0 mg /100 g de peso d0 animal), O™

h anc
apés o segundo tratamento ® machos P
Apresentaram freqiiéncias de AC, estatisticamente

ara cada concentragdo),

signiﬁcativas, quando
aticas, apenas para 0 tratados com 3,0
ulas polipléides; de

quiéncias de cél
estaﬁsticamente significativos, para

foram consideradas as falhas acrom
mg / 100 g de peso do animal; € ¢
EPCMN, assim como reducdo N0 M,
ando comparado
0 CruZamento
o. 0,018; 0,028

manchas simples,
com 0,009; 0,018 ¢ 0,037 mg / 100 & de

s com O controle negativo-

ST, tratados com diferentes
e 0,037 mg / ml de 4gua)
estatisticamente

todas as concentragdes, QU

Descendentes MH d
concentragges de taxol (0,00
presentaram  frequiéncias de

Signi .
gnificativas, para 0s tratamentos
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peso do animal, enquanto que a ﬁeqﬁéncia total de manchas foi
para 0 tratamento com 0,009 mg / 100

estatisti e
tatisticamente significativa apenas
cruzamento HB, apresentaram

g de peso do animal. Descendentes MH, do
ente D0 significativas,
4lise dos descendentes BH.

freqgiiéne: .
qiiéncias de manchas, estatisticam para todos 0S

50 justificava-s¢ a an

Em todos os experimentos foram incluidos controles
ficativas, corroborando 2

qtisticamente signi

i,
atamentos. Desta forma, 1
positivos, que

apr anci
presentaram frequéncias €st

eficaci e
cacia dos testes utilizados.
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8. SUMMARY

are chemical agents

and paclitaxel (taxol)
potential of

used i g
in the treatment of neoplastic diseases. The genotoxXic
rat bone marrow tothe c

TAM was studied by submitting Wistar

aberration (CA) assay. Swiss albino mice were employed 10 examine
aneugenicity of both the micronucleus test
ity of taxol by ophila
were employed
t test using the Stan
From these Crosse
teroZygous (BH) de
n, deletion, mitotic
in the BH de
e to the presence
ae from both genoti

Tamoxifen citrate (TAM)
hromosome

agents by

the CA assay. Dros
for mitotic mutation and
dard Cross (ST) and the
s were obtained trans-
scendents. The MH

clastogenicity and/or
(MN), and clastogenic
melanogaster mutant strains

ref’Ombination by the wing Spo
High Bjoactivation Cross (HB).

h
Etszygous (MH) and balancet h
S

owed mutant spots due mutatio
n-disjunction, while

recombinati .
mbinational events Wer® elmnnated du
hromosome- Larv

Iversions on the balancer ¢
treated with different concentratiors of TAM and taxol.

Rats treated intraperitonea]ly (ip) with different concentrations of
TAM (0.6; 1.2 ¢ 2.4 mg/ 100 g body weight, administered © 3 males and 3
females for each concentration), did not show a1t increase in the frequency

X Wwas statistically

e
recombination, Of

scendents all
of multiple

c
hromosomal no
pes were

atl

the mitotic inde
ompared to the neg

(24 hours ap
g body weight, 2
24 hours after th
ency of micront
als treated with 1.25

ative control.

art) of TAM

dministered
e second

of )
_ CA, however the reduction 11
Sioni

gnificant for all concentrations when ©

Mice ip. treated with WO doses
5¢5.0mg/ 100

on) and sacrificed
e in the total frequ
anim

Co ;
t ncentrations (using 1.25; 2
05 .
. males at each concentrat!
e .
atment, did not show an increas

Polychromatic erythrocytes (MNPCES

cleated

) among the
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ficant for animals

mg. H :
owever, these frequencies Were statistically signi
when compared to the

treat :
ed with 2.5 and 5.0 mg / 100 8 body weight

negative
control.
and HB crosses, treated

The MH Drosophila descendents from ST
ions of TAM (5.0, 7.5 and 10.0 mg / mi of water),

with dj
th different concentrat
significant increases

di
d not present statistically

ns. Because 1o positive €
s, the corre

Al in the frequency of spots for

t .

ested concentratio Ffects were obtained for this
sponding BH wings

compound in the MH wings of both crosse
Were not analysed.
The genotoxic potential of taxol was evaluated by using the combined
fr::t‘:;(ﬂ (.>f metaphase analysis and the
mice were subjected t0 tW0 dose
and 6.0 mg / 100 g body weight admini
Coflcentration), and sacrificed 24 hrs after the second
aumals presented significantly increased frequencies of CA, when gaps
where considered, only for animals treated with 3.0 mg

polyploid cells and MNPCES 2 well as @ reduction Were also
d conce

micronucleus test A group of LP.
s of taxol 24 hours apart (3.0; 4.5
stered t0 3 males at each

treatment. These

The frequency of

mitotic indeX
ntrations, when compared 10 the

Statisti .
stically significant for all teste

T cross, treated with

The MH Drosophila descer
0.009;

ant single SPO

dents, from the S

0.018; 0.028 an
t frequencies for those

wever the total of spot

the treatment with 0.009
ically

40.037 mg/ mi of

dif

ifferent concentrations of taxol (

W

trater) presented statistically signific
cated with 0.009; 0.018 and 0,037 mg bo

fre X
quencies was statistically significant only for
m the HB cross d

f the treatments.

id not present statist

m
g The MH descendentcs fro
For this reason the

signi

guificant spot frequencies for any 0
Co .

rresponding BH wings Wer not analysed
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1 was included to facilitate

positive contro

For all experiments 2
acy of the employed assays.

| statisti . _
atistical analysis and determine the effic
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