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I. INTRODUERO
I.1. Carrapatos de interesse econdomico no Brasil.

Os carrapatos sdo aracnideos ectoparasitos de vertebra-
dos. Seus principais hospedeiros sdao os mamiferos, mas aves, répteis
e anfibios podem também ser por eles parasitados (FLECHTMAN, 1985).

No Brasily 1inudmeros hospedeiros de interesse econdmico,
como bovinos, equinos, o0vinoss caprinoss suinoss caess gatos e
galinaceos s3o0 parasitados por espécies de carrapatos pertencentes
as familias Argasidae e Ixodidae (Ixodida, Acaris Tabela 1). Algumas
dessas espécies podem atacar seres humanos, de forma severa
(Amblyomma cajennense,; Ornithodoros rostratus) ou branda (Otobius
megnini, Rhipicephalus sanguineus), porém nadao constituem um problema
de salde plblica, pPois s3o raros os relatos de ocorréncia desse tipo
de ataque.

Entre os animais parasitados por carrapatos, os bovinos
sao 0s economicamente mais importantes. O rebanho bovino brasileiro
¢ estimado em 136 milhdes de cabegass; das quais 21 milhdes sdao de
taurinos (Bos taurus) e o restante de zebuinos (Bos indicus) ou de
hibridos taurino-zebuinos (BRASIL EM DADOS, 1990). O0Os taurinos,
apesar de representarem em estado de pureza racial apenas uma peque-
na porcentagem do rebanho nacional (16%), s3o de grande importancia
porque reunem as pPrincipais ragas leiteiras e seus mestigos com
zebuinos produzem quase todo o leite consumido no pais. Todavia,
eles s3o0 muito susceptiveis aos carrapatos (GONZALES, 1975), em
especial a espécie Boophilus microplus; o0 ectoparasita de maior
repercussao econdGmica em bovinos no Brasil. Acrescenta-se a isso que
a resisténcia a essa ectoparasitose, até entdo uma das importantes
caracteristicas do gado zebu, parece estar sendo gradualmente redu-
zida, provavelmente em fungdao da sua crescente miscigenagao com O
rebanho taurino.

Do ponto de vista médico-veterindrio, os carrapatos cons-
tituem-se nos artrdpodes de maior importdncia por produzirem 1inju-
rias de vdrios tipos aos seus hospedeiros, como a depreciagao do
couros a inoculag3do de toxinas e a transmissao de agentes patogéni-
cosy decorrentes de seu hdbito hematofdgico (FLECHTMAN, 1985). O

parasitismo por B. microplus produz quatro tipos de agOes sobre
bovinos (HARRISON et alii, 19735 COELHO & SA, 1979): (a) uma agao

mecanica, expressa por lesbes originadas das picadas dos carrapatos
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Tabela 1.

Argasidae

Ixodidae

econo-
nomes
S3a0

Carrapatos que parasitam hospedeiros de interesse
mico no Brasil (adaptado de FLETCHMAN, 1985). Os
vulgares segundo ARAGRO (1936) e FLETCHMAN (1985)

apresentados entre parentesis.

Argas miniatus galinaceos
(carrapato dos galinheiros;
carrapato sulamericano das
aves)

Ornithodoros rostratus suinos
(carrapato do chao)

Otobius msegnini equinos

(carrapato espinhoso da orelha)

bovinoss,

bovinos,

Amblyomma aureolatum
(carrapato amarelo do c3o)

OvVinos,
caes,
caprinos

A. cajennense
(adultos: carrapato estrelas
carrapato rodoleiro;
pPlcagos;
carrapato rodolego
micuim castanhos
carrapato meio-chumbosj;
carrapato pblvoras;
carrapato fogo;s
carrapatinho)

bovinos,
equinoss
suinos,

ninfas:

larvas:

A. ovale caesy gatos

(carrapato castanho brilhante do cao)

A. tigrinum
(carrapato de listas brancas do cao)

Anocentor nitens
(carrapato da orelha dos equinos)

equinos,
Caprinos

bovinos,
caes,

ov1inos,
caes,

bovinos,
coelhos,
caprinos

Boophilus microplus
(carrapato sulamericano do boi)

Haemaphysalis leporispalustris coelhosy galinhas

(carrapato do coelho do mato)

Ixodes loricatus caes, gatos

(carrapato de pernas pretas)

Rhipicephalus sanguineus coelhos, caes,

(carrapato vermelho do c3o)
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que permitem a invas3o de bactérias e larvas de moscas bicheiras,

podendo provocar a morte de animais jovens, supuragao dos ouvidos,

mastites; danos ao couro etc; (b) uma agdo espoliadoras; devido a

sucg¢ao de sangue bovino durante sua curta vida parasitaria (cerca de
20 dias); (e¢) wuma agao tbxica, decorrente de subst3ancias inoculadas
pelos carrapatos durante a sucgdo de sangue; e (d) uma agdao 1infec-
tante, pela transmissao de doengas provocadas por virus, riquétsias

e protozoarios, como piroplasmose, anaplasmose etc.

I.2. 0 acaricida e inseticida amitraz.

Os maleficios causados por carrapatos tém sido combati-
dos com carrapaticidas quimicos, cujos principios ativos, de modo
geral, s3o compostos arsenicaiss clorados,; fosforados, carbamatos,
formamidinas e piretrdides (SILVA, 19793 FLECHTMAN, 1985). Mais
recentemente estdo sendo desenvolvidas vacinas para a protegao do
gado contra B. microplus (AGBEDE & KEMP, 19B43; JOHNSTON et alii,
19865 OPDEBEECK et alii, 198Ba; 1988b; WILLADSEN et alii, 1988B), mas
ainda ¢ incerto se esses esforgos obterdo éxito.

Os compostos arsenicaiss clorados, fosforados e carbama-
tos foram largamente utilizados até um passado recente, todavia
cairam ou est3do caindo em desuso devido a sua alta toxicidade para
com o hospedeiro ou a resisténcia adquirida pelos carrapatos, prova-
velmente em consequéncia do emprego continuado de doses subefetivas
(STONE, 19725 HARRISON et alii, 19735 SCHUNTNER & THOMPSON,1?78a;
STONE & YOULTON, 1982). Os piretrbides sao pouco tbxicos e altamente
eficazes (NOLAN et alii, 1979), porém linhagens resistentes de B.
microplus,; produtoras de esterases que hidrolisam esses compostos,
J3 foram identificadas por DE JERSEY et alii (1985).

Atualmentes; um dos compostos mais utilizados no combate
aos carrapatos de bovinos & uma formamidina, o amitraz [N-metilbis
(254-%xililiminometil)aminal,; que é encontrado na forma de concentra-
do emulsiondvel de 1259 do ingrediente ativo por litro em cinco
formulagOes comerciais no Brasil (COMPENDIO VETERINARIO, 1989):
Triatox (Cooper-Wellcome), Amitraz Centralsul (Defensa), Ectox
(Imeve), Amitox (Laboratbrio Leivas Leite S.A.) e Amitracid (Labora-
térios Alfa do Brasil S.A.). Esse composto tem se mostrado efetivo
contra 1linhagens resistentes a outras classes de carrapaticidas,

persistindo no pelo e no couro durante um periodo suficiente para
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controlar todos os estadios do parasita (WORTHING, 19835 GUPTA at
alii, 1988).

As propriedades acaricidas do amitraz foram descritas
pela primeira wvez por PALMER et alii (1971), que estudaram sua
atividade contra o B. microplus. Posteriormente, esse composto mos-
trou ser altamente eficaz contra uma grande variedade de espécies
economicamente importantes de carrapatos, discriminadas na Tabela 2.
Além de B. microplus; duas outras dessas espéciess Amblyomma
cajennense ¢ Rhipicephalus sanguineus; também ocorrem no Brasil,
enquanto as demais pertencem a géneros aqui representados, como pode
ser constatado na Tabela 1.

No Brasily; o uso do amitraz tem se restringido ao combate
de carrapatos. Todavia, ele também & usado com grande efici@éncia em
44 diferentes pailses (FAO/WHO, 1980), como Estados Unidoss Inglater-
ray, Japdos Alemanha, Itdlia, Argentina, Austrdlia, Franga e Africa
do Suly no controle de um grande nudmero de espécies de dcaros e
insetos de importancia agricola ou veterinaria (Tabelas 3 e 4).

A via de degradagio do amitraz in wvivo j4 & bem conhecida
em diferentes espécies. Segundo SCHUNTNER & THOMPSON (1978b), apbs a
absorgdo do amitraz (composto I) pela larva de B. wmicroplus, sao
produzidos os metabblitos derivados N-2,;4-dimetilfenil-N’-metilfor-
mamidina (composto II), @2,4-dimetilformanilida (composto III), 2,4-
dimetilanilina (composto IV) e um composto apolar n3do identificado.

Dessesy somente o0s compostos I e Il exercem agdao tdxica sobre B.

microplus. Essa agdo carrapaticida parece ser devida a inibigdo de
oxidases de fungdo mista (SCHUNTNER & THOMPSON, 1976). Em mamiferos,

o amitraz degrada-se nos compostos II, III e IV, e também em 3cido

4-formamino-3-metilbenzbico (V), acido 4-amino-3-metilbenzbico (VI)
e varios outros derivados desconhecidosy; provavelmente segundo a

seguinte sequéncia (FAO/WHO, 19805 KNOWLES & BENEZET, 1981):

II
A
I\ : IQ\
IIX
o
v

VI

A via metabdlica do amitraz em plantas termina no compos-—-
to III, seguindo a mesma sequéncia proposta para os animais. Em

bactérias, no entanto, a via de transformagdo difere da observada em
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Tabela 2. Espécies de carrapatos controladas pelo amitraz.

Amblyomma cajennense

A. hebraeum

Anocentor viriabilis

Boophilus annulatus

B. decoloratus

B. microplus
Haemaphysalis bispinosa
H. longicornis

Hyaloma spp

Ixodes holocyclus

I. persulcatus

I. ricinus

Rhipicephalus appendiculatus

R. evertsi

2 3 4 S 6 7

FAO/WHO,

FAD/WHOD,
HARRISON

1980

1980;
et alii, 1972a

FOLZ et alii, 1986

AHRENS et alii, 1989

FAO/WHO,
HARRISON

1980;
et alii, 1972a

PALMER et alii, 1971

FAO/WHO,
FAO/WHO,
GUPTA et
FAO/WHO,
FAO/WHO,
FAO/WHO,
HARRISON

FAO/WHO,
HARRISON

1780

1980

alii, 1988
1980

1780

1980

et alii, 1972a

1980;
et alii, 1972a

FOLZ et alii, 1986
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Tabela 3. Espécies

Acarapsis woodi
Aculus schlectendali

Chorioptes spp

Demodex spp

Dermanyssus gallinae

Epitrimerus pyri
Myocoptes musculinus

Ornithonyssus sylviarum

Panonychus spp

Phyllocoptruta oleivora

Psorergates spp

Psoroptes spp

Sarcoptes spp

Tetranychus spp

Varroa jacobsoni

de dcaros combatidas pelo amitraz,
carrapatos, e seus respectivos hospedeiros.

bovinos,y caprinos,
ovinoss suinos,
porco espinho

bovinos, caprinos,
ovinos, suinos, caes,
gatos

galinaceos

frutas

camundongos
galinaceos

frutas, plantas
envasadas (cravos,
rosas, crisantemos)

citros

bovinosy caprinos,
ovinoss suinos

bovinos,s caprinos,
ovinos, sulnos

bovinosy caprinos,
ovinos, suinos, caes,
koalas

frutas, algodao,
hortaligas, legumes
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excetuando-se as espécies de

EISCHEN et alii, 1986

FAO/WHO, 1980

FAD/WHD, 1980;
CURTIS, 1985;
LECHTER, 1988;
WRIGHT et alii, 1988

FARMER & SEAWRIGHT, 19803
FAODO/WHO, 1980;

CANNON, 1983;

DAVIS, 1985;

COWAN & CAMPBELL, 1988
FAO/WHOD, 1980

FAD/WHD, 1980

WIKERHAUSER et alii, 1978
COLLISSON et alii, 1981

FAD/WHO, 1980;

HARRISON et alii, 1972a3b

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980;
CURTIS, 1985

FAO/WHD, 1980;
BROWN et alii,
CURTIS, 198353

FOLZ et alii, 1984a3b

19823

HARRISON et alii, 1972ajb;
FAO/WHO, 1980;

GILIOMEE & PRINGLE, 1985

DELAHITTE & HAVRILECK, 19873
FAUCON & FLECHE, 1988;

HERBERT et alii, 19885 1989
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Tabela 4. Espbcies de insetos cosbatidas pelo amitraz e seus respectivos hospedeiros.

Espbcie

Hospedeiro

Referencia

Espbcie

Hospedeiro

Referencia

Acyrthesiehon eisi
Aonidiella aucantin
Aphidis apssypil

fihis spp

fwlocorthup sep

bemisia tabaci

Bueswlatix thurberel)a
(eroelastea sep
Conofrachelus nenuphar
Cydya poronella
Damaliniz see

Liraropsis castanea
Dusaehis plantaniaea
Earias see

Emeoasca spp
frioson laniaerun
Haematoeious suls

Heliothis sep

frutas

algodao,
frutas

frutas

algodao

algodao
citrus
frutas
frutas

bavinos,
ovinos

algodao
frutas
algodao
algodao
frutas

sufnos

algodao

HARRISON et alids 1972b
HARRISON et aliis 19720
FAD/KHD, 1980

HARRISON et aliiy 1972b;
FAD/WHO, 1960

FAD/WHO, 1980

FAD/WHO, 1988}
WORTHING, 1983;
PEREGRINI & LEHON, 1986
FAD/WHO, 1980

FAD/BHO, 1960

FAD/WHD, 1980

FAD/WHO, 1980

FAD/WHO, 1960

FAD/NHO, 1960
FAD/WHD, 1986
FAO/WHD, 1960
FAD/RHD, 1980
FAD/NHO, 1988
FAO/WHD, 1980
FAD/WHD, 198%;

WORTHING, 1983;
KNOWLES & HAHED, 1989

Lewcoeterr scitella
Lineanathus sep
Lysaphis pyrd
Hacrosiebun sep
Heleehaaus quinus
Heaoura viciae

Hyzus persicae

FPhorodoa husuls

Fsylla eyricola

Fhalonerycter hlancardella

it persics

Rhaselatis poranella
Saissetia sep
‘alenceotes caeillatus
Seodeptera sep

Thries spp

Iyeblocyba powaria

BiGa
ovinos
frutas

frutas

ovinos

frutas

frutas

pETa

BaGd

frutas

frutas

frutas

algodao

algoddo

frutas

FAO/RHD, 1980
FAD/WHD, 1988
FAO/WHD, 1980
FAD/NHD, 1980
FAO/KHD, 1980
HARRISOR ef. alits 1972b

HARRISON e alils 1972b;
FAD/WHO, 1980

FAO/WHD, 1980
FAD/WHO, 1960

FAO/WHD, 1960;
NORTHING, 1983

HARRISOH et alils 1972b;
FAD/NHO, 1980

FAD/HO, 1980
FAD/NHO, 1980
FAD/NHO, 1980

FAD/NHD, 19803
WORTHING, 1983

FAD/¥HD, 1989

FAD/WHD, 1980
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animais e vegetais: o composto I & convertido diretamente no compas-
to IV, que & estivel e se acumula nas culturas bacterianas (ALLCOCK
et alii, 1978). Uma via secunddria mais lenta envolve a conversao de
amitraz no composto IV, através dos intermedidrios II e III. A
presenga do derivado terminal VI na urina de homens envolvidos na
produgao de amitraz e em voluntdrios expostos a esse composto sugere
que a via metabdlica em humanos seja semelhante a verificada em
animais (SHIRLEY, 1975, 1976 e HUGHES, 1975, c¥f. FAO/WHO, 1980).
Apesar da identificag3o de derivados do amitraz sob condigbes in
vivo, a clivagem do amitraz que da origem aos compostas II e III
parece nio ser enzimatica (SCHUNTNER & THOMPSON, 1978b), provavel-
mente ocorrendo por hidrdlise. O amitraz, embora ndo seja higrosco-
pico, sofre hidrélise na presenga de dguas; em processo que € mais
rdpido em pH dcido (HARRISON et alii, 1972b). As fdérmulas estrutu-
rals do amitraz e de seus derivados encontram-se representadas na
Figura 1.

A rota e os produtos de excregdo de amitraz administrado
oralmente s3o semelhantes em diferentes espbcies de mamiferos, como
ratos, camundongos, c3ess gatoss bovinos, babulnos e humanos
(FAO/WHO, 1980 e 1984). Apbs 24 horas de tratamento, cerca de 83% do
composto @ excretados e aproximadamente 62% da excregao ocorre

através da urina. Em animais, o0s picos de amitraz no sangue sao

atingidos apds seis horas nos casos de administragdo oral, porém

somente apds 24 a 72 horas nos casos de administragdo dérmica. Esses
dados demonstram que a absorgdo desse agente por via dérmica é bem
mais lenta que por wvia oral.

Residuos do amitraz no figado, rinss bago, bile, mdscu-
loss olhos e glandulas adrenais foram detectados até sete dias apds
o tratamento, em diferentes espécies. MCDOUGALL et alii (1979)
encontraram ©@,02mg de residuos de amitraz por quilograma de tecidos
de novilhos, abatidos 24 e 48 horas apds o mergulho em uma banheira
contendo uma solug3o de amitraz a 0,025%. Em vacas submetidas a
tratamento 1déntico, o0s residuos no leite e na manteiga atingiram,
respectivamente, um mdximo de 0,01 e 0,17mg/kg seis horas apds,
declinando para zero e 0,0img/kg dois dias apds o tratamento. Entre-
tanto, SOMERVILLE (1972, cf. FAO/WHO, 1980) havia encontrado niveis
mais altos no leite colhido de uma vaca tratada dermicamente por
duas vezes com um intervalo de sete dias entre as aplicagbes: um

maximo de ©,09mg/1 durante o tratamento e ©,03mg/1 dvucorridos nove
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Figura 1.

CHy

H;Q NHCHO

CH
3
n

&

v s

Formulas estruturais do amitraz

dos II, III, IV, V e VI.
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dias da segunda aplicag@do.

Os limites mdximos de residuos (LMR) de amitraz permiti-
dos, segundo recomendagao da Food and Agriculture Organization - FAO
(FADO/WHO, 1980), sdo apresentados na Tabela 5. O0Os valores dos LMR
variam amplamente (de 0,01 a 0,50mg/kg) de acordo com o produto. Em
geraly o0s LMR dos produtos de origem vegetal sdo maiores que os de
origem animal.

As doses letais 50 (DL5Q) de amitraz estimadas para
diferentes espbkcies de animais de laboratbrio encontram-se na Tabela

6. Entre as espécies estudadas, 0 camundongo apresentou uma maior

resisténcia a agao tdxica do amitraz (DLS® oral ) 1.600mg/kg),

enquanto o coelhos; o0 cdo e o babuino mostraram-se mais sensiveis
(DL5® oral + 100mg/kg). Por sua vezs o rato e a cobaia apresentaram
uma sensibilidade intermedidria (DLS5Q oral + 600mg/kg). As concen-
tragbes maximas diarias de ingest3do de amitraz que ndo causam quais-
quer efeitos tbxicos s3o 2,5mg/kg de peso corpbreo (p.c.)s para
camundongos; 3mg/kg p.c./dia, para ratos; ©,25mg/kg p.c.s para caes;
e 9,003mg/kg p.c.s para seres humanos (FAO/WHO, 1984).

Os resultados das investigagdes sobre os efeitos do ami-
traz no processo de reprodugdos em ratos e camundongos,; sugerem que
doses tdxicas para as mdes também sejam embriotdxicas, mas os dados
exl1stentes a respeito da atividade teratogénica desse composto ainda
sio insuficientes para possibilitar qualquer conclus3do, como se
resume a seguir. Feémeas alimentadas com dietas contendo amitraz nas
concentragdes de 200mg (MERRYMAN & SUTTON, 1972, c¥. FADO/WHOD, 1980)
e 400 mg/kg p.c. (BROWN et alii, 1978 e CHANNON & CRYER, 1978, cf.
FAO/WHO, 19803 HOUNSELL & RUSH, 1984, c¥. FAO/WHO, 1984) apresenta-
ram wuma duragido média do estro mais prolongada. Nenhum efeito foi
encontrado no nivel de beta-estradiol no plasma, porém foram obser-
vados niveis sanguineos mais baixos de progesterona e mais altos de
sul fato de deidroepiandrosterona, nas fémeas tratadas com doses de
190 e 409mg/kg p.c.s embora o efeito se manifestasse em grau menor
com a primeira dessas doses. Em ratas alimentadas com uma dieta
contendo 12mg/kg p.c. de amitraz, do primeiro dia de prenhez até o
desmame da prole aos 21 dias, houve uma redugdao do ganho de peso das
mides e do numero médio de filhotes sobreviventes até o quarto dia
apbs o nascimentos o0 que n3ao ocorreu quando as ratas eram tratadas
com doses mais baixas (SUTTON, 1973, cf. FAO/WHO, 1980). Em animais
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Tabela 5. Limites mdximos de residuos (LMR) de

amitraz permitidos pela FAO (FAO/WHO,

cereja
pepino

laranja

semente de algodao

bleo de sementes de algodao
bleo de oliva

carne bovina

carne suina

carne ovina

derivados de carne bovina
derivados de carne suina

derivados de carne ovina
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camundongo

rato

cao
babuino

® cf.

intraperitonial

inalagao

dérmica

oral

oral

dérmica

FAD/WHO,

1980

5

6

7

1.600mg/kg

600mg/kg

B00mg/kg
65mg/ 1
> 1.600mg/kg

400-800@mg/m]

100mg/ml
200mg/ml
100mg/ml

100-25@mg/ml
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PATTON & SUTTON, 1971

PATTON & SUTTON, 19715
SHAW, 1973

SHAW, 1971, 1973
BERCZY et alii, 1972
PATTON & SUTTON, 1971

PATTON & SUTTON, 19713
SUTTON, 1970

PATTON & SUTTON, 1971
SUTTON & WILLIAMS, 1972
PATTON & SUTTON, 1971

PATTON, 1973
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tratados com 200mg de amitraz/kg p.c. foi1 observada uma queda no
crescimento, no consumo de alimentos; na fertilidade e na viabili-
dade. Em trés geragbes sucessivas tratadas com 90mg de amitraz/kg
P.c. houve uma diminuigdo no nudmero de filhotes sobreviventes até 21
dias de 1idade (SUTTON, 1973 e LANCASTER & WILLIAMS, 1978, cf¥f.
FAO/WHO, 1980). Nenhum efeito teratogénico foi observado na descen-
déncia de femeas de ratos e coelhos submetidas a doses diarias de
1, 3, S5, 12 e 25mg de amitraz/kg p.c.; e abortos sb ocorreram nos
tratamentos com a dose mais alta (SUTTON, 1973, c¥f. FAO/WHO, 1980).

H& poucos estudos sobre a atividade <carcinog@énica do

amitraz. Uma alta incid@&ncia de tumores linforreticulares foi encon-

trada em fémeas de camundongos alimentadas com dieta contendo 400mg
de amitraz/kg por BO® semanass o0 que ndo ocorreu em animais submeti-
dos a doses mais baixas desse composto (BURNETT et alii, 1976 e
KAKUK , 1979, cf. FADO/WHO, 1980). Além disso, em camundongos também
tratados com 40@ppm de amitraz, COLLEY et alii (1983, cf. FAO/WHO,
1984) encontraram um aumento do tamanho do figado e de nbdulos
linfaticos, tanto em machos como em fémeas, uma incid@ncia maior de
dilatag3o da glandula prepucial em machos e de tumores hepatocelula-
res em fémeas. Em adigaos houve um aumento dependente de dose na
incidéncia de nddulos hiperpldsticos e focos telangiectdsicos e
basofilicos, nas concentragdes de 25, 100 e 400ppms em machos e
fémeas. Nenhum efeito carcinogénico foi detectado em ratos tratados
por dois anos com doses de 15, 50 e 200mg/kg (SUTTON & OFFER, 1973,
cf. FAO/WHO, 198Q), porém a idade dos animais no inicio dos experi-
mentos foi considerada fora dos padrdes exigidos pelos grupos de
especialistas em residuos de pesticidas da FAO e World Health
Organization (WHO).

A atividade farmacoldgica do amitraz em animais inclui a
inibigdo da oxidase de monoamina (BONSALL & TURNBULL, 1983), a agdo
sinergistica de alfa-2-adrenorreceptores (BONSALL & TURNBULL, 19833
HSU & KAKUK, 19843 ROBERTS & ARGENZIO, 19863 HSU et alii, 1987;
CULLEN & REYNOLDSON, 1988) e a inibig3o da sintese de prostaglandina
(YIM et alii, 19785 BONSALL & TURNBULL, 1983). Inclui, também, uma
agao anti-histaminica em cavalos (PASS & SEAWRIGHT, 1982), a inibi-
Gao da liberagao de insulina em caes (HSU & SCHAFFER, 1988) e um
efeito octopaminérgico em Drosophila,; por estimular a ciclase de
adenilato (DUDAI et alii, 1987).

Os efeitos tdxicos do amitraz em mamiferos sao sedagao,
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bradicardia, midriase, hipotensdo, hipotermia, poliuria, vomito,
hiperglicemias, depressiao do sistema nervoso central e redugio da
atividade motora condicionada (DOBOZY, 1982, cf. HSU & KAKUK, 1984;
BONSALL & TURNBULL, 1983). Em c3es, o composto causa diminuig¢3o dos
batimentos cardiacoss hipertensao, arritmia e hiperglicemia (HSU gt
alii, 19865 CULLEN & REYNOLDSON, 19885 HSU & SCHAFFER, 1988). Seu
uso em gatos é 1napropriado, devido a um efeito tdxico suave, carac-
terizado principalmente por anorexia transitdria (GUNARATNAM et
alii, 1983). Além disso, o amitraz n3o & recomendado como carrapati-
cida para equlnos por causars apds 24 horas do tratamento, uma

sindrome caracterizada por sonoléncia, depressao,; redugao ou cessa-

gao do peristaltismo intestinal normal, auséncia de eliminagao de

fezes e progressiva compactagdo do intestino grossos podendo levar
os animals a morte (ROBERTS & SEAWRIGHT, 1979, 19835 DARVILL, 1985).
Em fungao de seus efeitos no intestino de equinoss, ROBERTS &
ARGENZIO (1986) administraram o amitraz intravenosamente na dose de
img/kg p.c. a equinos diarréicoss para investigar seu potencial como
composto terapéutico. Esses autores verificaram que o amitraz inter-
rompia o0 peristaltismo intestinal, que retornava ao seu ritmo normal
entre B8 e 22 horas, e a consist@ncia do contetldo fecal retornava
também ao normal 24 horas apbs o tratamentos provavelmente devido a
sua agdo sinerglistica de alfa-2-adrenorreceptores. Poréms a possi-
bilidade da aplicag3o clinica de amitraz para combater diarréias em
equinos ainda requer estudos adicionais, pelo fato de alguns animais
terem apresentado dores abdominais e devido aos profundos efeitos
sobre o sistema nervoso central. Varios dos efeitos tbxicos do ami-
trazy, como o0s exercidos sobre a fisiologia intestinal de equinos e
0os cardiovasculares em cdess podem ser revertidos pela “yohimbine”,
uma antagonista de alfa-2-adrenorreceptoress o que a torna um anti-
doto em potencial (HSU & HOPPER, 19863 HSU et alii, 198465 ROBERTS &
ARGENZIO, 19864).

Poucos casos de envenenamento humano por amitraz sdo
conhecidos (BONSALL & TURNBULL, 1983), a despeito da produgao de
milhares de toneladas desse composto desde o inicio de sua comercia-
lizag3do em 1974. Isso torna dificil uma extrapolagdo segura ao homem
dos sintomas de intoxicagdo observados em animais. No entanto, os
sinals comuns de intoxlicagao em animals, como depressao do sistema

nervoso central com episddios de hiperexcitabilidades, hipotensdo,
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bradicardia, hipotermia e hiperglicemia, devem ser considerados como
possiveis critérios para diagndstico de envenenamento no homem. Os
animals que sobrevivem ao envenenamento por doses potencialmente
letais de amitraz mostram uma completa recuperagao dos sintomas
farmacolbgicos e dos sinais de debilitag3do geral em cerca de sete a

dez dias. Todavia, como nos concentrados emulsionaveis das formula-

¢0es comercials 0 amitraz encontra-se dissolvido em solventes aroma-

ticos, em geral o xilol, o0s efeitos farmaco e toxicolbgicos dos
solventes também devem ser considerados, nos casos de superexposigao

as formulagbes comerciais.

I.3. Avaliagdo da potencialidade mutagénica do amitraz.

Os métodos de avaliagido da atividade mutagénica de com-
postos quimicos encontram-se em franco desenvolvimento, tanto em
quantidade como em qualidadey em fungdo principalmente do grande
numero de compostos quimicos disponiveis com o aumento da industria-
lizagdo e do progresso tecnolbgico. De modo geral, os novos compos-—
tos que estdo sendo introduzidos no ambiente de forma continua
alteram as relagdes de equilibrio dindmico resultantes do processo
evolutivo coordenado ao longo de bilhdes de anos. Por 1sso, podem
acarretar prejuizos de natureza genética, n3do sb os que dizem res-
peito a prbpria salde humana, como o0s que redundam em consequencias
de ordem econ®mica.

Existe um grau elevado de redunddncia quanto aos tipos de
bioensaios atualmente disponiveis para avaliar a atividade mutagéni-
ca de compostos quimicos. BRUSICK (1987) reuniu esses bioensaios em
quatro gruposs com base em sua especificidade a natureza das lesbes
causadas ao material genético: (a) bioensaios que avaliam a indug3o
ou reversao de mutagbes génicas ou de ponto, provocadas por inser-
Gaos deficiéncia ou substituigdo de bases nitrogenadas em um gene
especifico, em células de bactérias (Salmonella typhimurium), de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae; Schizosaccharomyces pombe), de
mamiferos (limfoma de camundongo, ovadrio de hamster chinés, linhagem
U79 de hamster) e em mamiferos in vivos; (b) testes que detectam
lesdes primdrias no DNA na forma de estimulo dos mecanismos de
reparo do DNA (sintese de DNA ndo programada),; de formagao de aduc-
tos de DNA,; de rupturas na estrutura do DNA e de trocas entre

cromatides—-irmas (TCI)5 (c) bioensaios que identificam indiretamente
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as alteragdes no DNA, como a ativagdo mutacional de oncogenes, por
avaliar a capacidade de um agente para transformar células normais
de mamiferos em células com propriedades neoplasicas; e (d) bioen-
salios que avaliam aberragbes cromossomicas estruturais e numéricas
por meio da analise de cromossomos metafasicos e do teste de micro-
nbcleos em células animais e vegetais superiores, do teste do domi-
nante letal em roedores, de deficiéncias cromossdmicas e aneuploi-
dias em microrganismos e de perdas de cromossomos sexuals e de
translocagBes herdaveis em Drosophila melanogaster e em roedores.

Dos bioensaios acima citados, apenas a andlise de cromos-
somos metafasicoss o0 teste de micronlicleos e a anilise de TCI s3o
parametros citogenéticos, e podem ser analisados em diferentes orga-
NismosSs, como mamiferos,; Drosophila, Allium cepa, Tradescantia
paludosa e Vicia faba. Em mamiferos, inudmeros tipos celulares podem
ser utilizadoss como linfdcitos, células de medula dssea, fibroblas-
tossy ceélulas de ovdrios espermatogBnias, espermatdcitos e hepatdci-
tos.

Na Tabela 7 encontram-se discriminados os estudos relata-
dos na literatura visando a avaliagio da potencialidade mutagénica
do amitraz e, na Tabela 8, os estudos referentes aos seus derivados.
Todos o0s bioensaios nao-citogenéticos que avaliaram a atividade
mutagénica do amitraz encontraram resultados negativos, com excegao
do teste de dominante letal, para a concentragao de SOmg/kg p.cC.
(PALMER & JAMES, 1977, cf. FAO/WHO, 1980). Todos os bioensaios n3ao-
citogenéticos que avaliaram a atividade mutagénica dos derivados do
amitraz também encontraram resultados negativos, excetuando-se o
teste de Ames para os derivados III e IV (ZIMMER et alii, 1977, cf¥f.
FAO/WHO, 198Q); e o teste de mutagio em linfoma de camundongos com
ativag3o metabblica, para as concentragbes superiores a 1ug/ml do
derivado IV (MCGREGOR & RIACH, 1983, cf. FAO/WHO, 1984).

Apenas um bioensaio de natureza citogenética foi reali-
zado com o amitraz (CAMPELLO & RODRIGUES, 1986), tendo sido encon-
trada wuma frequéncia significativamente elevada de aberragdes cro-

mossoémicas nas células IB-RS-2 de procedéncia suina tratadas com

SOug/ml. Outro bioensaio citogenético, o teste de micronldcleos
(HOUNSELL & WALKER, 1983, «c¢f. FAO/WHO, 1984), foi empregado para o

derivado IV, porém os resultados foram negativos. Todavias n3o foram

realizados estudos das frequeéncias de TCI; nem tampouco estudos com

qualsquer outros parametros citogenédticos, como as frequéncias de
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Tabela 7. Avaliagdo da atividade mutagenica do amitraz em diversos sistemas,

Bioensaio

Autores

Organismos testados

Concentragoes usadas

Resultados

Dano 2o DNA

Sintese de DNA nao
programada (com e
sem atividade meta-
bélica)

Teste de Ames

{com e sem ativi-
dade metabblica)

Hospedeiro intermedidrio

Teste de mutagao em
linfosa de casundongo
(com e sem atividade
netabdlica)

Transformagao celular

Dominante letal

Aberragoes cromossomicas

PETZOLD et aliLy 1977 ¥

HCGREGOR & RIACH, 1983 wx

EVEREST & WILCOX, 1976;
TUPLIN & WILCOX, 1978 2

HCGREGOR & PRENTICE, 1983 »

HORTYA et alii, 1983

TUDEK et alii, 1988

WILCOX, 19765
EVEREST, 1976 ==

HCGREGOR & RIACH, 1984 x¥

HCGREGOR & RIACH, 1983 wx

PALKER & JAKES, 1977 %

CAHPELLD & RODRIGUES, 1986

fibroblastos de pulrao de
hamster chines

tibroblastos esbrionicos
humanos

Saleenela typhimuciue
(linhagens TALS33,TA1437

TA1538)

Escherichia cli
t11nhagens wp2,up2 uvrA)

S, typhimuriue (linhagens
TA98, TAL 09, TALS35, TALS7,
TA1538

9. tuphinuriur (linhagens
TA100, TAT8, TA1535,TA1537,
TA1538)

Ee tald (linhagea wp2 her)

9. typhimucium (1inhagens
TA97,TA98,TAL00,TAI02)

E, tolj (linhagens k{2,
AB{157,AB1157 adad

casundongo/Q, fyebisuriun
{(1inhagens G46,TA1532,
TA1964)

cblulas L378Y TK+/- de
carundongo

clone CIH/19 Ti/2 de fi-
broblastos de esbrido de
caeundongo

casundongo

cklulas IB-RS-2

medula dssea de camundongos

virias

oé, &0, 100, 146, 180,
c20, 268, 30ug/al

0, 33, 108, 333, {.008,
3304,19.000ug/placa

5.000ug/placa

5y 25y 50, 75, 109,
200ug/placa

G@y 100, 250, Sfdug/placa

} 400mg/kg p.c.

con ativagao: atk Jdug/xl
sen ativagao: até 20ug/ml

com ativagdo: 12,5; 253
37 y3ug/nl
sen ativagao:5;19;4Sug/nl

{eng/kg p.c.
90mg/kg p.c.

2ug/al

Jug/ml
Sbug/al

4209/kg p.c.

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
positivoxss

negativo
negativo

positivo

negativo

% cf. FAD/WHD, 1988; ¥ cf. FAO/NHO, 1984; ®%x femeas tratadas: discreto ausento na perda mbdia pbs-isplantagao e redugao no tamanho
nédio de filhotes vidveis; machos tratados: taxa reduzida de implantagdo.

5 6 7

AVA |
AVAVEY'

unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



Takela 8. Avaliagao da atividade mutagénica de derivados do amitraz em diversos sistemas.

Bioensaio

Autores

Organismos testados

Concentracoes Derivados

Resultados

Dlano ao [NA

Teste de Ames

{com e sem ativi-
dade metabblica)

Teste de mutagao ea
linfora de camundongo
(com e sem atividade
metabblica)

Transformagao
celular

Hicronlicleos

PETZOLD et aluts 1977 #

EVEREST & WILCOX, 1976;
TUPLIN & WILCOX, 1978 »

ITHKER gf adid, 1977 »

RICHOLD gt alii, 1963 ==

HCGREGOR & RIACH, 1983 ==

HCGREGOR gt alil, 1984 =

HOUNSELL & WALKER, 1983 ==

fibroblastos de pulmdo de
hamster chines

Salmongla typhinutiva
(linhagens TA{335,TA1437
TA1538)

Escherichia cali
(Tinhagens wp2,up2 uvrA)

Salnone)a fuphisurium
linhagens TAL0®

9. byphiguriue (linhagens
TA98,TA100,TAL933, TAI537,
TA1538)

células LS{78Y TK+/- de
canundongo

clone C3H/16 T1/2 de fi-
broblastos de esbrido de
canundongo

redula bssea de camundongo

virias I1,I11,IV,V

ILIILY

I, v

atk 5.000ug/placa  II,III

{3 3,33 107 33,35
1003 200; 2003
333,3; 4005 500,
408ug/al

com ativagao: 5y 16,
2bug/al

sem ativagao: 160,
20, 400ug/al

9643; 112,35 223
m9/kg (2x em 24h)

negativo

negativo

atividade muta-
génica fraca, mas
consistente

negativo

con ativagao:positivo
para } lug/sl
sea ativagaoinegativo
ate 3d0ug/aml

negativo

negativo

& cf. FAO/WHO, 1980
= cf. FAD/WHO, 1984

4 5 6 i
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aberragbes cromossOmicas e o teste de micronlicleoss em células

humanas cultivadas.

A utilizagao de pardmetros citogenédticos ¢ importante
porque parte dos compostos que ddo resultados positivos quando
avaliados por esses parametros apresentam resultados negativos em
sistemas microbianos. Em uma extensa revisdo da literatura, ISHIDATE
et alii (1988) verificaram que apenas 994 (1746/298) dos agentes
quimicos que induziram anomalias cromoss8micas mostravam resultados
positivos no teste de Ames, que avalia a indugao de mutagdes génicas
em Salmonella typhimurium. Dessa forma, um grande nUmero de agentes
genotdxicos poderiam ser considerados ndao-genotdxicos se avaliados
apenas pelo teste de Ames.

0 teste de microndcleos tem sido muito empregado na
avaliagdo de mutagenicidade e de carcinogenicidade, tanto por agen-
tes quimicos, como a mitomicina C,; a ciclofosfamida, o etilmetano-
sul fonato e o metilmetanosul fonatos quanto por agentes fisicoss; como
os raios X (FRANK et alii, 1978; HEDDLE et alii, 1978a; SALAMONE et
alii, 19805 YAMAMOTO & KIKUCHI, 19813 DEGRASSI & RIZZONI, 1982).
Constitui-se em uma técnica auxiliar, econémica e rdpida para ava-
liagdo das aberragdes cromoss6micas no homem (COUNTRYMAN & HEDDLE,
19765 JENSEN & HUTTEL, 19765 FRANK et alii, 19785 HEDDLE et alii,
1978a3 1978b; HOGSTEDT & MITELMAN, 19815 DEGRASSI & RIZZONI, 1982;
HEDDLE et alii, 19835 1984) e, em alguns casoss mostrou-se até mais
sensivel que a andlise dos cromossomos (JENSEN & HUTTEL, 19763
JENSEN & NYFORS, 19795 DEGRASSI & RIZZONI, 1982). A rapidez, a
economia e a sensibilidade deste teste também foram referidas em
estudos desenvolvidos com outros mamiferos (FRANK et alii, 1978;
YAMAMOTO & KIKUCHI, 19813 WATANABE et alii, 1982)s; com anfibios
(FERNANDEZ et alii, 19895 VAN HUMMELEN et alii, 1989) e com plantas
(DEGRASSI & RIZZONI, 1982).

Os microndcleos originam-se de fragmentos acéntricos,
resultantes de deficiéncias cromossdmicas, e de cromossomos dicén-
tricos ou em forma de anel (HEDDLE & CARRANO, 19773 HEDDLE et alii,
1978b) ou de cromossomos inteiros (VIAGGI et alii, 19875 FORD et
alii, 1988), que nao sao capazes de participar normalmente do movi-
mento anafdsico da divisao celular. Como consequéncias nao sao
incorporados nos nucleos-filhos e podem ser remanejados para o
citoplasma na forma de nidcleos pequenoss cada um contendo um ou mais

cromossomos ou fragmentos cromossomicos. Assemelham-se aos nucleos
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normalis em todos os aspectoss exceto pelo seu tamanho, e sdo facil-
mente reconhecidos na analise das células fixadas.

Os microndcleos podem ser pesquisados tanto em prepara-
goes cromossGmicas de culturas celulares destinadas a andlise de
cromossomos metafdsicos (COUNTRYMAN & HEDDLE, 1976) como cm prepara-
gO0es de culturas tratadas com citocalasina B, que bloqueia a citoci-
nese, nas quals o citoplasma & preservado (FENECH & MORLEY, 1985a).
0 método de COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) ndo permite a identificagdo
dos nucleos que se dividiram apenas uma vez em cultura dos demais.
Além dissos como nesse procedimento o citoplasma ndo é preservados
parte dos micronucleos sdo perdidoss permitindo apenas uma subesti-
mativa dos microntdcleos produzidos. Por outro lado, esse método
apresenta a vantagem de possibilitar a andlise de dois pardmetros
(analise cromossomica e de micronlcleos) concomitantemente em 13ami-
nas de uma (Gnica cultura celulars o0 que representa uma economia de
custo e de tempo.

Técnicas recentemente desenvolvidas permitem a separagao
dos microntdcleos que contém cromossomos inteiros, origindrios de
erros na disjungdo cromossOmica, daqueles microndcleos portando
aberragdes cromossGmicas estruturais instdveis. Essas técnicas
baseam-se no tamanho e nudmero de microndcleos (SARTO et alii, 1987),
na identificagdo de cinetbcoros por imunofluoresceéncia (DEGRASSI &
TANZARELLA, 19885 HENNIG et alii, 1988), na identificag3do de centro-
meros por bandamento C, na medida da area ou do conteldo de DNA dos
micronbcleos (VANDERKERKEN et alii, 1989).

A produgdo de microndcleos reflete quantitativamente a
ocorréncia de quebras cromossdmicas em culturas de ceélulas, exceto
quando a dose do agente mutagénico é muito elevada e produz a morte
celular (HEDDLE et alii, 1978a). Contudo, esse teste ndao € dtil na

definigao da natureza das anomalias estruturais produzidas, polis nao

se pode distinguir microndcleos resultantes de aberragfes cromossé-
micas estruturais diferentes. Por isso, apesar das vantagens que
ofereces, o0 teste de micronlcleos ndo deve substituir a analise
cromossOmicas, porque a observaglo das mudangas dos tipos de aberra-
¢0es estruturais que se manifestam sob diferentes condigbes pode
permitir conclustes importantes (COUNTRYMAN & HEDDLE, 1976).

A andlise cromossOmica é realizada em metdfases ou prome-

tdfases e pode identificar as alteragdes estruturalis ndo reparadas,
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-

que se expressam como quebras, falhas, fragmentos acéntricos, cro-
mossomos dicéntricos, figuras trirradiais e quadrirradiais e outros
rearranjos detectdveis ao nivel de resolugdo do microscdpio de luz.
A capacidade dos agentes quimicos em induzir tais anomalias denomi-
na-se clastogenicidade.

CARRANO & NATARAJAN (1988), em artigo que trata da utili-
dade das técnicas citogenéticas para a monitorizag3o populacional,
relataram alguns dados resumidos a seguir, que destacam a impor-
tancia da andlise de aberragdes cromossémicas como um instrumento
para avaliar os riscos da exposigao ocupacional a agentes mutagéni-
cos. A frequéncia de aberragfes cromossomicas estruturais ou numéri-
cas em recém—-nascidos ¢ da ordem de 6 por 1.000. Todavia, a andlise
de abortos humanos 1ndica que cerca de 50% de todos os abortos
espontdneos & cromossomicamente andmala. Outro dado importante & que
populagbes expostas a radiagao ionizante, como os sobreviventes da
bomba atdmicas, ou a agentes genotdxicos, apresentam frequéncias
aumentadas de aberragdes cromoss6micas em seus linfdcitos. Além
dissoy, muitos tipos de canceres humanos estao associados com aberra-
gOes cromossomicas especificas ou ndao-especificas e indmeras doengas
hereditdrias humanas, como a ataxia telangiectasia, a anemia de
Fanconi e a sindrome de Bloom; estdo associadas com frequéncias de
aberragfes cromossAmicas e incidéncia de cancer elevadas.

A andlise cromossGmica permite também a identificagao de
dlteragfes numéricas. As células hipodipldides podem originar-se por
perdas de cromossomos com anomalias estruturais instdveis, do tipo
anéis ou dicéntricos, ocasionados por distbrbios na an4fase da
divisao celular anterior. Contudo, tais anomalias podem surgir tam-
bém de mudangas na permeabilidade da membrana celular ou como even-
tos produzidos por artefatos no processamento do material para

analise como, por exemplos na hipotonizag3do. Ja as células hiperdi-

plbides devems muito provavelmente, originar—-se em consequéncia de

falha na disjung3ao dos cromossomos-filhos em uma divisio anterior,
que podem ser provocadas por agentes que alteram as propriedades do
fuso mitdtico ou do centrémero.

As trocas entre cromdtides-irmds (TCI) s3do fendmenos que
envolvem <quebras em locos i1dénticos nas duas cromdtides de um cro-
mossomoy acompanhadas de intercambio e reparo (LATT, 1974a). Essas
trocas somente sd3o observadas em cromossomos submetidos a tratamen-

tos especiais, cujas cromdatides-irmas sdao distinguidas uma da outra.
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Uma das principais aplicagbes da analise de TCI tem sido a avaliagdo
da atividade mutagénica. O primeiro trabalho em que os efeitos de um
agente mutagénico foram relacionados com a frequéncia de TCI foi
realizado por LATT (1974b), que detectou a capacidade da mitomicina
C para aumentar a frequéncia de TCI em linfbcitos humanos, mesmo em
concentragbes menores do que as necessarias para induzir quebras
cromossomicas.

Posteriormentey muitas substdncias quimicas foram testa-
das com o 1intuito de avaliar a possibilidade da analise de TCI

firmar-se como um teste para detecglo de agentes mutagénicos. Anali-

sando os resultados de 216 artigos envolvendo 162 agentes quimicoé,

LATT et alii (1981) os enquadraram em trés classes, com relagio a
eficiéncia em induzir TCI: os verdadeiramente negativos ou 1inadequa-
damente testados, o0s capazes de elevar o ndmero de TCI a um limite
inferior a duas vezes o dos controles e os capazes de aumentar duas
ou malis vezes a frequéncia de TCI em relagdo aos controles. Dos
agentes estudados, S1 (25%) incluiam-se na primeira classe, 53 (26%)
incluiam-se na segunda e 97 (49%) na dltima. Alguns compostos foram
incluidos em mais de uma classe, devido a resultados conflitantes e
ndo esclarecidos entre diferentes experimentos ou a utilizagdo de
diferentes sistemas de teste, comos por exemplo, a exposigao ao
composto com e sem ativagao metabblica. Esses dados demonstraram o
efeito dos agentes quimicos sobre a frequéncia de TCI e confirmaram
a utilidade da analise de TCI como um parametro para testar mutage-
nicidade de compostos quimicos.

Outros autores (GEBHART, 19813 ABE & SASAKI, 198235 GULATI
et alii, 1989) analisaram os efeitos de agentes quimicos quanto a
indugdo de TCI e de aberragdes cromossémicas in vitro e encontraram
um alto grau de concordancia entre os resultados obtidos por esses
dois paramelrosy; reforgando a validade do uso do teste de TCI. Das
215 substdncias consideradas por GEBMART (1981), 145 (48%) apresen-
tavam uma correspondéncia qualitativa entre essas duas varidveis, 65
(30%) ndo manifestavam concordancia entre os resultados dos dois
parametros e S5 (2%) mostravam resultados contraditdrios. ABE &
SASAKI (1982)s considerando 219 agentes quimicoss encontraram uma
concordancia entre os resultados de TCI e de aberragbes cromossomi-
cas em 77% dos casos. Além dissoy com base no estudo de 69 desses

agentesy o0s autores estabeleceram uma correlagdo positiva entre TCI
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e carcinogenicidadey, em B9% dos casos. Mais recentemente, GULATI et
alii (1989) encontraram uma concordancia entre os resultados obtidos
por esses dols parametros em 21 agentes (78%) de um total de 27
testados. Desses @27 agentess, 17 eram carcinogénicos e apenas dois
deles apresentaram resultados negativos para ambos o0s parametros
citogenéticos.

H3d um grau elevado de concordancia entre as 1informagOes
obtidas pela andlise de TCI e de outros parametros utilizados na
detecgdo de agentes mutagénicos. Esse fato, associado a verificagao
de que a combinagao desse sistema com outros praticamente elimina os
resultados falso-negativos e a constatagdo de inexisténcia de exem-
plos convincentes de agentes indutores de TCI que ndo sejam mutagé-
nicos ou carcinogénicos em pelo menos algum outro sistema de teste,
assegura a wutilidade da andlise de TCI na avaliagdao da atividade
mutagénica de compostos quimicos. No entantos em fungdo da discor-
dancia entre seus resultados e os de outros sistemas, em alguns
casoss € recomendada sua utilizagdo em conjunto com outros testes
(GEBHART, 1981).

I.4. Objetivos.

A utilizagdo de acaricidas & indispensdvel para o contro-
le de dcaros em espécies animals e vegetails de interesse econdmico.
No entanto, a possivel agdo clastogénica ou citotdxica desses produ-
tos coloca em risco o patriménio genético de reprodutores obtidos
por laborioso melhoramento genético. Tal risco estende-se a espécie
humanas, por via 1ndireta, considerando que nem sempre sao respeita-
doss pelos produtoress os prazos de caréncia para o abate de animais
ou para a coleta de leite apbs o tratamento, bem como a Eépoca e a
dose corretas de aplicagao desses acaricidas nos cultivares.

Por 1sso0, foi1 proposto neste estudo a 1investigagdo do
potencial genotbxico do amitraz, o principio ativo de carrapaticidas
largamente usados no Brasily, em culturas de linfbcitos humanos. Os
objetivos visados e os parametros empregados na sua avaliagido foram:
(a) determinag¢3do da intensidade da resposta ao estimulo mitogénico

da fito-hemaglutinina, por meio do indice mitdtico; (h) identifica-

¢ao da potencialidade clastogénica, pelas frequéncias de nlcleos

associados a micronGcleos e de metafases portadoras de aberragbes

cromossomicas estruturais e numéricass (c) avaliagdo da indugdo de
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que tenham sido reparadas, através da
cromatides—-irmds em células cultivadas
na presenga de S-bromodesoxiuridinas; e

dos resultados da ag3o do amitraz detec-
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II. MATERIAL E METODOS
I1.1. Doadores.

Dezesseis 1individuos do sexo masculino aparentemente
sauddvels, de uma faixa etdria varidvel de 18 a 28 anos, foram sele-
cionados para o estudo do efeito de vdrias concentragdes de amitraz
em linfdécitos humanos cultivados. Em entrevista 1inicial, os doadores
relataram ndo terem sido expostos a raios X, wusado medicamentos ou
manifestado doengas de natureza viral nos seis meses que antecederam
a colheita do sangue. Nenhum deles era fumante ou consumidor de
bebidas alcoblicas. Dois doadores desempenhavam atividades adminis-—
trativas e os demais eram estudantes; ndo sujeitos a exposigao

rotineira a substancias tbxicas.

I1.2. Amitraz técnico e concentragbes utilizadas.

0 amitraz técnico (AMZ) , N-metilbis (254-x1ilil
iminometil) amina(IUPAC), foi1 fornecido pela Coopers do Brasil S.A.
(Cotia-SP)y com grau de pureza superior a 93%. Anteriormente desig-
nado por triazida ou azaform, o0 amitraz ¢é também conhecido pelas
sinonimias N'-(2;4-dimet1lfenil)-N-CL(2y4-dimetilfenil)iminoImetil] J-
N-metilmetaniminamida (CA 33089-61-1)35 NN-di-(2;4-xi1ililiminometil)
metil-aminas; 2-metil-1,3-di-(2,4-xililimino)—-2-azapropanas; e 1,5-
di-(2s4- dimetil fenil)-3-met1l-1,3,5-triazapenta-1,4- dieno (Boots
Company Limited, cbdigo BTS 27419). Sua fbrmula molecular & C H, N,
(PM=293). As impurezas encontradas no amitraz técnico s3o N-2,4-
dimetil fenil-N-metil formamidina <(composto II); 2,4-dimetilformani-
lida (composto III)5 2,4-dimetilanilina (composto IV)5; N;N'-bis-
(2y4-dimetil fenil) formamidinasj 1,3,5-tri-(2;4-dimetil fenil)-1,3,5-
triazapenta-1-4-diena;s NsN’'-bis-2s4-dimetilfenil-N-metil formamidina;
e etil-N-2;4-dimetilfenil formamidato. Alguns desses compostos (II,
III e IV) também s3o produtos da degradagio do AMZ in vivo.

Inicialmente foram investigados os efeitos de treés con-
centragbes de amitraz técnico por mililitro de meio de cultura, com
base em 1informagdes obtidas na literatura: 0,02, 0,2 e 1pug. Em

virtude dos resultados obtidos com essas concentragdes, vdrios tes-

tes foram realizados com as concentragbes de 10, 20, 25, 40, 50, 60,

80, 100 e 15Qug de AMZ por ml objetivando-se escolher trés concen-

tragbes para o estudo citogenético, em funglao da sua citotoxicidade.
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Desse modo, foram escolhidas as concentragbes de 25, 50 e 100pg de
AMZ por ml para estudo em culturas de dez individuos.

Cada wuma das solugbes testadas de AMZ foi preparada de
forma a conter a dose referida de AMZ em determinado volume de
acetona. Esse solvente foi escolhido por permitir uma dissolugdo
melhor do composto e aumentar a sua solubilidade em meio de cultura,

tendo sido empregado na concentragdo de @s5ul/ml de meio de cultura.

I1.3. Ensaios.

Foram realizados dezesseilis ensaios, cada um deles codifi-
cado por um algarismo romano correspondente ao do doador do material
utilizado para a sua execugao. Na Tabela ? encontram-se as caracte-
risticas de cada um dos dezesseis ensalos relativas aos grupos de
tratamento dos quais foram constituidos; do numero de frascos e dos
parametros que foram analisados. No Ensaio I foram testados cinco
grupos de tratamento: um controle (Ca)s; um controle com ©,5 ul de

acetona por mililitro de meio de cultura (CoAc) e as seguintes

concentragbes de AMZ por mililitro de meio de cultura: 1ug (A=-1),
0,209 (A-042) e 0,02ug (A-0,02). O grupo A-1 tem a concentragido

equivalente a solubilidade maxima do AMZ em solugdo aquosa
(WORTHING, 1983) e o0 grupo A-0,02 corresponde a concentragdo detec-
tada em carne de bovinos tratados com AMZ (MCDOUGALL et alii,
1927%9). No Ensaio II foram montados os mesmos grupos de tratamento do
Ensaio I, com excegdo do grupo A-@,2; tendo sido também pesquisada a
frequéncia de TCI.

Em face dos resultados obtidos nos Ensaios I e 1II, con-
centragbes maiores foram testadas nos ensaios seguintes. Foram mon-
tados seis grupos de tratamento no Ensaio 1I11: Co, A-100 (100
Hg/ml), A-8Q (80 ug/ml), A-40 (40 ug/ml), A-20 (20 pg/ml) e A-10 (10
pg/ml); quatro grupos de tratamento no Ensaio IV: Co, A-80, A-60 (60
pg/ml) e A-4@; quatro grupos de tratamento no Ensaio V: Cos CoAc, A-
B e A-40; seis grupos de tratamento no Ensaio VI: Co, CoAcs; A-150
(150 pg/ml), A-100, A-50 (50 ug/ml) e A-23 (25 pg/ml); e cinco
grupos de tratamento nos Ensaios VII a XVI: Controle; CoAc; A-100;
A-90 e A-25. Concentragbes de AMZ superiores a sua solubilidade
mdxima em dgua (ipg/ml) puderam ser analisadas devido a dissolugdo

prévia desse agente em acetona.
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Tabela 9. Caracterizagao dos ensaios.

Grupos Parametros
de analisados#
tratamento

IM, MN, AC
A-1; A-0,2; A-0,02

Co; CofAc; IMy MN, AC, TCI
A-1; A-0,02

Co; A-100; A-80;
A-40; A-20; A-10

Co; A-89;
A-60; A-40

Co; CoAc;
A-80; A-40

Co; CoAc; A-150;
A-100; A-50; A-25

VII a XVI  Co; Cofc; IM, MN, AC, TCI
A-100; A-50; A-25

IM: indice mitbtico; MN: teste de micronlicleos; AC: frequéncias de aber-
ragoes cromossomicas estruturais e numéricas; TCI: frequéncias de trocas
entre cromdtides-irmas.
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II.4. Culturas de linfbcitos e preparagdes cromossomicas.

Foram colhidos 19ml (Ensaios I a VI) ou 20ml (Ensaios VII
a XVI) de sangue periférico de cada doador, com seringa descartavel
heparinizada. 0Os linfdcitos foram cultivados segundo técnica modifi-
cada de MOORHEAD et alii (1960), em meio de cultura RPMI 1640
(Difco)s enriquecido com 20% de soro humano AB filtrado. O volume
final contido em cada frasco de cultura constituiu-se de S ml do
meio completo, @,2 ml de solugdo de fito-hemaglutinina (concentragdo
final de 0,36 mg/ml de meio), fornecida pela Faculdade de Medicina
de Ribeir3do Preto - SPy e cerca de é gotas de plasma sanguineo rico
em linfbcitos.

Nos frascos em que se pretendia a marcagao diferencial
das cromatides-irmas, que permite a avaliagdo da frequéncia de
trocas entre elas, adicionou-se solug3o de S-bromodesoxiuridina (5-
BrdU - Sigma), em concentragio final de 3,25.10° M. Esses frascos
foram previamente envoltos com papel aluminio, para impedir a fotd-
lise das cadeias de DNA que incorporam a S-BrdU, o que eleva a
frequéncia de trocas entre cromdtides-irmds (WOLFF & PERRY, 1974).
As culturas foram incubadas em estufa a 37°C por 72 horas em todos

ensalioss com excegao das culturas nio-tratadas com 5-BrdU dos
Ensaios VII e XVI, que foram incubadas por 48 horas.

Aproximadamente 60 minutos antes da colheita adicionou-
sey a cada frascos; @51 ml de solugdo de colquicina Houdé a 4.107° M,
para a interrupgdo da divisdao celular. A seguir, processaram-se a
hipotonizagao com KC1 a 9,075 M, a fixagdo do material com metanol -
acético 3:1 e a preparagao das ldminas. Depois de secas a temperatu-
ra ambiente, tanto as laminas das culturas tratadas com 5-BrdU como
as 1dminas das culturas ndo-tratadas foram agquecidas a 90-95° C por
2® minutos. As ldminas provenientes dos frascos ndo-tratados com a
5-BrdU foram hidrolisadas com HCl1 1 N por 7 minutos, a 60° C, e
coradas com solugdo tamponada de Giemsa (Merck) a 2%, pH 6,8, por 5
minutos.

A coloragdo diferencial das cromdtides seguiu a técnica
proposta por KORENBERG & FREEDLENDER (1?74); com modificagbes. As
laminas provenientes dos frascos tratados com 5-BrdU foram cobertas

com um filme de bisbenzimida (Hoechst 33258, Sigma) preparado em

solug3do fisiolbgica de Hanks a concentrag3o de 0,94.10" M e submeti-

das a luz UV (Philips UV, 15 W) a uma distancia de 12 cms; por 12
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minutos. A seguir, essas laminas foram aquecidas a temperaturas
variaveis de 87°a 89° C, em solug3o de NaH,PO, i M (pH 851 a 8,3),

por 10 segundos, lavadas rapidamente em agua destilada e coradas em
solugd3o aquosa de Giemsa a 2%, por S minutos. Todas as laminas
foram codificadas para analise citogenética em teste cego, ou seja,
para que 0 pesquisador responsavel pela analise n3o identificasse a
procedéncia das laminas.

As diversas culturas celulares de cada doador foram rea-
lizadas concomitantemente e em condigtbes laboratoriais idénticas. A
fito-hemaglutinina e o plasma rico em linfbcitos foram adicionados
ao meio de cultura completo antes de que as aliquotas a serem trata-
das fossem separadas. Apbs o tratamento das aliquotas com o AMZ na
concentragido desejaday o0s frascos das culturas foram separados e
incubados em estufa a 37°C. 0O numero de frascos por grupo de trata-
mento variou com o ensaio (Tabela ?): dois frascos no Ensaio I, trés
frascos nos Ensaios II e VII a XVI, sendo que dois deles foram
tratados com 5-BrdU, e apenas um frasco nos Ensaios III a VI, sendo
que nos Ensaios V e VI esse foi tratado com 5-BrdU.

Para a realizagao dos Ensaios VII a XVI, um dnico volume
de meio de cultura completo (meio RPMI 164¢, enriquecido com 204 de
soro humano AB) foi preparado e posteriormente separado em dez
aliquotas e congelado a -20°C. Assim como foi feito em relag3ao ao
meio de cultura, as demais substancias utilizadas para o desenvolvi-
mento e colheita das culturas celulares desses dez ensaios também
eram provenientes do mesmo lote. Decorreram-se quatro meses entre a

realizagao dos ensaios VII e XVI.

II.5. Andlise citogenéktica.

0 material foi analisado em relagdao a resposta ao Indice
mitbtico em todos os ensaios, a indugao de micronlcleos e alteragbes
cromossomicas estruturais e numéricas nos Ensaios I, II e VII a XVI,
e a frequeéncia de TCI nos Ensaios II e VII a XVI (Tabela 9).

0 1indice mitdtico foi considerado como a frequéncia de
ndcleos em divisao, ou sejJas nucleos em profase ou metdfase nos
qualis o0s cromossomos aparecem como filamentos identificdveis, em
relagao ao total de nlGcleos. O indice mitbtico relativo foi tomado
como a relagao entre o indice mitbtico do grupo tratado com AMZ e o

de seu controle. Tanto para a estimativa do indice mitbtico como
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para o teste de microntcleos foram analisados 2.000 nlcleos por
grupo de tratamento. Nos grupos Cos A-100. A-40 e A-10 do Ensaio III
e nos grupos Co e A-4@ do Ensaio IV o nudmero de ndcleos wutilizados
para o calculo do indice mitbtico foi aumentado para 10.000, e nos
grupos de tratamento do Ensaio VI para 4.000. Esse aumento na amos-
tragem objetivou verificar se as amostras de 2.00Q nlcleos eram, de
fato, representativas da populagdo de nlcleos. A introdugiao de 5-
BrdU nos frascos dos Ensaios V e VI teve por objetivo investigar se
a agdo do AMZ, avaliada pelo Indice mitdtico, era alterada na pre-
senga da 5-BrdU.

0O teste de microndcleos foili desenvolvido segundo descri-
Gao de COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) e HEDDLE et alii (1978b). Foram
considerados apenas os microntcleos: (a) com didmetro inferior a um
tergo do nGicleo principals ou sejas do linfoblastos (b) ndo refrin-
gentes, para excluir pequenas particulas coradas; (c) com coloragao
igual ou mais <clara que a do linfoblasto, para excluir grandes
particulas coradas; (d) em ndmero menor ou 1gual a trés ao redor de
um mesmo nucleo; e (e) nao ligados ao nidcleo principal, porém estan-
do a uma distancia mdxima equivalente a quatro vezes o diametro
desse.

A ocorréncia de aberragdes cromossGmicas fol pesquisada
em 100 metdfases consideradas tecnicamente de boa qualidade para
analisey, por grupo de tratamento. As aberragdes cromossomicas estru-
turais foram classificadas de acordo com o recomendado pelo
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN,
1978). As anomalias foram consideradas quebras quando um segmento
cromossomico estava separado do restante por uma dist@ncia superior
a largura da cromatide e deslocado em relagdao ao cromossomos Ou
falkas quando a separagdo ndo ultrapassava a distancia equivalente a
largura da cromatide e o segmento apresentava-se em alinhamento com

o material cromossémico. Além disso, o0s eventos foram considerados

cromatidicos quando afetavam apenas uma das cromadtides, e cromosso-

micos quando ambas as cromdtides eram afetadas. Designaram-se cro-
mossomos marcadores aqueles que nao se enquadravam em um dos grupos

cromossomicos normals e foram i1dentificados como deficientes os

cromossomos com bragos menores que o esperado. Os segmentos cromos-

somicos com auséncia de centrdémero foram considerados fragmentos

acéntricos. Denominaram—-se de figuras quadrirradiais as figuras com
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quatro bragos cromossomicos em forma de cruz, resultantes de quebras

cromatidicas e subsequente rearranjo do material. Entre as anomalias
numéricas, foram consideradas apenas as hiperdiploidias, sendo iden-
tificados os grupos cromossGmicos com elementos em excesso.

A capacidade de indugao de trocas entre cromdtides-irmas
pelo AMZ foi investigada em células de segunda geragao cultivadas na
presenga de 5-BrdU, nas quais as cromdtides-irmas de cada cromossomo
diferem entre si pela intensidade de coloragido, de tal forma que as
trocas ocorridas entre elas podiam ser visualizadas. De cada frasco
foram analisadas @25 metdfases com 446 cromossomoss totalizando 50
metdfases por grupo de tratamento. As trocas ao nivel do centrdmero
ndo foram consideradass as trocas cromatidicas terminais foram com-
putadas como uma TCI e as intersticiais como duas TCI.

Toda a analise citogenética foi feita em microscbpio Carl
Zeissy modelo Jenamed 2. Para documentagao de eventos anOmalos
encontrados ou para esclarecimento de dUvidas as cé&lulas foram
fotografadas em microscbpio Carl Zeiss; modelo Standard WLs com
equipamento fotogrdfico MC 36, usando-se filme Panatomic X 32 ASA ou
Kodalith Orthofilm 6556 type 3 (Kodak). Os negativos foram revelados
em solugd3o Kodak D-72 por 2 minutos e meio, tratados com solugdo
fixadora acida (Kodak) por 1@ minutos e copiados em papel fotografi-

co Kodabrome F2 ou F3.

II.6. Andlise estatistica.

0 teste de i1gualdade de proporgdes foi wutilizado para
comparar as frequéncias de cklulas em divis3o, de nlicleos com micro-
nbcleos e de metafases com anomalias cromossOmicas entre os grupos
de tratamento nos Ensaios I e II. Esse teste também foi aplicado
para a comparagao de frequéncias de células com diferentes tipos de
eventos andmalos nos grupos de tratamento dos Ensaios VII a XVI. A
analise de variancia foi empregada para verificagio da homogeneidade
entre os diferentes grupos de tratamento, com relagdo as frequ@ncias
de trocas entre cromatides-irmas no Ensaio II, e com relaglo 3as
frequeéncias de células em divisdo, de nlcleos com micronlcleos, de
metafases com anomalias cromossomicas e de trocas entre cromatides-
irmas,; nos Ensaios VII a XVI. Nas situagbes com valores de F signi-
ficativos foram feitas comparagbes mUltiplas de médias com a dife-

renga honestamente significativa de Tukey.

AVA |
AVAVAY

1 2 3 4 9 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e 17 18



32

Para a realizagao desses testesy, as frequencias de célu-
las em divis3o, de nlbcleos com micronlcleos e de metafases com
anomalias cromossomicas foram submetidas 8 transformagao arco seno
da raiz quadrada e as frequencias de trocas entre cromatides-irmas
sofreram transformagdo raiz quadrada, procedimento esse que melhora
a adereéncia dos dados a uma distribuigdo normal.

0 teste Z foi usado para comparagao das frequéncias de
quebras e falhas e de eventos cromossémicos e cromatidicos e o qui-
quadrado para testar a casualidade da distribuigao de quebras e
falhas e de trocas entre cromatides-irm3as ao longo dos cromossomos,
nos grupos Cos CoAc, A-100, A-50 e A-25 dos Ensaios VII a XVI. O

coeficiente de correlagao linear de Pearson foi usado para detectar

possiveis associagOes entre os diferentes parametros citogenéticos

utilizados para a andlise dos grupos Co, CoAc, A-100, A-50 ¢ A-25
dos Ensaios VII a XVI e o teste t de Student para determinar a
significancia de r.

Os testes estatisticos foram aplicados seguindo-se as
recomendagOes de NETER & WASSERMAN (1979), FLEISS (1981) e PERES &
SALDIVA (1982). O nivel critico de rejeigao da hipdtese de nulidade

foi fixado em 5%.
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II1I. RESULTADOS

III.1. Testes para escolha das concentragdes de amitraz a terem

seus efeitos analisados: Ensaios I a VI.

Na Tabela 10 encontram-se as frequéncias de células em
divis3os, o indice mitbtico (IM), o indice mitbtico relativo (IMR) e
as frequéncias de nlcleos com microntcleos (MN) de cada grupo de
tratamento dos Ensaios I e II. Com relag3o ao IM, os grupos tratados
com AMZ (A-1, A-0,2 ¢ A-0,02) apresentaram indices maiores que O Co
no Ensaio I e menores no Ensaio II. As frequéncias de micronltcleos
nos grupos de tratamento do Ensaio I foram semelhantes e, no Ensaio
II, as frequéncias de micronticleos nos grupos CoAcs; A-1 e A-0,02
foram maiores que a do Cos porém n3o diferiram entre si. Todavia,
essas diferengas nao foram significativass conforme se verifica dos
resultados da andlise estatistica apresentados na Tabela 11.

As frequéncias de anomalias cromossOmicas em 100 ceélulas
de cada grupo de tratamento dos Ensaios I e 1I sao mostradas na
Tabela 12. Nos Ensaios I e II, a maioria das metafases com anomalias
apresentou um Unico evento por célula; com dois eventos havia tres
células no grupo Cos cinco em CoAcs; dois em A-1, um em A-@,2 e um em
A-0,02, com trés anomalias havia uma metdfase em A-@,02 e com quatro

anomalias havia uma metdfase em CoAc. Os tipos de eventos observados

foram gquebras, falhas, cromossomos com deficiéncia e fragmentos

acéntricos. Quebras e falhas foram mais frequentes que os outros
tipos de eventos andémalos. O0Os eventos cromatidicos foram mais fre-
quentes que os cromossGmicos. Ndo foram encontradas metdfases hiper-
dipldides. Em ambos os ensaioss o0s grupos tratados com AMZ e contro-
les n3o diferiram significativamente entre si em relagao as frequén-
cias médias de metdfases com anomalias cromoss6micas (Tabela 13).

Na Tabela 14 s3o apresentadas as frequéncias de TCI em 50
metdfases analisadas de cada grupo de tratamento do Ensaio II e na
Tabela 15 os resultados da analise de varidncia para comparagao
dessas frequéncias. As frequéncias de TCI dos diferentes grupos de
tratamento n3o diferiram significativamente entre si, variando de
6,10 + 0,42 em A-1 a 7,58 + 0,53 em CoAc.

Em face dos resultados negativos obtidos com as concen-

tragdes testadas nos Ensaios I e II, decidiu-se investigar o poten-
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cial genotbxico do AMZ em outras concentragbes: uma capaz de reduzir
o IM em torno de 50% e duas mals balxass com concentragbes corres-
pondentes a 50 e 25% da concentragao mais alta. Para a escolha
dessas concentragbes, a agao citotbxica de varias concentragbes de
AMZ foi avaliada nos Ensaios III a VI.

Na Tabela 16 sdo mostrados o IM e o IMR de cada grupo de
tratamento dos Ensaios III a VI e na Tabela 17 o0s resultados da
analise estatistica desses dados. Em todos esses ensailos,; 05 grupos
de tratamento diferiram significativamente entre si. De modo geral,
nas culturas sem tratamento com 5-BrdU (Ensaios III e IV), 0S grupos
A-100, A-80Q e A-69 apresentaram um IM equivalente a 50% ao do Co e o
IM dos grupos A-40, A-20 e A-10 foram semelhantes ao do Co. As
culturas celulares dos Ensaios V e VI foi adicionada a 5-BrdU. Nao
se observou o efeito da 5-BrdU sobre o IM dos grupos A-100, A-80 ¢
A-40, porém houve uma redugao do IM do grupo A-40 no Ensaio ¢V em
relagdo aos anteriores (III e IV). Além dissos houve discordancia
entre os resultados de IM do grupo CoAc nos Ensaios V (IMR=61,9) e
Vi (IMR=133,3) e o IM do grupo A-50 (IMR=116,7) foi superior ao IM
dos grupos A-40 (IMR=50,0) e A-25 (IMR=50,0). 0 IM do grupo A-150
foi o menor observado (IMR=33,3). Nesse grupo de tratamento ocorreu
saturagao do AMZ perceptivel a olho nt. Como consequéncias a concen-
tragd3o estimada de 159ug/ml de meio de cultura eras de fato, uma
superestimativa da concentragdo real.

0 ndmero de nudcleos considerado para o cdlculo do IM foi
aumentado de 2.000 para 10.000 nos grupos Co, A-100, A-40 e A-10 do
Ensaio III e nos grupos Co e A-4Q do Ensaio IV, e para 4.000 nlcleos
em todos os grupos de tratamento do Ensaio VI, com o objetivo de
avaliar se uma amostra de 2.00Q@ nlcleos era representativa da popu-
lagdo celular. 0O aumento no tamanho da amostra n3o alterou de forma
significativa o IMR dos diferentes grupos de tratamento nos Ensaio
III (qui-quadrado=0,015 GL=3; P>90,05), IV (qui-quadrado=0,0055 GL=1;
P>2,05) e VI (qui-quadrado=0,05; GL=5; P?0,05). Em funglo dos resul-

tados obtidos nos Ensaios III a VI, foram selecionadas as concentra-

goes de 100, 50 e 25ug/ml para o desenvolvimento do estudo citogené-

tico.
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Tabela 10. Indice mitdtico (IM), Indice mitdtico rela-
tivo (IMR) e frequéncias de nudcleos com
micronudcleos (MN) em 2.000 células analisa-
das por grupo de tratamento (GT) nos En-
saios I e II. FA: frequéncia absoluta.

Células
em divisao (%.)

Tabela 11. Valores do teste de igualdade de proporgOes
para comparagao de células em divisao e de
ndcleos com microndcleos (MN) entre os
grupos de tratamento dos Ensaios I (GL=4) e

II (GL=3). NS: P)0,05.




Tabela 12. Frequeéencias

de eventos andmalos e de metdfases com anoma-

lias estruturais em 100 metdfases dos grupos de tratamento
(GT) dos Ensaios I e 1II. Q: quebrass; F: falhas; CS: cro-

mossomicas;

CT: cromatidicas; Ace: fragmentos acéntricos;

Del: cromossomos com deficiéncia.

Controle
CoAc

A-1
9—0,2
A-0,02

Controle

Tabela 13. Valores do teste de igualdade de propor-
gOes para comparagao das frequéncias médias

de

outros

metdfases com quebras e falhas, com

tipos de anomalias estruturais e de

frequencias totais de met&fases com anoma-

lias

entre os grupos de tratamento dos En-

saios I (GL=4) e II (GL=3). NS: P>0,05.
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Tabela 14. Frequéncia de TCI em 5@ metdfases analisa-

das por grupo de tratamento no Ensaio II.

Grupo de
tratamento

Controle

CoAc

Analise de variancia para comparagao
das frequéncias transformadas de TCI
entre os grupos de tratamento (GT) do
Ensaio II. NS: P)>0,05.

Tabela 15.

AVA |
AVAVEY'

6 7 unesp wl 12 13 14 15

16

1

18



Tabela 16.

Indice
relativo (IMR) nos grupos de tratamento
(GT) dos Ensaios III a VI.

mitdtico (IM) e Indice mitdtico

10.000
2.000
2.000

10.000
2.9000
2.000

10.000

2.000
10.000
2.000
2.900
2.000
10.000

2.000
2.000
2.000
2.000

2.000
4.000
2.000
4.000
2.000
4.000
2.000
4.000
2.000
4.000

culturas com 5-BrdU

6

7
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Tabela 17. Valores do teste de igualdade de propor-
goes para comparagao das frequéncias
médias de células em divisao nos grupos
de tratamento dos Ensaios III a VI. x:
P(2,05.

Numero de célu-
las analisadas

10.000

2.900

10.000

2.000
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III.2. Avaliag3o dos efeitos do amitraz pelo indice mitbtico e
pela frequéncia de micronlcleos nos Ensaios VII a XVI.

Na Tabela 18 encontram-se o IMy o IMR e as frequéencias de
ntcleos com micronticleos (MN) dos Ensaios VII a XVI e na Tabela 19
s dos resultados desses dez ensaios. A cultura celular do
grupo A-100 do Ensaio X ndo cresceu. Foram encontradas diferengas
significativas entre doadores e entre grupos de tratamento, com
relagldo as frequeéncias médias transformadas de células em divis3o e

com relagdo as frequéncias médias transformadas de MN (Tabelas 20,

21 e 22). 0Os seguintes grupos de doadores nao diferiram entre si com
relagl3o ao IM: doadores XI, IX e X, doadores IX, X, XIV e XV,
doadores X, XIV, XV, XII e XVI, doadores XIV, XV, XII, XVI e XIII e
doadores XII, XVI, XIII, VII e VIII. N3o diferiram entre si com
relagdo as frequencias de MN os doadores XIV, XII, XI, IX e XV, os

doadores XI, IX; XV e XVI e os doadores XVI, VII, XIII e VIII. Os
grupos A-100 (IMR=50,0) e A-50 (IMR=68,8) e os grupos A=-50; A-25
(IMR=81,2), CoAc (IMR=93,8) e Co (IMR=100,0) n3o diferiram entre si
com relag3o ao IM e os grupos Co (0,98%), CoAc (1,02%), A-295 (1,146%)
e A-100 (1,17%) e os grupos A-25, A-100 e A-50@ (1,36%) ndo diferiram
entre si com relagao as frequéncias de MN. Portanto, diferiram de
ambos os controles somente o grupo A-10© para IM e o grupo A-5@ para
micronlcleos.

Cada microndcleo geralmente estd associado a um nidcleo
principal, mas em raros casos havia dois micronidcleos associados a
um OGnico ntcleo (Figura 2). Foram observadas também situagbes nas
qualis 0 micronltcleo estava ligado ao nlcleo principal por uma ponte
de cromatina (Figura 2d e 2e). Esses casos, de acordo com os crité-
rios considerados para analise, como ja referido, n3do foram computa-

dos para o0 calculo das frequéncias de MN.
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Tabela 19. Indice mitbtico (IM), 4indice mitbtico relativo (IMR)
e frequéncias de nldcleos com micronudcleos (MN) em
cada um dos grupos de tratamento (GT), somados os En-

saios VII a XVI.

Numero de
células
em divisao

20.000
20.000
18.000
20.000

290.000
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Tabela 20. Analise de variancia para comparagao das frequéncias
médias transformadas de células em divisdo entre
doadores e entre grupos de tratamento (GT) nos

saios VII a XVI. #: P(0,05.

100657864
0,00328214
0,00050840

Tabela 21. Andlise de variancia para comparagao das frequéncias
médias transformadas de nldcleos com microndcleos
entre doadores e entre grupos de tratamento (GT) nos
Ensaios VII a XVI. #: P(0,05.

médias

Tabela 22. Comparagdes multiplas de Tukey das _frequéncias
transformadas de células em divisao (IM) e de nucleos com

micronudcleos (MN) entre doadores e entre grupos de trata-
mento (GT) nos Ensaios VII a XVI. O0Os doadores ou grupos
de tratamento ligados por barra n3o diferiram entre si.

A-50 A-25 CoAc

Doadores XIV XII XI IX XV XVI VII XIII VIII

A-25 A-100 A-50
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III.3. Avaliag¥o dos efeitos do amitraz pela frequiéncia de ano~-
malias cromossOmicas nos Ensaios VII a XVI.

As frequéncias de metdfases com anomalias cromossdmicas
em cada grupo de tratamento dos Ensaios VYII a XVI sdo mostradas na
Tabela 23 e as somas dos resultados por grupo de tratamento desses
dez ensaios na Tabela 24. A amostra foi de 100 metdfases por grupo
de tratamento, com excegio dos grupos A-100 e A-50 do Ensaio XI.,
cujos baixos IM somente permitiram a analise de 30 e 29 metafases,
respectivamente. Além disso, a cultura celular no grupo A-100 no
Ensaio X nao cresceu, como ja referido.

Na andlise de metdfases aneupldides somente foram consi-
deradas as hiperdipldides. As frequéncias de metdfases hipodipldides
sdos de modo gerals; uma superestimativa das frequéncias reaiss; em
fungdo da ocorréncia de artefatos devidos a3 hipotonizagdo celular
realizada na colheita das culturas. Além dissos; a ordem dessa supe-
restimativa poderia variar com 0SS ensalos, que foram realizados em
momentos diferentes. Por esse motivo, as metdfases hipodipldides nado
foram consideradas.

A ocorréncia de metdfases com anomalias estruturais foi
muito mais comum (94,6% a 100,0%) que as com anomalias numéricas (de
% a 554%); em todos os grupos de tratamento. Entre as metafases com
anomalias estruturais, as que apresentavam quebras e falhas eram
mulito mais frequentes (de B3,6% a ?2,0%) que as portadoras de outros
tipos de anomalias (de 8,04 a 16,4%X)s em todos os grupos de trata-
mento. 0s grupos tratados com AMZ apresentaram frequéncias de metd-
fases com quebras e falhas (de 5,2% a 6534) e com outras anomalias
(de ©,8% a 1,0%) maiores que as observadas nos controles (4,6% e de
0,4% a 0,5%, respectivamente).

Na Tabela 25 apresenta-se o resultado da andlise de
variancia para comparagao das frequéncias médias de metafases com

anomalias entre doadores e entre grupos de tratamentos apbs trans-

formag3dao para arco seno da raiz quadrada da proporgao, concluindo-se

pela ndao rejeig¢do da igualdade entre as médias. Todavia, quando oS
grupos Co dos ensaios foram reunidos em conjuntos de doadoress ou
seja, doadores VII+VIII+IX+X, doadores XI+XII+XIII e doadores
XIV+XVU+XVI, com base no tempo de realizagdo dos ensaios apbs o

preparo do meio de cultura, detectaram-se frequéncias de metdfases
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andmalas de 3,8%, S5:3% e 7,3%, respectivamente.

Comparando-se os grupos de tratamento em relagdo a inci-
déncia de metafases com diferentes tipos de anomalias, verificaram-
se os resultados apresentados na Tabela 26. 0Os grupos de tratamento
ndao diferiram entre si quanto as frequéncias médias de metifases com
anomalias estruturais, as frequéncias médias de metafases com que-
bras e falhas, as frequéncias médias de met&fases com outras anoma-
lias estruturais e com relagdo as frequéncias médias de metafases
hiperdiplbides. 0s grupos de tratamento também n3o diferiram entre
si1 quanto as frequéncias de metafases com outros tipos de anomalias
estruturais relativas ao total de metafases com anomalias, quando
comparados pelo teste de igualdade de proporgbes (estimativa=0,86;
GL=45 P>0,09).

As frequéncias de eventos andmalos nos grupos de trata-
mento dos Ensaios VII a XIV sdo mostradas na Tabela 27 e as somas
dos resultados por grupo de tratamento desses dez ensaios na Tabela
28. Nos cinco grupos de tratamento, a maioria das metafases com
anomalias apresentou um Gnico evento por célula: com dois eventos

anomalos havia trés metafases no grupo Coas seis no grupo CoAcs duas

no grupo A-100,; cinco no grupo A-95@ e seis no grupo A-29 e com trés

eventos havia apenas duas metafases do grupo A-5@. As frequéncilias

médias de quebras e falhas cromossOmicas e cromatidicas, de outras
anomalias estruturais e de alteragbes numéricas dos grupos Cos CoAc»
A-100, A-5S0 e A-25 est@o representadas graficamente na Figura 3. Em
todos os grupos de tratamento os eventos mais comuns foram quebras e
falhas, principalmente as quebras cromossOmicas e as falhas croma-
tidicas. Cromossomos extranumerarios ocorreram raramente, ndo tendo
sido observados nos grupos CoAc e A-100. 0 grupo A-100 destaca-se
por ter apresentado frequéncia baixa de quebras cromatidicas e
frequéncia alta de falhas cromatidicas em relagdo aos demais.

Na Tabela 29 sdo apresentadas as frequéncias absolutas e
relativas de quebras e falhas nos grupos Cos; CoAc, A-100, A-50 e A-
25. As comparagdes das distribuigbes dos diferentes tipos de eventos
(quebras x falhas3 cromossOmicos x cromatidicos) em cada grupo de
tratamento, pelo teste 2Z (Tabela 30), ndo detectaram diferengas
significativas, exceto no grupo A-100, no qual a frequéncia de
falhas & significativamente maior que a de quebras e a de eventos

cromatidicos maior que a de cromossOmicos.
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Exemplos de quebras e falhas dos tipos cromossomico e
cromatidico e de figuras quadrirradiais encontram-se ilustradas na
Figura 4. As raras quebras centroméricas; um exemplo das quais
consta também da Figura 4, foram computadas como quebras cromossGmi-
cas.

Na Tabela 31 sdo mostradas as frequéncias absolutas e
relativas de «quebras e falhas distribuidas pelos cromossomos ou
grupos cromossomicoss nos grupos Cos CoAcs A-100, A-50 e A-25,
distribuigdes essas que se encontram graficamente representadas na
Figura 5. De modo geral,; em todos os grupos de tratamento as que-
bras e falhas apresentaram-se com maior frequéncia nos cromossomaos
maiores (1, 23 B e C+X); e em menor frequéncia ou ausentes nos
cromossomos menores (D, Ey F e G+Y),; quando comparadas a distribui-
¢3ao0 de frequéncias esperadas de acordo com o tamanho relativo do
cromossomo oOuU grupo cromossOmico calculado por LUBS et alii (ISCN,
1978). S3o0 excegbes os cromossomos 2 no grupo A-100 e o grupo cro-
mossOmico E no grupo A-50. As frequéncias encontradas nos cromosso-
mos 3 foram semelhantes as esperadas em todos os grupos de tratamen-
tos, exceto no Cos no qual é menor. Em face do pequeno numero de
eventosy o0s cromossomos foram reunidos em quatro conjuntos (A, B,
C+X e D+E+F+G+Y) para a realizagQdo da analise estatistica. Os grupos
de tratamento nGo diferiram entre si com relagdo a distribuig3o dos

eventos nesses quatro conjuntos cromossOmicos (qui-quadrado=12,98;

GL=125; P»0,05). Diferengas significativas entre as distribuigbes

observadas e esperadas de eventos andmalos, com base no tamanho
relativo dos cromossomos que compbem esses quatro conjuntos cromos-
somicos, foram encontradas nos grupos CoAc (qui-quadrado=11,52;
GL=35 P(9,05) e A-25 (qui-quadrado=10,19; GL=3;5; P(@,05); mas nao em
Co (qui-quadrado=3,72;5 GL=3; P)0,05), A-100 (qui-quadrado=4,20;
GL=35 P)0,05) e A-50 (qui-quadrado=1,21; GL=3; P)>0,05).

As anomalias cromossomicas estruturais classificadas como
"outras”, assim como 0s cromossomos em excesso nos casos de hiperdi-
ploidia estdo discriminados na Tabela 32. No grupo Co foram identi-
ficadas duas metafases com possiveis translocagbes reciprocas: uma
t(C5D) no Ensaio XII (Figura éa) e uma t(15C) no Ensaio XIII (Figura
6b). No Ensaio VIII foi encontrada uma metdfase com auséncia de um
cromossomo C e um fragmento, provavelmente resultantes de quebra

cromossomica em Cq proximal, com perda do cromossomo C deficiente.
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Uma metafase contendo um fragmento pequeno de origem n3o identifica-
da ao nivel de resolugdo da técnica utilizada foi observada no
Ensaio XV e um cromossomo C extra foi identificado em uma metafase
no Ensaio XVI.

No grupo CoAc foram interpretados como translocagbes
reciprocas o0s achados de trés células: uma t(33B) no Ensaio VIII,
uma t(1516) no Ensaio XII e uma t(Cs5C) no Ensaio XV. Foram também
identificados wuma figura quadrirradial (B3C) no Ensaio VIII e um
cromossomo D com deficiéncia do brago longo no Ensaio XIV. Nenhuma
metafase hiperdiplbide foi encontrada nesse grupo de tratamento.

Das oito anomalias estruturais classificadas como "ou-
tras” no grupo A-100,; tr2s ocorreram no Ensaio IX: uma metafase com
provavel t(D316), uma metafase com um cromossomo B com brago curto
deficiente e uma metafase com um cromossomo G ausente e um cromosso-
mo F extra. Possiveis translocagfes t(131) e t(153) foram observadas
nos Ensaios VII (Figura 6c) e VIII (Figura 7a), respectivamente. No
Ensaio XII foi encontrada uma metafase com um cromossomo C ausente e
um cromossomo 3 extra e nos Ensaios XIII e XVI foram observadas uma
metafase com um cromossomo marcador interpretado como um D com defi-
ciéncia no brago longo e uma metdfase com um fragmento pequeno de
origem nao identificada, respectivamente. No grupo A-10@ também ndo
foram encontradas metafases hiperdiplbides.

No grupo A-85@ foram encontradas nove metafases com anoma-
lias <classificadas como “outras”: uma metdfase com uma figura
quadrirradial (C3C) no Ensaio VII (Figura 4f); uma metafase cujos
rearranjos n3o puderam ser interpretados, com falta de um cromossomo
1, dois cromossomos Cs; um cromossomo D e um cromossomo E, e presenga
de trés cromossomos dicéntricos e dois fragmentos grandes, no Ensaio
VIII (Figura 7b); uma metdfase com um cromossomo C ausente e um
fragmentos; eventos esses interpretados como uma quebra cromossémica
em Cq proximal e perda do cromossomo C deficiente, no Ensaio IX3 uma
provavel t(C3D); no Ensaio X5 uma metafase com um cromossomo 3 e um
cromossomo 16 parcialmente desespiralizados, no Ensaio XII (Figura
7c); wuma metafase com um cromossomo B ausente e um cromossomo 1
extra e uma metdfase com provdvel t(C;s;D),; no Ensaio XIV; uma metdfa-

se com possiveis translocagbes t(23C) e t(D3D) e um cromossomo D com

brago 1longo deficiente; no Ensaio XV (Figura Ba); e uma provdvel

t(B5C)s no Ensaio XVI. No grupo A-5@ foram identificadas trés metd-
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fases hiperdiplbides: com um cromossomo E (17 ou 18), um cromossomo
16 e um cromossomo C extras, nos Ensaios VII, X e XV, respectivamen-
te.

Oito metdfases com anomalias classificadas como "outras”
foram identificadas no grupo A-25: uma figura quadrirradial (F3;F) no
Ensaio VIII (Figura 4g);5 uma metadfase com um cromossomo B com brago
longo aumentado (Bg+) no Ensaio XI; uma metdfase com um cromossomo C
com brago longo deficiente (Cq-) no Ensaio XII3 no Ensaio XIII havia

duas metafases com anomalias: uma com uma figura qradrirradial (C;C)

(Figura 4h) e outra com um cromossomo C ausente e um cromossomo G

extra, eventos esses interpretados como derivados de uma possivel
quebra cromossomica em Cq proximal, com perda do fragmento distals;
no Ensaio XVI haviam trés metdfases anOmalas, sendo duas portadoras
de provdveis translocagdes, uma t(C3D) e outra t(235E); e uma metdfa-
se com um cromossomo C ausente e um fragmento, eventos esses inter-
pretados como uma possivel quebra cromossOmica em Cq proximals com
perda do cromossomo C deficiente. No grupo A-239 ocorreram quatro
metafases hiperdiplbides: uma com um cromossomo G (Figura 8b) e
outra com um cromossomo B e um G extrass no Ensaio VII, e duas
methdfases com um cromossomo 3 extra; wuma no Ensaio X e outra no

Ensaio XIII.
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Tabela 23.

Frequéncias percentuais de metdfases
com anomalias estruturais e numéricas
nos grupos de tratamento dos Ensaios
VII a XVI. Q: quebras; F: falhas.

Metafases com Metafases

anomalias estruturais hiperdi-
pldides

[N

[
=N

N = B e

-
[N

6 7 unespml 12 13 14 15 1e 17 18



Tabela P4. Frequéncias de anomalias estruturais e numéricas encontradas
nos Ensaios VII a XVI. Q: quebras; F: falhas; FA: frequéncia

absoluta.

Grupo Metafases
de analisadas

> 3 1 5 ¢ 7 UNGSP

Metafases
hiperdiplbides
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Tabela 295.

Anadlise de wvariancia para comparagao das
frequéncias médias transformadas de metdfases
com anomalias entre doadores e entre grupos
de tratamento (GT) dos Ensaios VII a XVI. NS:

0,04941595 0,003549066
0,02493207 0,00623302 1,88 NS
0,11949232 2,00331923

0,19384034

Tabela 26. Valores do teste de igualdade de pro-

porgOes para comparagao das frequéncias
médias de metdfases com quebras e fa-
lhasy, de metadafases com outros tipos de
anomalias estruturais,; de metdfases com
anomalias estruturais e de metafases
hiperdiplbides entre os grupos de trata-
mento dos Ensaios VII a XVI. GL=435 NS:

Com quebras e falhas 4,71 NS

Com outras anomalias estruturais 3,71 NS

Com anomalias estruturais 6,81 NS

Hiperdiplbides 7,93 NS
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Tabela 27. Frequéncias

de eventos andmalos em 10Q metdfases

por grupo de tratamento, nos Ensaios VII a XVI.

F: falhass;

Ensaio Grupo

e
tratamento

== o= U= R W waw n

= s w

INDMORW MW=

em 39 metafases
ux: em 29 metdfases

2 3 4 9 6

CS: cromossomicas; CT: cromatidicas.
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Tabela 28. Frequéncias totais de eventos andmalos nos Ensaios VII a XVI.
Q: quebras; F: falhas; CS: cromossdGmicas; CT: cromatidicas.

Grupo Metdfases AlteragOes
de analisadas numéricas
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0.045

0.040
0.039
0. 030
0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

0.000
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Figura 3.
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wl

Frequeéncias médias de anomalias cromossomicas (AC) nos
grupos Co, CoAcs A-100. A-50 e A-25. QCS: quebra cromosso-
micas; QCT: quebra cromatidicas; FCS: falha cromossOmica;
FCT: falha cromatidicas 0OA: outras anomalias estruturais;
AN: alteragbes numbricas.
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Tabela 29. Frequéncias absolutas (FA) e relativas (FR) de
bras e falhas,; cromatidicas e cromossOmicas,

grupos Co, CoAc, A-100, A-50 e A-23.

Grupo de
tratamento

cromossomo
cromatide
cromos. + cromat.

Cromossomo
cromatide
cromos. + cromat.

Cromossomo
cromatide
cromos. + cromat.

Cromossomo
cromatide
cromos. + cromat.

Cromossomo
cromatide
cromos. + cromat.

Tabela 30. Valores de Z para comparagao das
distribuigdes das frequéncias de que-
bras (Q) e falhas (F), assim como de
eventos cromossomicos (CS) e de even-
tos cromatidicos (CT)s; nos grupos de
tratamento dos Ensaios VII a XVI. NS:
P> 0.05.

0,70 NS
1,17 NS
3,18 =

@,28 NS
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Figura 4.

Metafases parciais com (a) quebra cromossomicas (b) quebra
cromat idica, (c) falha cromossOmicas (d) falha cromatidi-

Casy (e) quebra centromérica, CF) figura quadrirradial
(Cs5C), (g) figura quadrirradial (F3F) e (h) figura qua-
drirradial (C3C). Os cromossomos com anomalias sdo0 indica-

dos pelas setas.
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falhas por

Tabela 31. Distribuigdo das frequéncias absolutas (FA) e relativas (FR) de quebras e
Cromossomo ou grupo cromossomico, nos grupos Co, Cofic, A-100, A-50 e A-25.

Grupo Frequéncia
de
tratamento

FA

FR

FA

FR

FA 3
FR 0,07

Tamanho FA 24,76
relativo
ao lote 2n® FR

# Com base em LUBS et alii (ISCN, 1978)
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Figura 5. Distribuigdo das frequéncias relalivas de quebras e falhas
POr CromossomDo OU 9rupo cromossomico observadas nos grupos
Co, CoAc, A-100, A-50 e A-23 e as esperadas de acordo com
o tamanho relativo dos cromossomos (E); segundo LUBS et
alii (ISCN, 1978).
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Tabela 32. Anomalias estruturais (excluidas quebras e falhas) e cro-
mossomos extranumerdrios observados nos Ensaios VII a XVI.
GT: grupo de tratamento.

Cromossomos
extranume-
rarios

Co/VII1I
XII
XIII
XV
XVI

CoAc/VII11 qr(Bs3C)
—3’_B,+C +E
XII —1,_16,+ 3+C
XIV Dq-
XV Cp—-sCp+

A-100/ ip- ou gq-,1p+ ou q+
—1,—3 dicsace

—G +F

—16 +CyDqg- t(D316)
_Cj+3

-Dsmar Dqg-

ace

A-50/VII qr(C;C)
VIII -14-Cy,-Cy-Dy~Esdicydicy,dicsacesace
IX -C,ace
—C,-D,+3,mar
3B8+%6 parcialmente desespiralizados
“Ds

_C,+3,Dq_
“E,-C,*D,—D,—D,dic,dic,mar,ace,ace

Cq-, Bag+

A-25/VII
VIII qr(F;3F)
X

XI Bq+
XII

coicio
qr
-C, 46

-Dy+E,Cq+
-Cyace
—8,—E,+3,mar

“’AV.‘Y
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Figura é.

Met afases

com

translocagdes.

por setas.

6

7

46,XY35Q*,CQ+
ou t(Cs5D)

Co/XII

46 4XY31ip- ou q-,Cq+
ou t(15C)

Co/XIII

464XYy1p- Oou g—-y,1ip+ oOu g+
ou t(1351)

A-100/VI1

rearranjos interpretados como provaveis
Os cromossomos envolvidos estdo indicados
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4SQXY’_13_3,+diC,aCE
ou t(153)

A-100/VIII

44!_1!_C!‘C:“D:_Es+diC,
+dic,+dicsacesace

A-50/VIII

46, XY

A-50/XI1II

Figura 7. Metafases com (a) uma provavel t(1;3); (b) rearranjos n3ao
identificados; e (c) um cromossomo 3 e um cromossomo 16
parcialmente desespiralizados. 0s cromossomos envolvidos
est3o indicados por setas.
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445XY,_2,_C!_DS_D’_D’
+dics+dics+marsacesace
ou t(23C), t(Ds;D),+Dqg-

A-350/XV

47 s XY 3 +0

A-25/VI11

Figura B. Metafases (a) com provaveis t(23C), t(D3;D) e Dg-35 e (b)
com um cromossomo G extra. Os cromossomos envolvidos estdo
indicados por setas.

6

7
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III.4. Avaliagio dos efeitos do amitraz pela frequéncia de tro-
cas entre cromitides-irm3as nos Ensaios VII a XVI.

A Figura ? mostra duas metdfases com coloragao diferen-
cial entre as cromatides, uma delas com baixa frequéncia de TCI (2)
e a outra com alta frequéncia de TCI (35).

Na Tabela 33 sdo apresentados os numeros totais de trocas
entre cromdtides-irmds (TCI) e as médiass 0s erros padrfes e as
frequéncias minima e mdxima de TCI por célula, em 50 metdfases
analisadas por grupo nos Ensaios VII a XVI.

No grupo Co o numero médio de TCI variou de 7,84 a 17,80,
com frequéncia média de 12,50, o numero minimo de TCI por célula foi
de 1 e o m3dximo de 35. Em CofAc o numero médio de TCI wvariou de 7366
a 19,26y, com frequéncia média de 12,85, o nidmero minimo de TCI por
célula foi de 1 e o mdximo de 30. Em A-100® o ndmero médio de TCI
variou de 8,74 a 23,48, com frequéncia média de 14,63, o0 nUmero
minimo de TCI por célula foi de 1 e o maximo de 346. Em A-850 o
numero médio de TCI variou de 9,646 a 20,00 com frequencia mkdia de
14,87, o numero minimo de TCI por célula foi de 1 e o maximo de 37.
Em A-25 o numero médio de TCI variou de 8,52 a 17,36, com frequén-
cia média de 13,57, o numero minimo de TCI por célula foi de 2 e o
mdximo de 3. A andlise de varidncia detectou uma wvariabilidade
intercelular significativa entre doadores para cada um dos grupos
(Tabela 34). Uma variabilidade intercelular significativa entre
grupos de tratamento foi também detectada para cada um dos doadores,
com excegdao dos doadores VIII e XVI.

As somas dos resultados de TCI por grupo nos Ensaios VII

a XVI s3o mostradas na Tabela 35. A analise de wvari3ncia para compa-

ragdao de frequéncias transformadas de TCI (Tabela 36) detectou

diferengas significativas entre doadores e entre grupos de tratamen-
to. As comparagdes mdltiplas de Tukey entre as frequéncias meédias
transformadas de TCI (Tabela 37) ndo detectaram diferengas entre os
doadores VIII, XII, VII e XIII, os doadores VII, XIII e XVI; os
doadores XIVs X, IX e XV e os doadores IX, XV e XI. N3o foram
detectadas diferengas também entre os grupos Cos CoAc e A-29 e o0s
grupos A-295, A-100 e A-50. Portanto, os grupos A-100 e A-35@ diferi-
ram significativamente de ambos os controles.

As distribuigbes de frequéncias de TCI por cromossomos oOu

AVA |
AVAYAY

1 2 3 4 9 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e 17 18



65

grupo cromossomico nos grupos Cos CoAcs A-100, A-50 e A-2F, e os
valores de qui-quadrado para as comparagfes dessas distribuigdes com
as esperadas de acordo com o tamanho relativo dos cromossomos,
calculadas segundo LUBS et alii (ISCN, 1978), constam da Tabela 38.

De modo geral, em todos os grupos de tratamento as frequéncias

observadas foram maiores nos cromossomos grandes (1, 2, 35, B e C+X)
e menores nos cromossomos pequenos (Dy E, F e G+Y)s em relagdo as
frequéncias esperadas. O0Os grupos de tratamento n3o diferiram entre
si com relagdo a distribuigao das frequéncias de TCI por cromossomo
Oou grupo cromossomico (qui-quadrado=43,45; GL=345 PY0,05). L[Csnsas
distribuig®es encontram-se representadas na Figura 10.

A Tabela 39 mostra a andlise de correlagdo entre os
diferentes pardmetros citogenédticos empregados nos grupos Cos CoAc,
A-100, A-50 e A-25 dos Ensaios VII a XVI. 0O teste t para significan-
cia das correlagbes detectou correlagbes negativas significativas
entre IM e TCI, em todos os grupos de tratamento exceto em A-25, e
entre IM e AC em A-100, assim como correlagbes positivas significa-
tivas entre IM e microndcleos no grupo Co e entre metdfases com

anomalias cromossomicas e TCI nos grupos A-100 e A-50.
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Figura 9. Metdfases (a) com 2 TCI e (b) com 35 TCI.
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Tabela 34. Andlise de varidncia e comparagles mdltiplas de Tuke? das
frequencias de TCI entre doadores para cada grupo de tratamen-

to (GT) e entre grupos de tratamento para cada doador, nos
Ensaios VII a XVI. Doadores: GL=9 (residuo: GL=490); GT: GL=4
(resfduo: GL=245); NS: P)0,05; =: P(0,05. O0Os doadores ou
grupos de tratamento ligados por barra ndo diferiram entre si.

Fonte de Doador/
varlagao

Doadores Co

38,49

42,42n

40,59%

12,12.

19,73=

3,10%

Jy43n

12,64%
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Tabela 35. Frequencias totais de TCI em 50@ meta-
fases analisadas por grupo de trata-
mento, obtidas pela soma dos resulta-
dos dos Ensaios VII a XVI.

Grupo de
tratamento
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Tabela 36. Andlise de variancia para comparagao
das frequéncias transformadas de TCI,
entre doadores e entre grupos de trata-
mento (GT) dos Ensaios VII a XVI. =:

Doadores
GT

Residuo

Tabela 37. Comparagodes multiplas de Tukey das frequéncias médias
transformadas de TCI entre doadores e entre grupos de
tratamento dos Ensaios VII a XVI. Os doadores ou grupos
de tratamento ligados por barra ndo diferiram entre si.

Doadores

Grupos de
tratamento
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Tabela 38. Distribuigdo das frequéncias de TCI por cromossomo ou grupo cromossomico nos grupos Co, Cofic, A-108, A-50
¢ AT ¢ valores de qui-quadrado da comparagao com as frequencias casualmente esperadas com base no
tamanho relativo dos cromossomos. GT: grupo de tratamento; 0: observada; E: esperada, calculada de acordo

com LUBS et alii (ISCN, 1978); GL=9; %:P(0,05.

6T Distribuigao Cromossomo ou grupo Cromossomico Valores
de qui-

B C+X D f6  17+8 quadrado

gadls =6 ; Je2
26,7

2.256 x a3

c.434 300

2.321 383

2.738 350
436

378

330,8%
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Figura 10. Distribuigdao das frequéncias de TCI por cromossomo ou
grupo cromossOomico encontradas nos grupos Co, CoAcs A-
100, A-5@ e A-25 e esperadas de acordo com o tamanho
relativo dos cromossomos (E); segundo LUBS et alii (ISCN,
197813
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Tabela 39.

Parametros
comparados

Valores de r obtidos da andlise de correlagao
entre os diferentes parametros citogenéticos uti-
lizados nos Ensaios VII a XVI. IM: indice mitdti-
cos5 MN: micronlcleos; AC: frequencia de metafases
com aberragbes cromossomicas estruturais e numé-
ricas; TCI: frequéncia de trocas entre cromatides-
irmas. A-100: GL=7; demais grupos de tratamento:
GL=83; NS: P>0,05; =: PC(0,05.

0,61 NS 0,55 NS

-0,78 =

-2,41 NS
-0,86 = -0,85 =
-0,13 NS -0,29 NS

-0,58 NS
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IV. DISCUSSAO

Neste projeto foram investigados os efeitos de wvidrias
concentragbes de AMZ em linfbcitos humanos cultivados, sem o emprego
de ativagdo metabdlica. O procedimento de ativagdo € necessdrio, em
determinadas situagdes, porque alguns xenobidticos ndo sdo genotdxi-
cos por sis mas podem exercer tal atividade através dos produtos de
sua biotransformagao no organismo. Nesses caso0Ss; somente o emprego
de sistemas de ativagdo metabdlica permite a reprodugdao in vitro das
condigbes existentes in wvivo.

Em mamiferos, a mistura designada por 59, que inclui a
fragao microssomica S9, o NADP e o dcido isocitrico, €& comumente
utilizada como sistema de ativagao metabdlica (MADLE & OBE, 1980). A
fragao microssomica S? ¢ o sobrenadante obtido por centrifugagaoy a
?.000G, de homogeneizados de figado de ratos previamente estimulados
com 1indutores enzimdticos, como por exemplo o Aroclor 1254. Essa
fragdo contém oxidases de fungdo mista, 9que sao enzimas que trans-
formam os xenobidticos ou seus derivados prd-carcindgenoss formados
via metabolismo oxidativos em carcindgenos ou mutdgenos finais. O
NADP e o dcido isocitrico utilizados na mistura S9 fornecem energia
ao sistema.

Contudo, a clivagem do AMZ que d3 origem a seus derivados

II e III in vivo parece nao ser enzimatica (SCHUNTNER & THOMPSON,

1978b) e, embora esse composto nao seja higroscdpicos sofre hidrdli-

se em contato com a dguas num processo que € mais rdpido em pH dcido
(HARRISON et alii, 1972b). Como as culturas celulares sao solugdes
aquosas e o0 pH tende a acidificar-se durante seu desenvolvimento,
tornou-se dispensivel o uso de sistemas de ativagao metabblica para
testar os efeitos produzidos in wvitro pelo AMZ ou seus derivados.
Todaviasy nado ¢ possivel definir se os efeitos citotdxicos e clasto-
génicos encontrados nesta investigagao sao devidos ao AMZ, aos seus
derivados produzidos por hidrdlise no meio de cultura ou a ambos.

Um aspecto importante a ser considerado é que a agao
carrapaticida do AMZ se di justamente pela inibigao das oxidases de
fung3do mista (SCHUNTNER & THOMPSON, 1976); que sao os componentes da
mistura S9 responsaveis pela ativagiao metabblica de xenobibticos.
Dessa formas; o0s individuos expostos ao amitraz poderiam apresentar
uma resisténcia aumentada a xenobidticos dependentes de ativagao

metabdlica,; apesar do comprometimento das fungOes normais dos siste-
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mas enzimaticos afetados e da agdo genotbxica do prbprio amitraz.

Todos os ensaios foram realizados usando sangue periféri-
co de doadores do sexo masculino aparentemente saudaveis, de uma
faixa etaria wvaribvel de 18 a 28 anos e que nao eram fumantes ou
consumidores de bebidas alcoblicas e nem tinham sido expostos a
raios Xy usado medicamentos ou apresentado doengas virais nos seils
meses que antecederam a colheita do sangue. A padronizag3do das
caracteristicas da amostra deveu—-se ao fato de que fatores como o
sexos a 1dades, o uso de fumo, dlcool e outros agentes quimicos, a
exposigao a radiagdo e o estado de saldde serem fontes de variabili-
dade das frequéncias de eventos andmalos espontdneos em individuos
normais avaliados por diferentes parametros citogenéticos, conforme
exemplificado a seguir.

Linfdcitos de doadores idosos tém uma capacidade prolife-
rativa diminuidas; que resulta de uma proporgao menor de linfdcitos T
que respondem ao estimulo de mitdgenos (WEKSLER & HUTTEROTH, 1974) e
de uma falha na repetigao das divisoes dos linfdcitos estimulados em
culturas (INKELES et alii, 1977). FENECH & MORLEY (1985b) encontra-
ram uma correlagao positiva entre frequéncia de microntdcleos e idade
e relataram um aumento de quatro vezes na frequéncia de microndcleos
de culturas de individuos de BQ anos em relagdo a de doadores recém-
nascidos. Estudos realizados em roedores (GOLLAPUDI et alii, 19863
SUTOU et alii, 1986) mostraram que o sexo e a privagao de alimentos
devem contribuir para a variabilidade interindividual em relagdao a
frequéncia de micronlcleos. Uma produg@o elevada de micronlcleos foi
observada por COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) em culturas irradiadas de
linfdcitos humanos.

A taxa de anomalias cromossémicas encontradas em células
cultivadas aumenta com a idade (HEDNER et alii, 19825 NORMAN et
alii, 19845 MARLHENS et alii, 1986), a exposig3dao a raios X (NORMAN
et alii, 1984) e o hdbito de fumar (NAGAYA & TORIUMI, 1985), e é
maior em mulheres do que em homens (HEDNER et alii, 1982).

Nio h& concordancia na literatura com relagl3o a3 associa-
¢30 entre TCI, idade e sexo. GALLOWAY & EVANS (1975), MORGAN &
CROSSEN (1977a) e CROSSEN (1982a) ndo encontraram influéncia da

idade e do sexo na determinagdo da frequéncia de TCI, porém DE ARCE

(1981) observou ques na faixa de 30 a 40 anoss tanto homens como
mulheres apresentavam um nlmero mais elevado de TCI por céklula, e

HEDNER et alii (1982) referiram uma frequéncia maior de TCI no sexo
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feminino em relagdo ao masculino, independente da idade. A diferenga
entre o0s sexos com relagao a frequencia de TCI foi confirmada por
ROSA (1984) ques no entanto, também encontrou diferengas significa-
tivas entre homens normais de faixas etarias diversas e um pequeno
aumento de TCI com o aumento da idade das mulheres. MORGOLIN &
SHELBY (1985), revisando um grande numero de publicagfes com dados
de TCI em homens e mulheres de diferentes i1dades, concluiram que a
média feminina & ©,5 TCI por célula maior que a média masculina, nos
adultos normais. Alguns outros fatores que podem atuar como induto-
res de TCI sdo o hdbito de fumar (OBE et alii, 1982), a ingestdo de
bebidas alcoblicas (BUTLER et alii, 19815 SESHADRI et alii, 1982) e
0o uso de medicamentoss como anticoncepcionais (KRISHNA-MURTHY &
PREMA, 1979), antirreumaticos (MELARAGNO, 1982) ou antineoplasicos
(BANERJEE & BENEDICT, 1979).

0 AMZ, nas concentragles de 1, 0,2 e ©0,02ug9/mly nado
reduziu o Indice mitdtico (IM) nem induziu o aparecimento de micro-
nicleos,; anomalias cromossOmicas estruturais e numéricas ou trocas
entre cromdtides-irmas. Conforme referido em Material e Métodos,; a
concentragdo de iug/ml equivale a solubilidade mdxima do AMZ em agua
(WORTHING, 1983) e a de 0,02ug/ml corresponde a concentragdo encon-
trada em tecidos de novilhos (MCDOUGALL et alii, 1979). Como todos
os limites maximos de residuos do AMZ recomendados pela FAO para
produtos de origem animal e vegetal s3ao inferiores a concentragdo de
ipg/ml  (Tabela 5)y; esses resultados reforgam a conclusao de que os
alimentos produzidos com 0 uso agropecuario apropriado do AMZ prova-
velmente n3o expbem a populagdo a uma agado genotbxica desse princi-
pio ativo.

Ndo foram encontrados estudos que avaliassem a mutageni-
cidade de tais concentragdes de AMZ na literatura, com excegdo de um
que analisou a frequéncia de mutagdes de ponto em linfoma de camun-
dongo apds tratamento com iug/ml do derivado IV do AMZ, em sistema
com ativagao metabblica,; cujos resultados também foram negativos (MC
GREGOR & RIACH, 1984, cf. FAO/WHO, 1984).

Os efeitos de concentragdes mais elevadas de AMZ sobre o

IM foram, ent3o, testados em diversos ensaios. Em culturas tratadas

com 100, 80 e 60ug de AMZ por ml foi detectada uma inibigdo mitodtica

de S50%, n3o observada em concentrag®es inferiores. Porém, como se

pretendia avaliar o potencial genotbxico do AMZ também pela frequéen-
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cia de TCI, o efeito do AMZ sobre o IM foi testado em culturas
tratadas com a 5-BrdU. Esse procedimento foi necessdrio pois CROSSEN
& MORGAN (1977), analisando culturas de linfbcitos com 48, 72 e 96
horas de duragao, estimuladas por fito-hemaglutinina e tratadas com
S5-BrdU, observaram uma relagao inversa entre o IM e a duragao da
cultura e sugeriram que a diminuigao do IM seria devido a incorpora-
gao continua de 5-BrdU, que estaria desempenhando uma agao tdxica.
Nessa condigao, os resultados do IM das culturas tratadas com as
concentragdes de 100, 80 e éQug/ml ndo se alteraram significativa-
mente, mas as culturas tratadas com 25 e 4Qug de AMZ por ml tiveram
redugd3o de 50% no indice mitbtico.

Os protocolos para a avaliagdao de genotoxicidade de agen-
tes quimicos por parametros citogenéticos recomendam que sejam pes-
quisados os efeitos de uma concentragdo capaz de reduzir o indice
mitbtico em torno de 50@% e de duas outras concentrag®es mais baixas,
para investigar uma possivel relagao dose-efeito (BRUSICK, 1984;
PERRY et alii, 19845 PRESTON et alii, 19875 ISHIDATE, 1988). Por
isso, foram escolhidas para o desenvolvimento do estudo citogenético
as concentragbes de 100 (A-100), 50 (A-50) e 25ug/ml (A-25). Esses
protocolos recomendam também que a concentragdao md3xima de acetona ou
outros solventes organicos usados no preparo das solugdes-teste nao
exceda uma concentragdao final de Bul/ml. Neste estudos a concentra-
gao final estimada da acetona foi de O,SFI/ml, tanto nos grupos
tratados com o AMZ como no controle tratado com o veiculo (CoAc).

Os efeitos das trés concentragbes escolhidas de AMZ foram
investigados em dez individuos,; devido a possibilidade de uma varia-
¢a0 interindividual em resposta 3 agdo de agentes quimicos sobre os
linfbcitos humanos. Foi preparado um volume de meio de cultura
enriquecido com soro humano AB suficiente para a realizagao dos dez
ensaios. Do mesmo modo, todo o material restante utilizado, como a
fito-hemaglutinina e as solugdes de colquicina e de 5-BrdU,; provinha
do mesmo lote. O procedimento laboratorial foi idéntico para a
execugao dos dez ensaios e toda a analise citogenética foi feita por
um Gnico pesquisador.

Esses cuidados sao necessdrios dado que indmeros fatores
contribuem para a variagao interindividual detectada pelos diferen-
tes paradametros citogenéticos, como a concentragdo de S5-BrdU

(MAZRIMAS & STETKA, 1978), as diferengas na resolugao apresentadas

pelas varias técnicas de colorag3o diferencial de cromatides—-irmas e
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o tipo de meio de cultura utilizado (CROSSEN, 1982b), o0s critérios
de analise empregados (ZAVALA et alii, 1979); o numero de flashes de
luz a que as células s3ao expostas durante o cultivo (IKUSHIMA &
WOLFF, 1974), a variagao da temperatura do meio onde as células se
encontram (PANDITA, 1983), o0 tipo de soro adicionado ao meio de
cultura (GOSH & NAND, 1979), a natureza in vivo ou in wvitro do
experimento (KRAM et alii, 1979) e o tipo de agente mitogénico
utilizado (DEKNUDT & KAMRA, 1983).

Os resultados do Indice mitdtico confirmaram a agao cito-
tdxica do AMZ sobre os linfdcitos humanos (Tabela 19), que havia
sido detectada nos testes preliminares. Esses resultados concordam
com os encontrados por CAMPELLO & RODRIGUES (1984)s que verificaram

uma redugado significativa do IM em culturas de células IB-RS-2 de

sulinos tratadas com SO0ug de AMZ por ml, mas ndo nas tratadas com 20

e 30ug/ml.

Nao ¢ possivel esclarecer o modo de agao do AMZ no pro-
cesso de divisao celular, pois os eventos bioquimicos que conduzem O
processo mitogénico sao mdltiplos. A redugao do IM pode representar
o bloqueio completo da divisao de um certa fragao de células, embora
outras possam nao ser afetadas e se dividir normalmente, ou decorrer
de um atraso da resposta celular ao estimulo mitogénico da fito-
hemaglutinina. Além disso, pode refletir um aumento na duragdao do
ciclo celular em consequéncia da interferencia de algum agente sobre
um dos processos metabblicos inerentes a divisao celular comos por
exemplo, a sintese de DNA.

Os grupos tratados com o AMZ mostraram frequéncias de
micronlicleos maiores que os controles (Tabela 1?). Os micronlicleos
originam-se de anomalias cromossomicas instaveis (HEDDLE & CARRANO,
1977) ou de cromossomos inteiros perdidos durante a anafase (VIAGGI
et alii, 19875 FORD et alii, 1988). Entretanto, como na analise de
anomalias cromossOmicas numéricas foram consideradas apenas as hi-
perdiploidiasy nao € possivel inferir qual desses processos contri-
buiu preferencialmente na formagao dos microndcleos observados.
Anteriormentes; apenas o derivado IV do AMZ havia sido submetido ao
teste de micronlcleos. HOUNSELL & WALKER (1983, cf. FAO/WHO, 1984)
nao detectaram indug3o de micronlcleos em medula bssea de camundon-

gos pelas concentragoes de 56,3, 112,595 e 225mg desse composto por kg

de peso corpbreo.
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A frequéncia de micronlicleos foi maior nos grupos Co dos
Ensaios VII a XVI do que nos Cao dos Ensaios I e II. Todavias, espe-
rar-se-ia encontrar o inversos; pois a frequéncia de microndcleos

deve crescer com o aumento do nlmero de divisoes celulares ocorridas

e, portanto; com o aumento da duragdo da cultura. Uma explicag@ao

possivel & que o meio de cultura e o soro humano AB usados nos dois
conjuntos de Ensaios (I e II e VII a XVI), que eram provenientes de
lotes diferentes, tenham contribuido para o estabelecimento da dife-
renga entre os resultados encontrados.

Os grupos tratados com AMZ apresentaram frequéncias de
aberragbes cromossomicas maiores que as dos controles (Tabela 24),
porém tais diferengas nao foram significativas. Esses resultados
discordam dos encontrados por CAMPELLO & RODRIGUES (1986)s que
verificaram uma ag3o clastogénica do AMZ em culturas de cklulas 1IB-
RS-2 de suinos, expostas por 48 horas a uma concentragao de 5Qug/ml.
As causas dessa discordancia s3ao desconhecidas, porém & possivel que
a linhagem celular de suinos analisada seja mais sensivel a agao do
AMZ do que os linfbcitos humanos. Outra hipbtese que poderia justi-
ficar o achado seria que a acetona, usada como veiculo na dissolugao
prévia do AMZ, tenha contribuido na expressio das anomalias cromos-
somicas detectadas, considerando que esses autores ndo relataram
qual foi a concentragao final estimada desse solvente nas diferentes
culturas tratadas com o AMZ e nem referiram a existéncia de cultu-
ras—-controle tratadas apenas com o solvente.

Apesar dos grupos tratados com o AMZ ndo terem diferido
dos controles com relag3o a frequéncia de metafases com anomalias,; &
interessante destacar a maior frequéncia de eventos anbmalos raros
nos grupos tratados com AMZ. Enquanto no grupo Co havia apenas
translocagbes e fragmentos e no grupo CoAc havia apenas uma figura
quadrirradial (qr), foram encontrados um cromossomo dicentrico (dic)
em A-100, cinco dic e uma qr em A-50 e duas qr em A-23, além dos
outros rearranjos. Investigando a ocorrencia de anomalias cromosso-
micas em cerca de 30.000 linfbcitos normais de homens e mulheres,
RICHARDSON et alii (1984) n3o encontraram figuras quadrirradiais em
21.570@ células e a 1incidéncia de dicéntricos era menor do que
1:10.000 células. Esses autores concluiram que; em estudos de ava-
liagdo de genotoxicidade, as aberragdes do tipo qr e dic devem ser
consideradas mals importantes que os demais tipos de eventos, devido

a sua ocorréncia rara em culturas controles. Sob esse prisma, O0S
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resultados observados neste estudo concordam com os de CAMPELLO &
RODRIGUES (1986),; que encontraram uma frequéncia muito maior de
rearranjossy incluindo nessa categoria dicéntricoss quadrirradiais e
translocagbes cromossomicas, inclusive nos grupos tratados com AMZ

com concentragfes de 20 e 30ug/ml, que foram referidas como nao

genotbxicas. .
A importancia da consideragao do aspecto qualitativo das

aberragOes detectadas em estudos para a avaliagao de mutagenicidade
pode ser comprovada, também, por HASHIMOTO (1990), que nao encontrou
diferengas entre controles e aplicadores de inseticidas com relagao
as frequéncias de metdfases com todos os tipos de eventos agrupados,
porém detectou uma frequéncia maior de anomalias cromossdmicas com-
plexas na amostra de aplicadores de inseticidas em relagao a amostra
controle.

Outro aspecto a ser considerado nesta discuss3ao ¢ que as
aberragbes cromossomicas complexass como dicéntricos, figuras qua-
drirradiais e translocagOes, foram observadas nas culturas de 48
horass mas ndo nas culturas de 72 horas. Essa diferenga ¢ perfeita-
mente Jjustificdvel para os grupos tratados com AMZ, visto que as
concentragdes de AMZ usadas nas culturas de 48 horas foram muito
malores. Neste estudos a frequéncia de células com aberragdes cro-
mossGmicas complexas foi de ©,;2% no grupo Co e ©,4% no grupo CofAc,
em culturas de 48 horas. Outros autores (NIKULA et alii, 198435 SINHA
et alii, 19845 POHLOVA et alii, 19865 STUCKER et alii, 1986;
BENHAMOU et alii, 1988) também observaram células com aberragdes
cromossOmicas complexas, em ©,15% a ©,29% dos linfdcitos cultivados
por 48 horas de individuos utilizados como controles em estudos de
monitorizagao populacional. Por issos a ocorréncia dos tipos comple-
x0s de aberragodes nas células controles cultivadas por 48 horas e a
sua auséncia nas cultivadas por 72 horas sugerem que as culturas de
48 horas s3o mals apropriadas para a detecgdo de efeitos clastogéni-
cos. Todavias; hd uma controvérsia a esse respeito na literatura.
BUCKTON & PIKE (1964) relataram uma redugao significativa na fre-
quéncia de aberragbes complexas em individuos expostos a radiagdo,
com o aumento da durag3do das culturas. Do mesmo modoy MUTCHINICK et
alii (1981) verificaram uma frequéencia de anomalias complexas signi-
ficativamente maior em metdfases que haviam se dividido apenas uma

vez em cultura do que em metdfases que haviam se dividido duas
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vezes; na presenga de 5-BrdU. Esses autores também encontraram uma
relagao semelhante para as anomalias mais simples, como quebras,
falhas e fragmentos. Contudo, outros autores nao encontraram dife-
rengas entre metafases de 48 e 72 horas com relagldo as frequeéncias
dos diferentes tipos de anomalias cromossoOmicas espontaneas ou ob-
servadas em culturas de individuos ocupacionalmente expostos (FUNES-
CRAVIOTO et alii, 197535 PURCHASE et alii, 19785 SINHA et alii, 1984)
ou até encontraram frequéncias maiores de todos os tipos em culturas
de 72 horas (FORNI et alii, 1980).

Observou-se uma extensa regido cromossdmica desespirali-
zada em um cromossomo 3 e um cromossomo 16, em uma célula do grupo
A-50. Esse achado assemelha-se ao encontrado em células tratadas com
outros agentes quimicos,; como por exemplo a distamicina A, um anti-
bidtico oligopeptidicos que promove a desespiralizagao da regido
centromérica dos cromossomos 1y 35 9 e 16 e da porgao distal do
brago longo do cromossomo Y (PRANTERA et alii, 19795 SCHMID et alii,
1984). Apesar do fendmeno de desespiralizagdo cromossOmica ser raro,
sua ocorréencia em uma Unica célula deste estudo ndo permite a con-
clusio de que o AMZ exerga uma agao desespiralizante, nem que essa
agdo seja especifica para os cromossomos 3 e 16.

As frequéncias de metdfases com anomalias cromossGmicas
foram altas nos controles de alguns ensaios (I, II, VIII, XII, XIV,
XV e XVI). As frequéncias de cklulas anbmalas em culturas de linfb-
citos de 1individuos normais variam de ©,36% a 5% (ZAVALA et alii,
19795 PATHAK et alii, 19825 GUNDY & VARGA, 19835 RICHARDSON et alii,
1984). Em estudos de monitorizagao populacional de individuos ocupa-
cionalmente expostos a agentes quimicos, conduzidos na mesma época e
no mesmo laboratdrio que o presente trabalho, foram encontradas
frequéncias de 2,3% (BERTOLLO, 1990) e de 2,74 (HASHIMOTOD, 199@) de
metdfases andmalas nos individuos das amostras controle. Uma hipdte-
se para explicar as altas frequéncias encontradas nos Ensaios VIII,
XII, XIV, XV e XVI & que tenham ocorrido mudangas quimicas ao longo

do tempo nos componentes do meio de cultura, cujo estoque foi prepa-

rado e congelado a -20°Cs e que tais mudangas tenham inativado

certos compostos essenciais ou produzido toxinas que elevem a fre-
quéncia de anomalias cromossOmicas.

0 tempo decorrido entre a realizagao dos Ensaios YIl a
XVI foi de quatro meses e eles foram enumerados em ordem crescente,

de acordo com a sequéncia em que foram realizados. Quando esses
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ensaios foram reunidos nos conjuntos VII+VIII+IX+X,; XI+XII+XIII e
XIV+XV+XVI, observou-se uma elevagao nas frequencias de met&afases
andmalas nos controles, concordante com o aumento do tempo decorrido
(3,8%, 5,:3% e 7,3%, respectivamente); o que reforga a hipdtese acima
formulada. Pelo fato de ndo terem sido padronizados os lotes das
substancias wusadas na realizagao das culturas celulares dos testes
preliminaress como o meio de cultura e o soro suplementar, torna-se
dificil interpretar a causa das frequencias elevadas de células com
anomalias cromossomicas nos controles dos Ensaios I e II.

A proporgao de falhas e quebras espontaneas referidas em
estudos publicados & variavel, ora as quebras sendo mais frequentes,
ora ocorrendo a situagdo inversa. 0s prdprios critérios de classifi-
cagao dessas anomalias cromossOomicas pelos diferentes pesquisadores
parecem contribuir para tal variagao. A definigdo de falha, como uma
descontinuidade que ndo ultrapassa a largura da cromdtide, ¢é arbi-
trdria e deve reunir eventos de natureza distintas; como a extragao
das proteinasy que se associam ao DNA sem que essa molécula seja
afetada, ou quebras verdadeiras, que incluem rupturas da molécula de
DNA. SATYA-PRAKASH et alii (1981) verificaram que a grande maioria
das falhas, analisadas com a técnica de coloragao pela prata, com-
preende uma descontinuidade da estrutura central da cromdtide e,
portanto, as falhas constituem-se em rupturas na estrutura da molé-
cula e devem ser computadas na avaliagiao de clastogenicidade.

Na realidades, a variagdao na proporgao de quebras e falhas
descrita na literatura deve tanto expressar fenOmenos reais como ser
devida a diferengas nos critérios de analise. Neste estudo, a fre-
quéncia de falhas foi maior que a de quebras no grupo A-10@, mas as

frequeéncias desses dois fenomenos nao diferiram entre si nos contro-

les e nos demais grupos tratados com AMZ. Como a analise citogenkti-
ca foi conduzida por um Unico pesquisador e em teste cego, pode-se
concluir que nao foram variagO0es nos critérios de andlise os respon-
sdveis por essa diferenga. Variagdo similar foi relatada por
RICHARDSON et alii (1984), que observaram mais falhas que quebras em
culturas tratadas com algumas substdncias quimicas (solugdo salina e

dimetilsul féxido - DMSOy com e sem ativagao metabdlicas e etanol,

com ativagao metabdlica)y, o que também ocorria no controle; porém,

outras substancias (ciclofosfamida ativada, etanol e mitomicina)

induziam mails quebras que falhas.
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Em outros estudos para avaliagao do efeito clastogénico
de agentes quimicos in wvitro, ou de monitorizagao populacional em
profissionals expostos a esses agentes, foram encontradas nos con-
troles frequéncias maiores (REIDY et alii, 19835 FROES, 1985;
BERTOLLO, 1990), iguais (VICENTINI, 198435 HASHIMOTO, 1999) ou meno-
res (YODER et alii, 19735 SINHA et alii, 1984) de quebras que de
falhas. Em relagao aos eventos induzidos, as frequéncias proporcio-
nais de quebras e falhas também variaram. As quebras foram referidas
como mais frequentes por FROES (1985), em células tratadas com
fragbes do extrato de avelbs (Euphorbia tirucalli) e por VIEIRA
(1986), em células tratadas com a tintura de Thuya occidentalis. No
entanto, RICHARDSON et alii (1984) encontraram mais falhas do que
quebras em culturas tratadas com substdncias quimicas (DMSO, eta-
nol).

Pode-se supors com base nessas informagdes, que indepen-
dente da proporgao de quebras e falhas que ocorrem espontaneamente

em certo tipo celular, a situagao pode ser modificada quando um

agente quimico adicionado a cultura induz preferencialmente um des-

ses tipos de aberragdes.
Quebras e falhkas foram mais frequentes que o0s outros

tipos de anomaliassy independente da duragdo da cultura e do trata-
mento. Cada quebra ou falha representa um evento Unico nas células e
envolve um sb cromossomo, enquanto outras anomalias, como cromosso-
mos dicéntricoss figuras quadrirradials e translocagdes envolvem no
minimo trés eventos subsequentes, ou seja, uma ruptura em pelo menos
dois cromossomos e a fusdo dos segmentos. Portanto, o achado de que
quebras e falhas sao mais frequentes que outros tipos de eventos
andmalos deve refletir a probabilidade muito menor da ocorréncia de
eventos multiplos e interdependentes dentro de uma dnica célula do
que da ocorréncia de um evento isolado.

Os eventos cromatidicos foram mais frequentes que o0s
cromossdmicos no grupo A-100, mas nao diferiram entre si nos contro-
les e nos demais grupos tratados com AMZ. Todavias quando se consi-
derou separadamente as quebras e as falhasy; observou-se que as
quebras sao predominantemente do tipo cromossomico e as falhas
preferencialmente do tipo cromatidico, em todos os grupos de trata-
mento. As aberragdes cromatidicas, isto és; que afetam apenas uma das
cromdtides-irmas,; devem se originar apds o periodo de duplicagdo do

DNA, quando as cromdtides-irmas j3d estdao separadass ou podem ser
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produzidas imediatamente antes que a forquilha de duplicag3dao atinja
0 local afetado, de modo que o mecanismo de reparo nao seja acionado
a tempo (SAVAGE, 1980). Eventualmente, uma alteragao no sistema de
reparo pbs—-duplicagao também pode servir de base para o aparecimento
da quebra cromatidica. As aberragfics cromossomicass isto &y que
afetam concomitantemente as duas cromdtides, s3ao mais provavelmente
produzidas por alteragfes pré-duplicacionais nao reparadas (SAVAGE,
1980), embora ndo se possa excluir a possibilidade de wum agente
afetar locos especificos, atingindo igualmente ambas as cromdtides-
irmas apds a duplicagao (NATARAJAN, 1985).

Das anomalias cromossGmicas espontdaneas observadas em
estudos populacionais ou em controles de experimentos para avaliagado
de atividade mutagénica, os eventos do tipo cromatidico s3o mais
frequentes (PILINSKAYA, 19715 YODER et alii, 19735 BIANCHI et alii,
19745 VAN BAD et alii, 19745 KECK & EMERIT, 19795 MATTEI et alii,
19793 MEYNE et alii, 19795 BOHLKE et alii, 19835 SINHA et alii,
1984), o mesmo acontecendo em relagao aos eventos induzidos por
substancias quimicas (PILINSKAYA, 192715 YODER et alii, 19733
GEBHART, 19745 VAN BAO et alii, 19745 TAMURA et alii, 197435 RABELLDO
et alii, 19755 JAMEELA et alii, 19795 MEYNE et alii, 19793 BOHLKE et
alii, 1983).

A natureza da anomalia induzida, cromossGmica ou cromati-
dica, depende do tipo de agente mutagénico empregado (NATARAJAN,
19855 NATARAJAN & OBE, 19864). Agentes como os raios X, a bleomicina
e a estreptonigrina, que induzem quebras no filamento do DNA, produ-
zem aberrag®es cromossomicas em Gl, cromatidicas em G2 e uma mistura
de ambas na fase S do ciclo celular e, portanto, sao denominados de
agentes S-independentes. Por outro lados, os agentes S-dependentes
induzem apenas eventos cromatidicos independente da fase do ciclo
celular em que se faz o tratamento e as anomalias sao visualizadas
somente apbs a passagem das cklulas por um periodo S. Nessa catego-

ria sao incluidos a luz ultravioleta e a maioria dos agentes quimi-

coss por exemplo os agentes alquilantes, os hidrocarbonetos polici-

clicos e as aminas aromaticas. Com base nos resultados obtidos neste

estudo, ¢ provdvel que o AMZ constitua-se em um agente S-independen-

te.
De modo gerals as frequéncias de quebras e falhas foram

mais elevadas nos trés conjuntos de cromossomos maiores (As B e C+X)
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e mais baixas no conjunto de cromossomos menores (D+E+F+G+Y) que o
esperado com base no tamanho relativo dos cromossomos (LUBS et alii,
cf. ISCN, 1978), em todos os grupos de tratamento. Essas diferengas
foram significativas em CoAc e A-25. Todavia, 0s grupos de tratamen-
to n3do diferiram entre si com relagdo a distribuig@do de quebras e
falhas nesses quatro conjuntos cromossbmicos.

A casualidade na distribuig3o das aberrag®es cromossomi-
cas ao longo do caribtipo foi referida em individuos normais por
alguns autores (FUNES-CRAVIOTO et alii, 1974, entre outros), mas
regidoes preferenciais de anomalias foram encontradas em individuos
normais (AYME et alii, 19765 BARNABEI et alii, 1982), e em porta-
dores de sindromes de instabilidade cromossdmicas incluindo anemia
de Fanconi (KOSKULL & AULA, 19735 DUTRILLAUX et alii, 1977), sindro-
me de Bloom (SCHROEDER & GERMAN, 1974) e ataxia telangiectasia
(COHEN et aliis 19755 AL SAADI et alii, 1980). A incidéncia de
anomalias em regites cromossbmicas preferenciais pode ser atribuida
a presenga de sitios frageis em células de individuos normais ou
portadores de sindromes de instabilidade cromossomica (SUTHERLAND,
19775 KAHKONEN, 1988). Além disso, distribuigBes intercromossomicas
nao-casuais de anomalias induzidas pela exposigfdao a agentes quimicos
e fisicos tambétm foram relatadas (SEABRIGHT, 19735 AYRAUD et alii,
1976) .

A andlise das frequéncias de trocas entre cromdtides-
irmds detectou uma agado genotdxica do AMZ sobre os linfdcitos huma-

nos. N3o foram encontrados na literatura relatos sobre a inves-

tigagdo da atividade genotdxica do AMZ por esse parametro cito-

genético. Como as TCI sdo quebras que ocorrem no mesmo loco das duas
cromdtides de um cromossomo, seguidas de intercambio e reparo, sua
indugao deve refletir uma indugao de danos a estrutura das cromdti-
des pelo AMZ.

Uma incidéncia de TCI aumentada nos cromossomos grandes
(1, 2, 33 B e C+X) e reduzida nos cromossomos pequenos (D, E, F e
G+Y) foi detectada tanto nos controles como nos grupos tratados com
AMZ. O padrdo de distribuigdao das TCI espontaneas pelos cromossomos
humanos €& um aspecto ainda controvertido. Alguns pesquisadores
observaram uma distribuigao casual em relagao ao comprimento cromos-
s6mico (DUTRILLAUX et alii, 19743 IKUSHIMA & WOLFF, 197435 SMYTH &
EVANS, 19765 HOO & PARSLOW, 1979), enquanto outros encontraram uma

incidéncia de TCI maior que a esperada nN0OS CromOsSsSOmMOS mMalores,
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principalmente o0os do grupo cromossomico B e menor nos pequenos
cromossomos dos grupos Ey, F e G+Y (LATT, 1974a3; MORGAN & CROSSEN,
1977bs5 MUTCHINICK et alii, 19795 GRANATA et alii, 198135 NEWMAN et
alii, 19825 MCNALLY & RAY, 1983). Nao ha concordancia também em
relagao a distribuigdo das TCI induzidas, que ora sao casuais (LATT,
1974b;5; LAMBERT et alii, 1976),; ora nao casuais (IKUSHIMA & WOLFF,
19745 NEWMAN et alii, 19823 MCNALLY & RAY, 19835 FROES, 1985;
VIEIRAy, 19865 ZHANG et alii, 1988). 0 nudmero elevado de TCI em
cromossomos do grupo B tem sido relacionado a uma susceptibilidade
preferencial a ag3ao da S5-BrdU (MORGAN & CROSSEN, 1977b) e a escassez
de TCI em cromossomos pequenos tem sido atribuida a ocorréncia
relativamente rara de TCI na regi3do pericentromérica, que constitui
uma grande parte desses cromossomos (LATT, 1974a).

Os resultados do IM mostraram que a agdo do AMZ sobre o
processo de divisao celular obedeceu uma relag3o dose-efeito (Tabela
19). Todavia, n3o se observou uma relagdo dose-efeito quanto a ag3o
genotbxica do AMZ detectada pelos parametros micronlcleos e TCI
(Tabelas 19 e 34), em relaglo aos quais o grupo A-9@ apresentou
frequéncias maiores que 0 grupo A-100. Essa auséncia de relag3o
dose-resposta deveu-se, provavelmente, a uma eliminagldo seletiva de
células severamente afetadas no grupo A-100, hipbtese essa reforgada
pelo baixo indice mitbtico observado nesse grupo de tratamento. Do
mesmo modo, essa pode ser também uma hipdtese para Jjustificar o
achado de frequéncia de metdfases andmalas superior no grupo A-29,

que nos A-90 e A-100 (Tabela 24).

Uma extensa variabilidade interindividual foi detectada

para todos os para3metros. As variagoes relativas ao indice mitbtico

aobservadas entre os doadores s3dao plenamente justificaveis. Uma das
causas mais provaveis & que os linfbcitos humanos cultivados in
vitro podem demorar,; apbs o estimulo da fito-hemaglutinina, de 24 a
48 horas para iniciar a sintese de DNA e, independente do tempo
gasto entre o estimulo e a resposta celular, a duragao do ciclo pode
variar de 12 a 48 horas (CROSSEN & MORGAN, 19773 1979). Em conse-
quéncia, quando se padroniza o tempo de cultivo, pode-se encontrar
situagdes muito variadas por ocasiao da interrupgdo das culturas de
diferentes individuos.

Vdrios fatores podem ter contribuido para as diferengas

entre doadores avaliadas pelo teste de micronldcleos nos Ensaios VII
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a XVI. Segundo HEDDLE et alii (1984), a frequeéncia de micronlcleos
em uma populagido de células, em determinado momento apds o tratamen-
to com um agente clastogénicos, depende da taxa de divisdo celular,
da wvariagao na frequéncia de fragmentos acéntricos ao longo do
tempos, da fragdo desses fragmentos que originam microndcleos e da
pressao de selegao contra células com microndcleos. Sendo os micro-
ndcleos mantidos nas geragfies celulares, as células de segunda
geragao ou de geragdes posteriores devem apresentar mais micronud-
cleos acumulados no transcorrer das divisfGes celulares que as célu-
las de primeira geragao. De fato, LASNE et alii (1984) encontraram
uma incidéncia muito maior de micronlcleos em cklulas que haviam se
dividido duas ou mais vezes, em relagdo as que se dividiram apenas
uma vezy em culturas celulares com incorporagao de 5-BrdU e exposi-
¢ao a agentes mutagénicos. A correlagdo positiva significativa entre
indice mitbtico e micronlcleos no grupo Co (Tabela 39) esta de
acordo com os resultados obtidos por esses autores.

Uma possivel causa da variabilidade interindividual com
relagdao a frequéncia de metdfases com anomalias seria o tempo decor-
rido até a realizagdo dos ensaios apds o preparo do meio de cultura,
conforme referido anteriormente. No entanto, a possibilidade de
polimorfismos genéticos terem contribuido para essa variabilidade
nao deve ser descartada.

As frequéncias médias de TCI por célula variam amplamente
entre os individuos analisados em diferentes investigag8es. 0Os valo-
res médios extremos destacados por MORGAN & CROSSEN (1977a) em
extensa revisdo do assunto sdao 4,1 e 27,3 TCI/célula. Todavia, o
valor mais elevado foi encontrado em culturas tratadas com concen-
tragbes muito altas de 5-BrdU (200Qug/ml).

Além dos fatores interferentes na frequéncia de TCI j&
referidos anteriormentes; as wvariagdes nas frequéncias de TCI, tanto
as inter quanto as intraindividuais, podem ser devidas a diferengas
individuais em relag3o a linha basal de TCI, em resposta a S5-BrdU
(EVANS, 19775 MAZRIMAS & STETKA, 19785 LAMBERTI et alii, 1983), em
resposta aos agentes que lesam o DNA ou a sua associagao com a 9-

BrdU (CROSSEN, 1982a). Altm dissoy, os linfbcitos T e By cuja propor-

¢3ao0 n3o foi determinada neste estudo, diferem entre si quanto a
frequéncia de TCI (BECHER et alii, 19795 LINDBLAD & LAMBERT, 19813
MILLERs, 19B65 SANTESSON, 19865 MILLER, 198B8B). Em adigdos; outras

variaveis ainda desconhecidas podem ter contribuido para a wvariabi-
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lidade observada.

A andlise de correlagdo entre os resultados obtidos pelos
diferentes pardmetros permite interessantes observagfes. Correlagles
positivas ocorreram entre o IM e as frequéncias de microndcleos, no
grupo Cos, e entre as frequéncias de células com anomalias cromosso-
micas e de TCI/célulay; nos grupos A-100 e A-50. Correlagdes negati-
vas entre o IM e a frequéncia de TCI/célula foram detectadas em
todos o0s grupos de tratamento, com excegao do A-29; e entre IM e
frequéncias de células com anomalias cromossomicas em A-100.

A frequéncia de micronlcleos & dependente do nlUmero de
divisbes que as células sofrem em cultura, conforme Jja referido.
Portanto, se ha um acUmulo de micronlcleos no transcorrer das divi-
stes celularess as cklulas que se dividem varias vezes devem apre-
sentar um nUmero maior de micronlcleos do que as células que pouco
ou nunca se dividem.

Sdo escassos e contraditdrios os estudos que investigaram
uma possivel relagao entre TCI e IM. Além disso, a frequéncia de TCI
tem sido comparada também com o indice de proliferagdo celular
(IPC)s calculado a partir das frequéncias de células de primeira, de
segunda e de terceira geragOes cultivadas na presenga de 5-BrdU.
Alguns autores (BEEK & OBE, 19795 GIULOTTO et aliis 198035 PARKES et
alii, 1985) n3o detectaram correlagao entre frequéncias de TCI
espontdneas e IM ou IPCs; sendo que BEEK & OBE (1979) encontraram
resultados semelhantes em relagao as frequéncias de TCI induzidas
pelo agente alquilante trenimon. Entretanto, outros autores detecta-
ram uma correlag?ao negativa entre TCI e IM ou IPC, tanto para fre-
quéncias espontdneas (LAMBERTI et alii, 1983) como para frequéncias
induzidas por derivados de ?-aminoacridina (GIBAS & LIMON, 1979),
acetaldeido (BOHLKE et alii, 1983), ciclofosfamida e mitomicina C
(DEKNUDT & KAMRA, 1983), anticoagulantes (TUCKER & CHRISTENSEN,
1987) e tabaco e pesticidas (RUPA et alii, 1989). Esses resultados
concordam com a correlagao negativa entre IM e TCI detectada neste

estudo. Todavia, quando sdo empregadas concentragdes muito altas e

tdxicas do agente, que reduzem drasticamente o IM, as frequéncias

observadas de TCI podem ser menores que as esperadas (MORIMOTO et
alii, 1985), provavelmente em fungao da selegao negativa de cklulas

severamente afetadas.
Nio houve correlagao entre o IM e a frequéncia de metdfa-
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ses com anomalias cromossoOmicas, mas no grupo A-100 detectou-se uma
correlagdo negativa devida a baixos indices mitbticos e altas fre-
quéncias de metafases anbmalas,; tendéncia que praticamente comega a
se manifestar no grupo A-5@. Esses resultados reforgam a hipbtese
formulada anteriormente de que um excesso de aberragdes cromossGmi-
cas induzidas poderia estar provocando a morte celular que, por sua
vez, estaria reduzindo o IM.

Correlagdes positivas entre aberragfes cromossdmicas e
TCI foram detectadas em 68% de 215 substdncias consideradas por
GEBHART (1981), em 80% de 469 agentes quimicos revistos por ABE &
SASAKI (1982) e em 78B% de 27 compostos testados por GULATI et alii
(19892)s conforme relatado na Introdug@o. Desse modos a correlagdo

positiva detectada entre esses dois parametros nos grupos A-100 e A-

S50, sugerem que uma parcela dos danos causados pelo AMZ ao DNA n%3o

tenha sido reparada e se expresse na forma de anomalias cromossGmi-
cass enquanto os danos restantes tenham sido reparados,; alguns deles
manifestando-se como TCI.

A auséncia de correlagao entre os resultados de alguns
dos parametros citogenéticos analisados indica a necessidade do
emprego concomitante de vdrios deles para a avaliagdo de genotoxici-
dade de compostos quimicoss evitando-se assim uma interpretagdo

errdnea dos resultados (falso-negativos ou falso-positivos).
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V. RESUMO E CONCLUSDES

0 amitraz (AMZ) é o principio ativo de carrapaticidas
amplamente utilizados no Brasil, principalmente para o controle de
Boophilus wmicroplus em bovinos. Alétm dissos em outros paises esse
composto é usado no combate a uma variedade de dcaros e insetos =zoo
ou fitoparasitas de interesse econdmico. No entantos; os resultados
da investigagao do potencial genotdxico do AMZ relatados na litera-
tura sdo ainda escassos e contraditdrios, nenhum deles tendo sido
realizado em células humanas. Por esse motivos foi proposto o pre-
sente estudos que visou investigar o potencial genotdxico do AMZ em
culturas de linfbcitos humanos.

As culturas foram desenvolvidas com linfdcitos do sangue
periférico de dezesseis doadores do sexo masculino, de uma faixa
etdria wvaridvel de 1B a 28 anos. Nenhum deles era fumante, todos
eram sauddveis, com dieta alimentar usuals; ndo consumiam bebida
alcodlica e ndao tinham recebido radiagdos, feito uso de medicamentos
ou contraido doenga viral em periodo prdximo da colheita de sangue
para a andlise pretendida.

Os 1linfdécitos foram cultivados em meio RPMI 14640 (Difco)
enriquecido com 20% de soro humano AB e estimulados por fito-hema-
glutinina. A colquicina foi adicionada uma hora antes da hipotoniza-
gao e fixagao com metanol:dcido acético. Para a coloragdo diferen-

cial das cromdtides—irmas, que permite a andlise de trocas entre

cromdtides-irmas (TCI), foi adicionada 5-BrdU (3,25.104 M) no inicio

das culturas e as ldminas foram cobertas com Hoechst 33258
(0,94.107 M), incubadas em NaH,PO, (iM; pH B,1-8,3; 87-89° C) e
coradas em solug3do de Giemsa a 2%. Para o estudo dos demais pariame-
tros citogenéticos (indice mitbtico - IM; frequéncias de nlcleos
associados a micronlicleos -MN; e frequencias de metafases com anoma-
lias cromossomicas - AC), as laminas foram apenas coradas com solu-
§ao0 de Giemsa a 2%. A analise citogenktica foi realizada em teste
cego, 1isto &, as laminas foram codificadas para que o pesquisador
ndao identificasse sua procedéncia.

Foram desenvolvidos dezesseis ensaioss cada um com célu-
las de um Unico doadors nos quais foram testadas diferentes concen-
tragbes de AMZ, dissolvido em acetona. O composto foi testado ini-
cialmente nas concentragdes de 0,02, 0,2 e 1ug/ml, em culturas de 72

horasy nos Ensaios I e II. Nenhuma delas apresentou efeitos cicloa-
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tivos ou genotbxicos avaliados pelos parametros acima mencionados.
As anomalias cromossOmicas estruturais foram quebras, falhasy; cro-
mossomos com deficiéncias e fragmentos,; sendo que quebras e falhas
foram mais frequentes (62% a 100%) para todas as concentragdes. Nao
foram encontradas células hiperdiplbides.

Para a selegao das demais concentragbes a serem estuda-
dasy foli analisado o IM em culturas de 72 horas tratadas com amitraz
nas concentragbes de 10, 20, 25, 40, 50, 60, B0, 100 e 15Q@ug/ml, nos
Ensaios III a VI. Houve redugao em torno de 50% do IM nas culturas
tratadas com concentragdes entre 60 e 10Qug/ml e de 77% com a de

150ug/ml, em relagao ao controle. Na presenga de 5-BrdU, as concen-

tragoes de 25 e 40ug/ml também reduziram o IM ao redor de 50%. A

utilizagdo de amostras de 4.000 e 10.009 nicleos para o cdlculo do
IM confirmaram os resultados observados em amostras de 2.000 nlcleos
quey portantos; foram consideradas representativas da populagao celu-
lar. Com base nesses resultados foram selecionadas para estudo
citogenético as concentragdes de 25 (A-23), 50 (A-50) e 100ug (A-
100) de AMZ por ml.

0O estudo dos efeitos dessas concentragdes em dez doadores
(Ensaios WVII a XVI) compreendeu a avaliagdo de todos os parametros.
Os valores do indice mitdtico relativo (100% para o grupo controle
- Co) foram 94% no controle com acetona (CoAc), 50% em A-100, 46%9% em
A-50 e B1%Z em A-25. As frequéncias percentuais de nlcleos com micro-
nicleos associados foram 0,98 em Co, 1,02 em CoAc, 1,17 em A-100,
1,36 em A-5@ e 1,16 em A-25. As frequéncias percentuais de metdfases
com anomalias cromossGmicas foram 5,1 em Co, 5,1 em CoAc, 7,1 em A-
100, 6,2 em A-50 e 7,4 em A-25. As frequeéncias meédias de TCI por
célula foram 12,50 + 1,03 em Co, 12,85 + 1,42 em CoAc,s 14,63 *+ 1,35
em A-100, 14,87 + 1,32 em A-50 e 13,57 + 1,09 em A-25. 0s treés
primeiros parametros foram avaliados em culturas de 48 horas e as
frequéncias de TCI em culturas de 72 horas. Os iIndices mitdticos
relativos foram menores e as frequéncias de ndcleos com micronu-
cleos, de metdfases com aberragOes cromossomicas e de TCI por célula
foram maiores em todos os grupos tratados com AMZ, em relagao aos
controles. Foram detectadas diferengas estatisticamente significati-
vas entre doadores e entre grupos de tratamento quanto aos parame-
tros IMy MN e TCI. Diferem dos controles os grupos A-100 para IM, A-

9@ para MN e ambos para TCI. Porém, alguns doadores mostraram-se
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particularmente sensiveis a3 concentragdo de 25ug/ml, em pelo menos

um desses par3metros citogenéticos (IM: doadores XI, XII e XIII; MN:
doadores VIII, IX, XV e XVI; TCI: doadores VII, X, XIV e XV). A

distribuigdo de TCI por cromossomo Ou grupo cromossOmico nao foi

casual para nenhum dos cinco grupos de tratamento, ocorrendo fre-
quéncias maiores nos cromossomos 1, 2, B e C+X e menores em Dy, E, F
e G+Y, em relag3o as frequéncias esperadas com base no tamanho
relativo dos cromossomos.

Em discordancia aos demais parametros, ndo foram detecta-
das diferengas significativas entre doadores e entre grupos de
tratamento com relagdo as frequéncias de metdfases com anomalias
cromossdmicas. Todavias, alguns doadores (VII, IX, XI, XV e XVI)
mostraram-se sensiveis a pelo menos uma das concentragbes testadas
por esse parametro. As anomalias cromossomicas estruturais encontra--
das foram quebras, falhas, fragmentos, translocagOes,; figuras qua-
drirradiais e cromossomos com deficiéncia, dicéntricos ou marcado-
ress sendo que os eventos raros foram mais frequentes nos grupos
tratados com AMZ. Foram também observados rearranjos nao identifica-
dos e cromossomos parcialmente desespiralizados. As metdfases com
quebras e falhas foram mais frequentes (de Bé% a 92%) que as porta-
doras de outros tipos de anomalias estruturais (de B%Z a 14%). As
metafases com alteragdes numbricas do tipo hiperdiploidia foram
raras em todos os grupos de tratamento (de 0% a &%).

Quando o0s resultados dos diferentes parametros foram
comparados entre si, detectaram-se correlagbes negativas significa-
tivas entre IM e TCI, em todos os grupos de tratamento exceto em A—
25, e entre IM e AC em A-100, assim como correlagbes positivas
significativas entre IM e MN no grupo Co e entre AC e TCI nos grupos
A-100 e A-50.

Considerados os limites das técnicas utilizadass o0 pre-
sente estudo mostrou gue: (1) concentragbes baixas de AMZ (iug/ml e
inferiores), as quais os individuos se expdem pela ingestao de
alimentos alimentos produzidos com o0 uso agropecuario apropriado do
AMZ, provavelmente n3o exercem efeitos cicloativos e clastogénicos;
(2) apesar da ampla variabilidade interindividual em resposta a agao
do amitrazs, a exposigao acidental, intencional ou ocupacional a
concentragdes elevadas do AMZ (25pg/ml e superiores) devem consti-
tuir uma fonte de risco, devido aos efeitos genotdxicos observados

em pelo menos uma parcela da amostra de doadores; (3) a agdo do AMZ
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sobre linfbecitos humanos avaliada pelo indice mitbtico obedece wuma

relag3o dose-efeito, mas ndo quando ela & avaliada pelas frequéncias

de micronlicleosy de metafases com anomalias cromossOmicas e de TCI;
(4) a existeéncia de correlagido apenas entre alguns parametros cito-
genéticos indica a necessidade do emprego concomitante de vdrios
deles para a avaliagao de genotoxicidade de compostos quimicoss para
se evitar uma interpretagdo errdnea dos resultados (falso-negativos
ou falso-positivos); (§) a ocorréncia de rearranjos cromossGmicos
complexos em culturas de 48 horass; mas ndo em culturas de 72 horas
dos controles; pode ser devida a uma eliminagdo seletiva de céklulas
portadoras desses rearranjos durante o desenvolvimento das culturas
es portantosy culturas de 48 horas devem ser mais sensiveis para
detectar a agdo genotbxica de xenobibticos.

Considerando que o AMZ sofre hidrblise em solug3o aquosa,
como o0 meio de cultura, produzindo derivados identicos aos resultan-—
tes da sua biotransformagdo, n3do & possivel definir se os efeitos
genotbxicos encontrados neste estudo sdao devidos ao AMZ, aos seus

derivados ou a interag3do entre ambos.
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VI. SUMMARY

Amitraz (AMZ) is a formamidine pesticide used worldwide
for the control of plant and animal pests. 1In Brazil this compound
is mainly wused for the control of ectoparasitic 1infestations of
Boophilus microplus on livestock specially on cattle. Very 1little
information 1is available on the genotoxic effects of this newly
developed compound and its degradation products in mammals. The
study reported here was undertaken to detect genotoxic effects of
AMZ in human short-term cultured lymphocytes.

Peripheral lymphocytes were drawn from sixteen healthy
males aged from 18 to 28 years without exposure to known mutagens.
PHA stimulated lymphocyte cultures were grown in RPMI 1640 (Difco)
with @20% AB human serum and antibiotics. Harvest was performed by
standard procedures. The frequency of sister-chromatid exchanges
(SCE) was analysed by adding S5-bromodeoxyuridine (3.25 x 10° M) at
the time of setting up the cultures. The slides were covered with
0.94 x 107 M Hoechst 33258 and exposed to UV light for 12 minutes.
They were then incubated in iM NaH,PO, at 87-89°C and stained in 2%
Giemsa. For the analysis of mitotic index (MI), frequency of
micronuclei (MN) and of cells with chromosomal aberrations (CA) only
standard staining procedure with 2% Giemsa was performed.
Cytogenetic analysis were made through a “blind test”.

Several dosages of AMZ dissolved in acetone were added to
cultures in 16 assayss each with cells from one donor. Initially
.02, 0.2, and 1ug/ml of the compound were added to 72h cultures
(assays HI and II) and cycloactive or genotoxic effects were not
detected. The structural aberrations observed were gapss breaks,
deletions and acentric fragments. Gaps and breaks were more frequent
(62% to 100%) in all samples. Hyperdiploid cells were not found.

MI were estimated in assays HIII to VI in order to select
the other dosages of AMZ (ranging from 10 to 150ug/ml) to be wused
for the cytogenetic study. MI was 50% reduced in cultures treated
with 60, 80, and 100ug/ml and 77% reduced in cultures treated with
150pg/ml. Significant reduction of MI were also observed at dosages

of 25 and 4Qug/ml in the presence of 5-BrdU. Dosages of 25, 50, and

100pg/ml were then chosen for the analysis of MI, MN and CA in 48 h
cultures and SCE in 72 h cultures (assays HUII to XVI).

Significantly reduced MI and increased MN and SCE rates
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were found at 50 and 100ug/ml doses. Structural chromosome
aberrations such as gapss; breaks, acentric fragments, reciprocal
translocations, deletionss quadriradials, dicentrics, markers, and
non—-identified rearrangements were found 1in negative control,
acetone- and AMZ-treated samples, but were more frequent in last
ones. Hyperdiploidy was usually rare.

Despite the 1limitations of the techniques used, some

conclusions can be drawn: (1) subjects exposed to concentrations of

AMZ ({1pg/ml), as recommended for agricultural and veterinary use,

probably are not at risk for genotoxic effects; (2) accidental or
occupational exposure to high concentrations of AMZ () 25ug/ml) may
constitute a general hazard, despite the interindividual variability
among the assayed subjects; (3) the action of AMZ on human
lymphocytes evaluated by MI follows a dose-effect relation, but the
same was not found for MN, CA, and SCE; (4) the discrepancy between
the results from different parameters points to the need for the use
of several parameters to evaluate the genotoxicity of chemical
compounds to avoid erroneous conclusions; (5) the occurrence of
complex chromosomal rearrangements in 48h control cultures but not
in 72h ones points to a possible negative selection of cells
carrying these rearrangements during culture development. Thus, the
48h cultures may be more sensible to detect genotoxic action of
xenobiotic compounds.

Both hydrolysis and enzymatic biotransformation of AMZ
produce the same derivatives,; thus the genotoxic effects detected in

this study could be due to this compound and/or to its derivatives.
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