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I. INTRODUÇÃO

T.1. Carrapatos de interesse econômico no Brasil.

Os carrapatos são aracnídeos ectoparasitos de vertebra­

dos. Seus principais hospedeiros são os mamíferos, mas avess; répteis

e anfíbios podem também ser por eles parasitados (FLECHTMAN; 1985).

No Brasils inúmeros hospedeiros de interesse econômico,

como bovinoss equinos;s ovinoss caprinoss suínos;s cãess gatos e

galináceos são parasitados por espécies de carrapatos pertencentes
as familias Argasidae e Ixodidae (Ixodida, Acari; Tabela 1). Algumas

dessas espécies podem atacar seres humanos, de forma severa

(Ambluomma cajennenses Ornithodoros rostratus) ou branda C(Otobius

megnini; Rhipicephalus sanguineus); porêm não constituem um problema

de saúde pública, pois são raros os relatos de ocorrência desse tipo

de ataque.

Entre os animais parasitados por carrapatoss os bovinos

s5ão os economicamente mais importantes. O rebanho bovino brasileiro

é estimado em 136 milhões de cabegass das quais 21 milhões são de

taurinos (Bos taurus) e o restante de zebuínos (Bos indicus) ou de

hibridos taurino­zebuínos C(CBRASIL EM DADOS, 1990). Os taurinos,s

apesar de representarem em estado de pureza racial apenas uma peque­

na porcentagem do rebanho nacional (164%), são de grande importância

Porque reunem as principais raças leiteiras e seus mestiços com

zebuinos produzem quase todo o leite consumido no país. Todavia,

eles são muito susceptíveis aos carrapatos CGONZALES, 1975); em

especial à espécie Boophilus microplus;, o ectoparasita de maior

repercussão económica em bovinos no Brasil. Acrescenta­se a isso que

a resistência a essa ectoparasitose, até então uma das importantes

características do gado zebus Parece estar sendo gradualmente redu­

ziday provavelmente em função da sua crescente miscigenação com O

rebanho taurino.

Do ponto de vista médico­veterinário, os carrapatos cons­

tituem­se nos artrópodes de maior importáncia por produzirem injú­

rias de vários tipos aos seus hospedeiros, como a depreciação do

couros a inoculação de toxinas e a transmissão de agentes patogéni­

cos; decorrentes de seu hábito hematofágico (FLECHTMAN;s 1985). O

Parasitismo por B. microplus produz quatro tipos de ações sobre

bovinos (HARRISON et alíií;s 1973; COELHO & SA, 1979): (a) uma ação
mecanica; expressa por lesões originadas das picadas dos carrapatos
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Tabela 1.

Argasidae

Ixodidae

Carrapatos
mico no Brasil

vulgares segundo ARAGÃO
apresentados entre parêntesis.

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

Ornithodoros rostratus
(carrapato do chão)

Otobius eegnini
(carrapato espinhoso da orelha)

Amblyoema aureolatum
(carrapato amarelo do cão)

A. cajennense
(adultos: carrapato estrelas

carrapato rodoleiro;
Picaços
carrapato rodolego

micuim castanhos;
carrapato meio­chumbo;
carrapato pblvoras
carrapato fogos
carrapatinho)

ninfas:

larvas:

A. ovale
(carrapato castanho brilhante do cão)

A. tigrinum
(carrapato de listas brancas do cão)

Anocentor nitens
(carrapato da orelha dos equinos)

Boophilus microplus
(carrapato sulamericano do boi)

Haemaphysalis leporisPpalustris
(carrapato do coelho do mato)

Ixodes loricatus
(carrapato de pernas pretas)

RhipicePhalus sanguineus
(carrapato vermelho do cão)
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que parasitam hospedeiros de interesse
(adaptado de FLETCHMAN,

(1936) e FLETCHMAN

13

econó­
nomes

são
1985). Os

(1985)

galináceos

suínos

bovinos; equinos

bovinos; cães

OVinos,s
cães,

caprinos

bovinos,
equinos,
suínoss

cãess gatos

bovinos; equinos,
cãess caprinos

ovinoss
cães,

bovinos,
coelhos,
caprinos

coelhos; galinhas

cães;s gatos

coelhos;, cãess
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que permitem à invasão de bactérias e larvas de moscas bicbheiras,

podendo provocar a morte de animais jovenss supuração dos ouvidos,

mastites, danos ao couro etc; (b) uma ação espoliadora, devido à

sucção de sangue bovino durante sua curta vida parasitàária (cerca de

2O dias); (c) uma ação tbôxica,s decorrente de substâncias inoculadas

pelos carrapatos durante a sucção de sangue; e (d) uma agão infec­

tante; pela transmissão de doenças provocadas por vírus, riquêétsias

e protozoâárioss como piroplasmoses anaplasmose etc.

1.2. O acariíicida e inseticida amitraz.

Os malefícios causados por carrapatos têm sido combati­

dos com carrapaticidas químicos, cujos princípios ativos, de modo

geral são compostos arsenicais;s clorados;s fosforados, carbamatos,

formamidinas e piretróides (SILVA, 1979; FLECHTMANs, 1985). Mais

recentemente estão sendo desenvolvidas vacinas para a protegão do

gado contra B. microplus (AGBEDE & KEMP; 1986; JOHNSTON et alii,

1986; OPDEBEECK et alii, 19882; 1988b; WILLADSEN et alii, 1988); mas

ainda é incerto se esses esforços obterão éxito.

Os compostos arsenicais, clorados;s fosforados e carbama­

tos foram largamente utilizados atê um passado recente, todavia

cairam ou estão caindo em desuso devido a sua alta toxicidade para

com o hospedeiro ou à resistência adquirida pelos carrapatos,s prova­

velmente em consequência do emprego continuado de doses subefetivas

(STONEs 1972; HARRISON et alii, 19793; SCHUNTNER & THOMPSON,1978a;

STONE & YOULTON,; 1982). Os piretrbides são pouco tóxicos e altamente

eficazes C(NOLAN et aliiíis 1979), porêm linhagens resistentes de B.

micropluss produtoras de esterases que hidrolisam esses compostos,

já foram identificadas por DE JERSEY et alii (198685).

Atualmente, um dos compostos mais utilizados no combate

aos carrapatos de bovinos E uma formamidinas O amitraz CN­metiibis

(2;41­xililiminometil )aminal, que é encontrado na forma de concentra­
do emulsionável de 1259 do ingrediente ativo por litro em cinco
formulações comerciais no Brasil CCOMPENDIO VETERINÁRIO, 1989):

Triatox (Cooper­Wellcome), Amitraz Centraisul (Defensa)s Ectox

(Imeve)s, Amitox (Laboratbrio Leivas Leite S.A.) e Amitracid (Labora­

tórios Alfa do Brasil S.A.). Esse composto tem se mostrado efetivo

contra linhagens resistentes a outras classes &de carrapaticidas,

Persistindo no pêlo e no couro durante um periodo suficiente para
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controlar todos os estádios do parasita (WORTHING, 1983; GUPTA at

alii, 1988).

As propriedades acaricidas do amitraz foram descritas

pela primeira vez 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;s duas outras dessas espéciess Amblyomnmea

cajennense e Rhipicephalus sanguineus; também ocorrem no Brasil,

enquanto as demais pertencem a gêneros aqui representados, como pode

ser constatado na Tabela 1.

No Brasils O uso do amitraz tem se restringido ao combate

de carrapatos. Todavias ele também & usado com grande eficiência em

44 diferentes países (FAO/WHO, 1980), como Estados Unidos, Inglater­
ras Japão, Alemanha, Itálias Argentina, Austrália, Franga e Africa
do Sul; no controle de um grande número de espécies de ácaros e

insetos de importância agricola ou veterinaria (Tabelas 3 e 4).
A via de degradação do amitraz in vivo já é bem conhecida

em diferentes espécies. Segundo SCHUNTNER & THOMPSON (1978b),; apbs a

absorção do amitraz (composto IT) pela larva de B. microplus;s são
produzidos os metabblitos derivados N­2,4­dimetilfenil­N'­metilfor­

mamidina (composto IT), 2,4­dimetilformanilida (composto IILI), 2,4­

dimetilanilina (composto IV) e um composto apolar não identificado.

Desses; somente os compostos I e II exercem ação tóxica sobre B,.

microplus. Essa ação carrapaticida parece ser devida à inibição de
oxidases de função mista C(SCHUNTNER & THOMPSON, 1976). Em mamíferos,

o amitraz degrada­se nos compostos IT, ITMMTelI, e também em ácido
4­formamino­3­metilbenzbico (V), àâcido 4­amino­3­metilbenzbico (VI)

e varios outros derivados desconhecidoss Provavelmente segundo àa

seguinte sequência (FADO/WHD, 1980; KNOWLES & BENEZET, 1981):

II

| TV
III b

”
Vv

I

VI

/

x

À via metabólica do amitraz em plantas termina no compos­

to III; seguindo a mesma sequência proposta para os animais. Em

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

Amblyomma cajennense FAO/WHO, 1980

A. hebracecum FAD/WHD,; 1980;
HARRISON et aliís 19722

Anocentor viriabilis FOLZ et alii, 19865

Boophilus annulatus AHRENS et alii, 19869

B. decoloratus FAD/WHO, 1980;
HARRISON et alii, 1972a

B. microplus PALMER et alii, 1971

Haemsaphysalis bispinosa FAD/WHO, 1980

H. longicornis FAD/WHO,; 1980

Hyaloma spp GUPTA et alii, 1988

Ixodes holocyclus FAD/WHO, 19809

I. persulcatus FAD/WHO, 1980

I. ricinus FAD/WHO, 1980

Rhipicephalus appendiculatus HARRISON et alii, 1972a

R. evertsi FAD/WHOD,s 1980;
HARRISON et alii, 1972a

R. sanguineus
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Tabela 3. Espécies de ácaros combatidas pelo amitraz,
carrapatos, e seus respectivos hospedeiros.

Acarapsis woodi

Aculus schlectendali

Chorioptes spp

Demodex spp

Dermanyssus gallinae

Epitrimerus pyri

HMyocoptes musculinus

Ornithonyssus sylviarum

Panonygchus spp

Phsllocoptruta oleivora

Psorersates spp

Psoroptes spp

Sarcoptes spp

Tetranschus spp

Varroa jacobsoni

frutas

bovinoss caprinos,
ovinos, suínos,
Porco espinho

bovinos; caprinos,
ovinoss suínos, cães,
gatos

galináceos

frutas

camundongos

galinaáceos

frutas, plantas
envasadas (cravos,
rosas, crisantemos)

citros

bovinoss caprinos,
ovinoss suínos

bovinoss caprinos,
ovinos, suínos

bovinos, caprinos,
ovinoss suínos, cães,
koalas

frutas, algodão,
hortaliças, legumes
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excetuando­se as espécies de

EISCHEN et alii, 1986

FAO/WHO, 1980

FAD/WHO, 1980;
CURTIS, 1985;
LECHTER, 1988;
WRIGHT et alii, 1968

FARMER & SEAWRIGHT, 1980;
FAO/WHO, 1980;
CANNON, 1963;
DAVIS, 1985;
COWAN & CAMPBELL, 1988

FAO/WHO, 1980

FAD/WHO, 1980

WIKERHAUSER et alii, 1978

COLLISSON et aliíií, 1981

FAD/WHO, 1980;
HARRISON et alii, 1972a;b

FAD/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980;
CURTIS, 1985

FAO/WHO,; 1980;
BROWN et alii, 1982;
CURTIS, 1985;
FOLZ et alii, 1984a;b

HARRISON et alii, 1972a5b;
FAQO/WHO, 1980;
GILIOMEE & PRINGLE, 1985

DELAHITTE & HAVRILECK, 1987;
FAUCON & FLECHE, 1988;
HERBERT et alii, 1988; 1989
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Tabela 4. Espboies de insetos combatidas pelo amitraz e seus respectivos hospedeiros.

Espkcie Hospedeiro Referência Espbrie Hospedeiro Referência

AcscthosiPhon eisi

Aonidiella aucantil

APhidis aossseii

8ehis sPPp

Aulocorthue sep

Besisia tabaci

Pussulatix thurberielJa
Ceroelastea sep

Conotraçhelus nenuehar

Lydua ponooslda

Danalinia spo

Disaropsis castanea

Dyusaehis plantaniaes

Earias seo

Eneoasca spp

Eriososa laniserua

Haceatorinus suis

Heliothis sep

frutas

algodão,
frutas

frutas

algodão

algofão

citrus

frutas

frutas

bovinos,
ovinos

algodão

trutas

algodão

algodao

frutas

suínos

algodão

HARRISON et alii, 1972

HARRISON et alii, 19726

FAO/UHO, 1960

HARRISON et alil, 1972bj
FAO/WHO, 1968

FAO/VHO, 1980

FAO/WHO, 1980;
WORTHING, 1983;
PEREGRINI & LEHON, 1986

FAO/WHO, 1980

FAO/UHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WRO, 1980

FAO/WHO, 1986

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1986

FAD/WHO, 1980

FAO/VHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAD/WHO, 1988;
VWORTHINGO, 1983;
KNOWLES & HAHED, 1989

Leucontera scitella

Linegnathus spp

Lusahis esri

Bacrosiebue SPP

Helophagus. quinus.

Mesoura viciae

Huzus Pecsicae

Fhorodoa hun]

Esylla escicola

Fhulonerscter blancardetla

Quadroseidiotus pecniciosus

Rhasolatis posonella

aussetia sop

Solenorotes carillatus

SPodoptera spp

Thrirs se

Tieblocuba posacia

saga

ovinos

frutas

frutas

ovinos

frutas

frutas

pêra

LEA

frutas

frutas

trutas

algodão

algodão

frutas

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

HARRISON et alii, 1970h

HARRISON et alii, 1972bj
FAO/WHO, 1980

FAQ/WHO, 1989

FAG/WHO, 1980

FAO/NHO, 1980;
WORTHING, 1983

HARRISON et alils 1972b)
FAD/WHO, 1988

FAD/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

FAD/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980)
WORTHING, 1983

FAO/WHO, 1980

FAO/WHO, 1980

4 5 6 7
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animais e vegetais! o composto 1 E convertido diretamente no compos­

to IV; que à estàâvel e se acumula nas culturas bacterianas (CALLCOCK

et alii; 1978). Uma via secundária mais lenta envolve a conversão de
amitraz no composto IV; através dos intermediários II e IIT. A

presença do derivado terminal VI na urina de homens envolvidos na

Produção de amitraz e em voluntários expostos a esse composto sugere

que a via metabólica em humanos seja semelhante à verificada em
animais (SHIRLEY, 1975, 1976 e HUGHES, 1975; cf. FAO/WHO, 1980).

Apesar da identificação de derivados do amitraz sob condições in
vivos a clivagem do amitraz que dá origem aos compostas II e IXI

parece não ser enzimática CSCHUNTNER & THOMPSON; 1978b);s provavel­
mente ocorrendo por hidrólise. O amitraz, embora não seja higroscó­

Picos sofre hidrólise na presença de água, em processo que é mais
rápido em pH ácido (HARRISON et alii, 1972b). As fórmulas estrutu­
rais do amitraz e de seus derivados encontram­se representadas na

Figura 1.

A rota e os produtos de excreção de amitraz administrado

oralmente são semelhantes em diferentes esptcies de mamíferos, como

ratos, camundongos;s cãess gatoss bovinos; babuinos e hbumanos
(FAO/WHOs 1980 e 1984). Apbs 24 horas de tratamentos cerca de 85% do

composto é excretados e aproximadamente 62% da excreção Ocorre
através da urina. Em animais, os picos de amitraz no sangue são

atingidos após seis horas nos casos de administração oral; porém
somente após 24 a 72 horas nos casos de administração dérmica. Esses

dados demonstram que a absorção desse agente por via dérmica é bem

mais lenta que por via oral.

Residuos do amitraz no fígado; rinss baçgos biles múscu­

los; olhos e glândulas adrenais foram detectados até sete dias após
o tratamento, em diferentes espécies. MCDOUGALL et alii (1979)

encontraram 0O,;,02mg de resíduos de amitraz por quilograma de tecidos

de novilhos; abatidos 24 e 48 horas após o mergulho em uma banheira

contendo uma solução de amitraz a 0,025%. Em vacas submetidas à
tratamento idênticos os resíduos no leite e na manteiga atingiram,

respectivamentes um máximo de 0,01 e 0;17mg9/kg seis horas após,
declinando para zero e 0;0im9g/kg dois dias após O tratamento. Entre­

tantos 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 aplicações: um

máximo de 0;0º9mg/1 durante o tratamento e 0;03m9/1 decorridos nove
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Figura 1. Fórmulas estruturais do amitraz

dos II; III; IV; V e VT.
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dias da segunda aplicação.

Os limites máximos de resíduos (LMR) de amitraz permiti­

dos, segundo recomendação da Food and Agriculture Organization ­ FAO

(FAOD/WHOs 1980); são apresentados na Tabela S. Os valores dos LMR

variam amplamente (de 0,01 a 0;50mg/kg9) de acordo com o produto. Em

geral; os LMR dos produtos de origem vegetal são maiores que os de

origem animal.

Às doses letais 509 (DLSO) de amitraz estimadas para

diferentes espécies de animais de laboratbrio encontram­se na Tabela

6. Entre as espécies estudadas;s oO camundongo apresentou uma maior

resistência à ação tóxica do amitraz (DLSO oral >) 1.600m9/k9),

enquanto o coelhos ocãoeobabuíno mostraram­se mais sensíveis

(DLS0O oral + 100mg/kg). Por sua vezs oO rato e a cobaia apresentaram

uma sensibilidade intermediária (DLSO oral + 600m9/k9). As concen­

trações máximas diárias de ingestão de amitraz que não causam quais­

quer efeitos tôxicos são 2;5mg/kg de peso corpbreo (p.c.);s Para
camundongos; 3mg/kg p.c./dia;s para ratos; 0O,2Sm9g/k9 p.c.» para cães;

e 0;003Img/kg p.c.»; para seres humanos (FAO/WHO, 1984).

Os resultados das investigações sobre os efeitos do ami­

traz no processo de reproduçãos em ratos e camundongos;s sugerem que

doses tóxicas para as mães também sejam embriotóxicas;s mas os dados

existentes a respeito da atividade teratogênica desse composto ainda

são insuficientes para possibilitar qualquer conclusão; como se

resume a seguir. Fêmeas alimentadas com dietas contendo amitraz nas

concentrações de 200mg (MERRYMAN & SUTTON, 1972; cf. FAD/WHO;s 1960)

e 400 mg/kg p.c. (BROWN et alii, 1978 e CHANNON & CRYER, 1978, cf.

FAO/WHO, 1980; HOUNSELL & RUSH, 1984; cf. FAO/WHOs 1984) apresenta­

ram uma duração média do estro mais prolongada. Nenhum efeito foi
encontrado no nível de beta­estradiol no plasma, porém foram obser­

vados níveis sanguíneos mais baixos de progesterona e mais altos de

sulfato de deidroepiandrosteronay nas fémeas tratadas com doses de

100 e 400mg/k9 p.c.; embora o efeito se manifestasse em grau menor

com a primeira dessas doses. Em ratas alimentadas com uma dieta

contendo t1êmg/kg p.c. de amitrazs do primeiro dia de prenhez atEÉ o

desmame da prole aos 21 dias, houve uma redução do ganho de peso das

mães e do número mêdio de filhotes sobreviventes até o quarto dia

apbs o nascimentos oO que não ocorreu quando as ratas eram tratadas

com doses mais baixas (SUTTON, 1973, cf. FADO/WHO,; 1980). Em animais
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Tabela 5. Limites máximos de resíduos (LMR) de

amitraz permitidos pela FAO (FADO/WHO,

cereja

pepino

laranja

semente de algodão

bleo de sementes de algodão

bleo de oliva

carne bovina

carne suína

carne ovina

derivados de carne bovina

derivados de carne suína

derivados de carne ovina
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Tabela é.

camundongo

rato

cobaia

coelho

cão

babuiíno

* cf.

intraperitonial

inalação

dêrmica

oral

oral

dérmica

FAD/WHO, 1980

5 6 7

Toxicidade aguda do amitraz. DLS0: dose letal 50

>) 1.600mg/kg PATTON & SUTTON, 1971

600mg/kg PATTON & SUTTON,; 1971;
SHAW, 1973

800mg/kg SHAW, 1971, 1973

6Smo/l BERCZY et alii, 1972

>) 1.600mg/kg PATTON & SUTTON, 1971

PATTON & SUTTON, 1971;
SUTTON, 1970

4090­800mg/ml

) 100mg/ml PATTON & SUTTON, 1971

) cOOmg/ml SUTTON & WILLIAMS, 1972

PATTON & SUTTON, 1971+ 100mg/m1l

100­250mg/ml PATTON,; 1973
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tratados com c2O0mg de amitraz/kg p.c. foi observada uma queda no

crescimentos no consumo de alimentos; na fertilidade e na viabili­

dade. Em três gerações sucessivas tratadas com S0Omg de amitraz/kg

P.c. houve uma diminuição no número de filhotes sobreviventes até 21

dias de idade (SUTTON; 1973 e LANCASTER & WILLIAMS, 1978; cf.

FAOD/WHO; 1980). Nenhum efeito teratogênico foi observado na descen­

dência de fêmeas de ratos e coelhos submetidas a doses diárias de

1; 3; 5; 12 e 2Omg de amitraz/k9g9 p.c.; e abortos sb ocorreram nos

tratamentos com a dose mais alta (SUTTON, 1973; cf. FAD/WHO, 1980).

Há poucos estudos sobre a atividade carcinogênica do

amitraz. Uma alta incidência de tumores linforreticulares foi encon­

trada em fêmeas de camundongos alimentadas com dieta contendo 400mg

de amitraz/k9g9 por BO semanas, oO que não ocorreu em animais submeti­

dos a doses mais baixas desse composto (BURNETT et aliíi,s 1976 e

KAKUKs 1979; cf. FAO/WHO, 1980). Além dissos em camundongos também

tratados com 400ppm de amitraz,s COLLEY et alii (1983; cf. FAO/WHO,

1984) encontraram um aumento do tamanho do fígado e de nódulos

linfáticos; tanto em machos como em fêmeas; uma incidência maior de

dilatação da glândula prepucial em machos e de tumores hepatocelula­

res em fémeas. Em adigãos houve um aumento dependente de dose na

incidência de nódulos hiperplásticos e focos telangiectásicos e

basofílicos;s nas concentrações de 25; 100 e 400pPppm;s em machos e

fêmeas. Nenhum efeito carcinogéêénico foi detectado em ratos tratados

Por dois anos com doses de 15, 50 e 200mg/kgo (SUTTON & OFFER, 1973,

cf. FADO/WHO, 1980), Porêm a idade dos animais no início dos experi­
mentos foi considerada fora dos padrões exigidos pelos grupos de

especialistas em resíduos de pesticidas da FAO e World Health

Organization <WHO).

A atividade farmacológica do amitraz em animais inclui a

inibição da oxidase de monoamina (CBONSALL & TURNBULL,s 1983), a ação

sinergística de alfa­e­adrenorreceptores CBONSALL & TURNBULL, 19863;

HSU & KAKUK, 1984; ROBERTS & ARGENZIO, 1986; HSU et alii, 1987;

CULLEN & REYNOLDSON, 1988) e a inibição da síntese de prostaglandina

(YIM et alii, 1978; BONSALL & TURNBULL, 1983). Incluis também; uma

ação anti­histamínica em cavalos (PASS & SEAWRIGHT, 1982);s a inibi­

Gão da liberação de insulina em cães (HSU & SCHAFFER, 1988) e um

efeito octopaminérgico em Drosophila;s por estimular a ciclase de

adenilato (DUDAI et alii; 19687).

Os efeitos tóxicos do amitraz em mamíferos são sedacçãos
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bradicardias midriases hipotensão, hipotermias poliuria,s vômito,

hiperglicemia; depressão do sistema nervoso central e redução da

atividade motora condicionada (DOBOZY, 1982, cf. HSU & KAKUK,; 1984;

BONSALL & TURNBULL;s 1983). Em cãess o composto causa diminuição dos

batimentos cardíacos, hipertensãos arritmia e hiperglicemia (HSU et

aliis 1986; CULLEN & REYNOLDSON, 19883; HSU & SCHAFFER, 1988). Seu

uso em gatos é inapropriado, devido a um efeito tóxico suaves carac­

terizado principalmente por anorexia transitória CGUNARATNAM et

alii, 1983). Além disso; Oo amitraz não E recomendado como carrapati­

cida para equinos por causars após 24 horas do tratamento, uma

síndrome caracterizada por sonoléêéncias depressão; redução Ou cessa­

ção do peristaltismo intestinal normal; ausência de eliminação de

fezes e progressiva compactação do intestino grossos Podendo levar

os animais à morte (ROBERTS & SEAWRIGHT, 1979, 1983; DARVILL, 1965).

Em função de seus efeitos no intestino de equinos, ROBERTS &

ARGENZIO (1986) administraram o amitraz intravenosamente na dose de

img/k9g p.c. a equinos diarrêticos, para investigar seu potencial como

composto terapéutico. Esses autores verificaram que o amitraz inter­

rompia O peristaltismo intestinal, que retornava ao seu ritmo normal

entre 8 evgtdehoras;, e a consistência do conteúdo fecal retornava

tambêm ao normal 24 horas após o tratamento; provavelmente devido à

sua ação sinergistica de alfa­2­adrenorreceptores. Porêms a possi­

bilidade da aplicação clinica de amitraz para combater diarrbias 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. Vários dos efeitos tóxicos do ami­

traz; como os exercidos sobre à fisiologia intestinal de equinos e

os cardiovasculares em cães, podem ser revertidos pela "yohbimbine”,

uma antagonista de alfa­2e­adrenorreceptores;s o que à torna um antí­

doto em potencial (HSU & HOPPER;s 19863; HSU et aliís 1986; ROBERTS &

ARGENZIO, 1986).

Poucos casos de envenenamento humano por amitraz são

conhecidos (BONSALL & TURNBULLs 1983); a despeito da produção de

milhares de toneladas desse composto desde o início de sua comercia­

lização em 1974. Isso torna difícil uma extrapolação segura ao homem
dos sintomas de intoxicação observados em animais. No entantos os

sinais comuns de intoxicação em animais; como depressão do sistema

nervoso central com episódios de hiperexcitabilidades hipotensão,
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bradicardias hipotermia e hiperglicemia, devem ser considerados como

Possíveis critérios para diagnóstico de envenenamento no homem. Os

animais que sobrevivem ao envenenamento por doses potencialmente

letais de amitraz mostram uma completa recuperação dos sintomas

farmacológicos e dos sinais de debilitação geral em cerca de sete à

dez dias. Todavias como nos concentrados emulsionáveis das formula­

ções comerciais o amitraz encontra­se dissolvido em solventes aromá­

ticos; em geral o x1lo0l;s os efeitos farmaco e toxicolbgicos dos

solventes também devem ser considerados», nos casos de superexposição

as formulações comerciais.

1.3. Avaliação da potencialidade mutagêénica do amitraz.

Os métodos de avaliação da atividade mutagênica de com­

postos químicos encontram­se em franco desenvolvimentos tanto em

quantidade como em qualidade, em função principalmente do grande

número de compostos químicos disponiveis com o aumento da industria­

lização e do progresso tecnolbôgico. De modo geral;s os novos compos­

tos que estão sendo introduzidos no ambiente de forma contínua

alteram as relações de equilíbrio dinámico resultantes do processo

evolutivo coordenado ao longo de bilhões de anos. Por isso; podem

acarretar prejuízos de natureza genêticas não sb os que dizem res­

peito à própria saúide humanas como os que redundam em consequências

de ordem econômica.

Existe um grau elevado de redundáncia quanto aos tipos de

bioensaios atualmente disponíveis para avaliar a atividade mutagêni­

ca de compostos químicos. BRUSICK (1987) reuniu esses bioensaios em

quatro grupos;s com base em sua especificidade à natureza das lesões

causadas ao material genktico: (a) bioensaios que avaliam a indução

ou reversão de mutações gênicas ou de ponto; provocadas por inser­

gãos deficiência ou substituição de bases nitrogenadas em um gene

específicos em células de bactérias (Salmonella tysphimuriums); de

leveduras (Saccharomyces cerevisiae; Schizosaccharomyces pomsbe), de

mamíferos (limfoma de camundongo, ovário de hamster chinês; linhagem

V79 de hamster) e em mamíferos in vivos (b) testes que detectam

lesões primárias no ­DNA na forma de estímulo dos mecanismos de

reparo do DNA (síntese de DNA não programada); de formação de aduc­

tos de DNA;s de rupturas na estrutura do DNA e de trocas entre

cromàat ides­irmãs (TCI); (c) bioensaios que identificam indiretamente
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as alterações no DNA; como a ativação mutacional de oncogenes, por

avaliar a capacidade de um agente para transformar células normais

de mamíferos em cêlulas com propriedades neoplásicas; e (d) bioen­

saios que avaliam aberrações cromossômicas estruturais e numéricas

POr meio da análise de cromossomos metafásicos e do teste de micro­

núcleos em cElulas animais e vegetais superiores; do teste do domi­

nante letal em roedores; de deficiências cromossômicas e aneuploi­

dias em microrganismos e de perdas de cromossomos sexuais e de

translocações herdáveis em Drosophila melanogaster e em roedores.

Dos bioensaios acima citados; apenas a análise de cromos­

somos metafásicos;s o teste de microntúcieos e a análise de TCI são

Parâmetros citogenêticos;, e podem ser analisados em diferentes orga­

nismoss, como mamíferos, EDrosophilas Allium cepa; Tradescantia
paludosa e Vicia faba. Em mamíferos, inúmeros tipos celulares podem

ser utilizadoss como linfócitoss células de medula óssea, fibroblas­

tos; células de ovários espermatogóniass espermatócitos e hepatóci­
tos.

Na Tabela 7 encontram­se discriminados os estudos relata­

dos na literatura visando à avaliação da potencialidade mutagênica

do amitraz e; na Tabela 8; os estudos referentes aos seus derivados.

Todos os bioensaios não­citogenéticos que avaliaram a atividade

mutagênica do amitraz encontraram resultados negativos; com exceção

do teste de dominante letals para a concentração de SOmg/kg P.c.

(PALMER & JAMES, 1977, cf. FAO/WHO;s 1980). Todos os bioensaios não­

citogenéticos que avaliaram a atividade mutagénica dos derivados do

amitraz também encontraram resultados negativos; excetuando­se oo

teste de Ames para os derivados IIIT e IV (ZIMMER et aliis 19773; cf.

FAO/WHOs 1980); e o teste de mutação em linfoma de camundongo, com

ativação metabblicas para as concentrações superiores a ipvg/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 uma frequência significativamente elevada de aberrações cro­

mossómicas nas células IB­RS­2 de procedência suína tratadas com

S50U9/mMl. Outro bioensaio citogenético;s o teste de micronúcleos

C(HOUNSELL & WALKER; 1983; cf. FADO/WHO, 1984), foi empregado para o

derivado IV, porém os resultados foram negativos. Todavia; não foram

realizados estudos das frequências de TCI;s nem tampouco estudos com

quaisquer outros parámetros citogenéticoss como as frequências de
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Tabela 7. Avaliação da atividade mutagênica do amitraz em diversos sistegas,

Bioensaio Autores Organismos testados Concentrações usadas Resultados

Dano ao DHAÁ

Sintese de DNA não
Progranada (coa e
seu atividade eeta­
bólica)

Teste de Ases
(cos e sem ativi­
dade eetabblica)

Hospedeiro intermediário

Teste de mutação em
linfosa de camundongo
(coe e sem atividade
netabólica)

Transforeação celular

Dominante Jetal

Aberrações cromossomicas

PETZOLD et alii, 1977 «

KCGREGOR & RIACH, 1983 e

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

HCGREGOR à PRENTICE, 1983 EX

HORTYA et alii, 1983

TUBEK et alii, 1988

WILCOX, 1976
EVEREST, 1976 8%

HCGREGOR & RIÁCH, 1984 ue

HCGREGOR & RIACH, 1989 xx

PALHER & JAHES, 1977 =

CANPELLO & RODRIGUES, 1986

fibroblastos de pulaão de
hanster chines

fibroblastos embrionicos
humanos

Salmonela tuehiauciva
(linhagens TAÍS35,TA1437
TAÍ538)
Escherichia coli
tiinhagens wpêswpe uvrÃ)

S, tuhimurias (linhagens
TAB, TALO, TAISAS, TALSOIZ,
TALSI8

S. tuphinuciua (linhagens
TA100,TA9B,TAL5SIS,TALSO?,
TAÍS98)
E. coli (linhagea wpê her)

Se tuphimuciva (linhagens
TA97,TASB,TALGO, TALOS)

Es coJj Cinhagens K1º,
ABLLS7,ABLI57 ada)

camundongo/S, EsPhieuciva
(linhagens G46,TAÍS3?,
TALISA)

celulas L5178Y TK+/­ de
camundongo

clone CIH/18 T1/2 de fi­
broblastos de embrião de
camundongo

camundongo

cblulas IB­R5­2

sedula óússea de camundongos

várias

2d, 68, 190, 146, 180,
eo, 26d, 3Odug/m)

9, 33, 100, 333, 1.000,
3300,10.000ug/placa

5.009ug/placa

5, 2, dO, 7u5 100,
20dug/placa

50, 180, 258, Sédug/placa

+ 400n9/k9 p.c.

com ativação! atb I9ug/a]
sem ativação: até Côua/s)

com ativação: 18553 85)
37,29U9/01
sem ativação:5;18715u9/8]

icng/k9 p.c.
S0n9/k9 p.c.

edug/al
30ug/n)
SOug/ml

4ºn9/k9 poco.

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
positivos

negativo
negativo
positivo

negativo

E cf. FAD/VHO, 4980; NE cf. FAO/WHO, 1984; EXE femeas tratadas! discreto aumento na perda sbdia pbs­inplantação e redução no tamanho
nédio de filhotes viáveis; machos tratados?! taxa reduzida de implantação,

5 6 7
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Tabela E. Avaliação da atividade mutageénica de derivados do asitraz em diversos sistemas,

Bioensaio Autores Organisãos testados Concentrações Derivados Resultados

Pano ao DHA

Teste de Ases
(com e sem ativi­
dade metabblica)

Teste de mutação em
linfoza de camundongo
(cou e sea atividade
netabblica)

Transforsação
celular

Kicronkcleos

PETZOLD et alils 1977 8

EVEREST & WILCOX, 19763
TUPLIN & WILCOX, 1978 8

ZIHHER eb alijs 1977 %

RICHOLD et alils 1983 EM

HCGREGOR & RIACH, 1983 we

HCGREGOR et alils 1984 EE

HOUNSELL & WALKER, 1983 e

fibroblastos de pulmão de
hamster chines

Salxaonela tuehimuriva
(linhagens TALS35,TA1437
TAL598)

Escherichia coli
(linhagens wpêspe uvrÃ)

Salnonela tipbimurius
linhagens TALGO

Sa tuohiguriue (linhagens
TA9B,TALGO, TAÍSIS, TALSO7,
TAIS38)

células L5178Y TK4/­ de
camundongo

clone C3H/10 Ti/e de fi­
broblastos de embrião de
camundongo

nedula bssea de camundongo

várias

LIV

atb 5.060u9/placa — ILIII

15 3,35 105 39,3;
100; 200; 300;
333,3: 400; 500;
600ug/al

con ativação: 5,5 16,
cdug/a)
sem ativação: 100,
200, 468u9/n]

56,35 Lidos DOS
n9/k9 (dx em 24h)

ILHILIV,V negativo

negativo

atividade muta­

genica fraca, mas
consistente

negativo

cos ativação:positivo
para ) fug/nl
sem ativação:negativo
atb 309ug/n]

negativo

negativo

* cf, FAO/WHO, 1980
E cf. FÁD/WIO, 1904

4 5 6 7
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aberrações cromossômicas e o teste de microntcieos; em cElulas
humanas cultivadas.

A utilização de parámetros citogenéticos é importante

Porque parte dos compostos que dão resultados positivos quando

avaliados por esses parámetros apresentam resultados negativos em

sistemas microbianos. Em uma extensa revisão da literatura, ISHIDATE

et alii (19808) verificaram que apenas 59% (176/29B) dos agentes

químicos que induziram anomalias cromossómicas mostravam resultados

Positivos no teste de Ames; que avalia a indução de mutações géênicas

em Salmonella typhimuríum. Dessa formas um grande número de agentes

genotóxicos poderiam ser considerados nãào­genotóxicos se avaliados

apenas pelo teste de Ames.

O teste de micronúcleos tem sido muito empregado na

avaliação de mutagenicidade e de carcinogenicidade;s tanto por agen­

tes químicos, como a mitomicina C; a ciclofosfamida;s o etilmetano­

sulfonato e o metilmetanosulfonato;s quanto por agentes físicoss como

OS raios X (FRANK et alii, 1978; HEDDLE et alii; 1978a; SALAMONE et

alii, 19680; YAMAMOTO & KIKUCHI, 1981; DEGRASSI & RIZZONI, 1982).

Constitui­se em uma técnica auxiliar; económica e rápida para ava­

liação das aberrações cromossômicas no homem C(COUNTRYMAN & HEDDLE,

19763 JENSEN & HÚTTELs 19763 FRANK et alii; 1978; HEDDLE et alii;

1978a; 1978; HÓGSTEDT & MITELMAN, 1981; DEGRASSI & RIZZONI,;s 1982;

HEDDLE et alii, 19083; 1984) e, em alguns casos, mostrou­se até mais

sensível que a análise dos cromossomos (JENSEN & HUTTEL, 1976;
JENSEN & NYFORS, 1979; DEGRASSI & RIZZONI,s 1982). A rapidezs àa
economia e a sensibilidade deste teste também foram referidas em

estudos desenvolvidos com outros mami feros (FRANK et alii, 1978;
YAMAMOTO & KIKUCHI,; 1981; WATANABE et alii; 1982), com anfibios

(FERNANDEZ et aliíis 1989; VAN HUMMELEN et alii, 1989) e com plantas

(DEGRASSI & RIZZONI, 1982).

Os micronúcleos originam­se de fragmentos acéêntricoss

resultantes de deficiências cromossômicas, e de cromossomos dicên­

tricos ou em forma de anel (HEDDLE & CARRANO, 19773; HEDDLE et alii,

1978b) ou de cromossomos inteiros (VIAGGI et alií, 1987; FORD et

alii; 1988); que não são capazes de participar normalmente do movi­

mento anafásico da divisão celular. Como consequências não são

incorporados nos núcleos­filhos e podem ser remanejados para oO

citoplasma na forma de núcleos pequenoss cada um contendo um ou mais

cromossomos ou fragmentos cromossóômicos. Assemelham­se aos núcleos
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normais em todos os aspectos; exceto pelo seu tamanho, e são facil­

mente reconhecidos na analise das células fixadas.

Os micronúcleos podem ser pesquisados tanto em prepara­

ções cromossómicas de culturas celulares destinadas à análise de

cromossomos metafásicos C(COUNTRYMAN & HEDDLE; 1976) como cm prepara­

ções de culturas tratadas com citocalasina Bs; que bloqueia a citoci­

nese, nas quais O citoplasma é preservado (FENECH & MORLEY, 1985a).

O método de COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) não permite a identificação
dos núcleos que se dividiram apenas uma vez em cultura dos demais.

Além dissos como nesse procedimento o citoplasma não é preservado,

parte dos micronúcleos são perdidos, permitindo apenas uma subesti­

mativa dos micronúcleos produzidos. Por outro lado; esse método

apresenta a vantagem de possibilitar a análise de dois parámetros

(análise cromossômica e de microntcieos) concomitantemente em lami­

nas de uma única cultura celular; o que representa uma economia de

custo e de tempo.

Técnicas recentemente desenvolvidas permitem a separação

dos micronúcleos que contém cromossomos inteiros;s originários de

erros na disjunção cromossómicas daqueles micronúcieos portando

aberrações cromossómicas estruturais instáveis. Essas técnicas

baseam­se no tamanho e número de micronúcleos (SARTO et alii, 1987),

na identificação de cinetbcoros por imunofluorescência (DEGRASSI &

TANZARELLA;, 1988; HENNIG et alii, 1988), na identificação de centrô­

meros por bandamento C; na medida da àárea ou do conteúdo de DNA dos

microntcleos (VANDERKERKEN at alii, 19689).

A produção de micronúcleos reflete quantitativamente a

ocorrência de quebras cromossômicas em culturas de células, exceto

quando a dose do agente mutagênico é muito elevada e produz a morte

celular (HEDDLE et aliíis 19782). Contudo, esse teste não é útil na

definição da natureza das anomalias estruturais produzidas, pois não

se pode distinguir micronúcieos resultantes de aberrações cromossó­

micas estruturais diferentes. Por isso; apesar das vantagens que

ofereces o teste de microntúcleos não deve substituir a análise

cromossômicas Porque a observação das mudanças dos tipos de aberra­

ções estruturais que se manifestam sob diferentes condições pode

permitir conclusões importantes CCOUNTRYMAN & HEDDLE, 1976).

A análise cromossómica é realizada em metáfases ou prome­

táfases e pode identificar as alterações estruturais não reparadas,
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que se expressam como quebras, falhas, fragmentos aceêentricoss cro­

mossomos dicêntricoss figuras trirradiais e quadrirradiais e outros
rearranjos detectáveis ao nível de resolução do microscópio de luz.

À capacidade dos agentes químicos em induzir tais anomalias denomi­
na­se clastogenicidade.

CARRANO & NATARAJAN (19868); em artigo que trata da utili­

dade das têcnicas citogenêticas para a monitorização populacional,
relataram alguns dados resumidos a seguirs que destacam à impor­
táncia da análise de aberrações cromossômicas como um instrumento
Para avaliar os riscos da exposição ocupacional a agentes mutagéni­

cos. À frequência de aberrações cromossómicas estruturais ou numéri­
cas em recém­nascidos é da ordem de ó por 1.000. Todavias a análise
de abortos humanos indica que cerca de 50% de todos os abortos

espontâneos E cromossomicamente anômala. Outro dado importante & que

Populações expostas a radiação ionizantes como os sobreviventes da

bomba atómica, ou à agentes genotóxicos;s apresentam frequências

aumentadas de aberrações cromossómicas em seus linfócitos. Além

dissos muitos tipos de cânceres humanos estão associados com aberra­

ções cromossómicas específicas ou não­específicas e inúmeras doenças

hereditárias humanas;s como a ataxia telangiectasias a anemia de

Fanconi e a síndrome de Bloomy estão associadas com frequências de

aberrações cromossómicas e incidência de cáncer elevadas.

A análise cromossômica permite também a identificação de

alterações numéricas. As células hipodiplóides podem originar­se por

Perdas de cromossomos com anomalias estruturais instáveis, do tipo

anéis ou dicêntricos;s oOcasionados por distúrbios na anáfase da

divisão celular anterior. Contudos tais anomalias podem surgir tam­

bém de mudanças na permeabilidade da membrana celular ou como even­

tos produzidos por artefatos no processamento do material para

análise como;s por exemplos na hipotonização. Já as células hiperdi­

plôóides devemy muito provavelmentes originar­se em consequencia de

falha na disjunção dos cromossomos­filhos em uma divisão anterior;

que podem ser provocadas por agentes que alteram as propriedades do

fuso mitótico ou do centrómero.

As trocas entre cromátides­irmaãs (TCI) são fenómenos que

envolvem quebras em locos idênticos nas duas cromátides de um cro­

MOSSOMO;s acompanhadas de intercâmbio e reparo (LATTs 19742). Essas

trocas somente são observadas em cromossomos submetidos a tratamen­

tos especiaiss cujas cromátides­irmaãs são distinguidas uma da outra.
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Uma das principais aplicações da análise de TCI tem sido a avaliação

da atividade mutagênica. O primeiro trabalho em que os efeitos de um

agente mutagênico foram relacionados com a frequência de TCI foi

realizado por LATT (1974b); que detectou a capacidade da mitomicina

C para aumentar a frequência de TCI em linfócitos humanoss mesmo em

concentrações menores do que as necessárias para induzir quebras

cromossômicas.

Posteriormentes muitas substáncias químicas foram testa­

das com o intuito de avaliar a possibilidade da análise de TCI

firmar­se como um teste para detecção de agentes mutagênicos. Anali­

sando os resultados de 216 artigos envolvendo 162 agentes químicos,
LATT et alií (1981) os enquadraram em três classes;s com relação à

eficiência em induzir TCI: os verdadeiramente negativos ou inadequa­

damente testadoss os capazes de elevar o número de TCI a um limite

inferior a duas vezes o dos controles e os capazes de aumentar duas

Ou mais vezes a frequência de TCI em relação aos controles. Dos

agentes estudados, 51 (25%) inclulam­se na primeira classe, 53 (26%)

inclulam­se na segunda e 97 (49%) na última. Alguns compostos foram

incluídos em mais de uma classe, devido a resultados conflitantes e

não esclarecidos entre diferentes experimentos ou à utilização de

diferentes sistemas de testes comos por exemplos à exposição ào

composto com e sem ativação metabblica. Esses dados demonstraram oO

efeito dos agentes químicos sobre a frequência de TCI e confirmaram

a utilidade da análise de TCI como um parâmetro para testar mutage­

nicidade de compostos químicos.

Outros autores (GEBHART, 1981; ABE & SASAKI, 19B25; GULATI

et alíiiíis 1989) analisaram os efeitos de agentes químicos quanto à

indução de TCI e de aberrações cromossômicas in vitro e encontraram

um alto grau de concordância entre os resultados obtidos por esses

dois paráâámelros, reforgando a validade do uso do teste de TCI. Das

215 substáncias consideradas por GCEBMART (1981), 145 (68%) apresen­

tavam uma correspondência qualitativa entre essas duas variáveiss 65

(30%) não manifestavam concordáncia entre os resultados dos dois

pParámetros e 5 (2%) mostravam resultados contraditórios. ABE &

SASAKI (1982); considerando 219 agentes químicos, encontraram uma

concordância entre os resultados de TCI e de aberrações cromossômi­
cas em 77% dos casos. Além disso; com base no estudo de 6? desses

agentess os autores estabeleceram uma correlação positiva entre TCI
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e carcinogenicidade;s em 80% dos casos. Mais recentemente; GULATI et

alii (1989) encontraram uma concordância entre os resultados obtidos

por esses dois parámetros em 21 agentes (78%) de um total de 27

testados. Desses 2827 agentes, 17 eram carcinogênicos e apenas dois

deles apresentaram resultados negativos para ambos os parâmetros

citogenêticos. »

Há um grau elevado de concordáncia entre as informações

obtidas pela análise de TCI e de outros parámetros utilizados na

detecção de agentes mutagénicos. Esse fato; associado à verificação

de que a combinação desse sistema com outros praticamente elimina os

resultados falso­negativos e à constatação de inexistência de exem­

Plos convincentes de agentes indutores de TCI que não sejam mutagé­

nicos ou carcinogênicos em pelo menos algum outro sistema de teste,

assegura aàa utilidade da análise de TCI na avaliagão da atividade

mutagênica de compostos químicos. No entanto; em função da discor­

dáncia entre seus resultados e os de outros sistemas, em alguns
casos; é recomendada sua utilização em conjunto com outros testes

C(GEBHART, 1981).

I.4. Objetivos.

A utilização de acaricidas é indispensável para o contro­
le de ácaros em espécies animais e vegetais de interesse econômico.

No entantos a possível ação clastogénica ou citotóxica desses produ­

tos coloca em risco o património genético de reprodutores obtidos

Por laborioso melhoramento genético. Tal risco estende­se à espécie

humanas Por via indireta, considerando que nem sempre são respeita­

dos, pelos produtores; os prazos de carência para Oo abate de animais

ou para a coleta de leite apóso tratamento, bem como a Epoca e à
dose corretas de aplicação desses acaricidas nos cultivares.

Por isso, foi proposto neste estudo a investigação do

Potencial genotôóxico do amitrazs, O principio ativo de carrapaticidas

largamente usados no Brasils em culturas de linfbôcitos humanos. Os

objetivos visados e 05 parâmetros empregados na sua avaliação foram:

(a) determinação da intensidade da resposta ao estímulo mitogênico

da fito­hemaglutininas Por meio do indice mitóticos (bh) identifica­

ção da potencialidade clastogênicas pelas frequências de núcleos

associados a microntcleos e de metáfases portadoras de aberrações

cromossômicas estruturais e numéricas; (c) avaliação da indução de
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estudo da concordância
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que tenham sido reparadass através da

cromát ides­irmãs em ceélulas cultivadas

na presença de S­bromodesoxiuridinas e

dos resultados da ação do amitraz detec­
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II. MATERIAL E METODOS

IL.1. Doadores.

Dezesseis indivíduos do sexo masculino aparentemente

saudáveis;s de uma faixa etária variável de 18 a 28 anos; foram sele­

cionados para Oo estudo do efeito de várias concentrações de amitraz

em linfócitos humanos cultivados. Em entrevista inicial; os doadores

relataram não terem sido expostos a raios X;s usado medicamentos ou

manifestado doenças 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 estudantess não sujeitos à exposição

rotineira a substâncias tôxicas.

II.?. Amitraz têcnico e concentrações utilizadas.

. amitraz têcnico (AMZ), N—metilbis (24­K11il

iminometil) amina(IUPAC), foi fornecido pela Coopers do Brasil S.A.

(Cotia­SP);s com grau de pureza superior a 95%. Anteriormente desig­

nado por triazida ou azaformy o amitraz é também conhecido pelas

sinonimias N'­(2,4­dimetilfenil)­N­CC(2,4­dimetilfenil)iminoJlImetil )­
N­metilmetaniminamida (CA 33089­61­1); NN­di­(2,4­xililiminometil)

metil­amina;s e­metil­i,3­di­(2,4­xililimino)­2­azapropanas e 1;5­

di­(2.;4­ dimetil fenil)­3­metil­1,3,5­triazapenta­1i,4­ dieno (Boots

Company Limiteds código BTS 27419). Sua fbrmula molecular E C,HN,
(PM=293). As impurezas encontradas no amitraz têcnico são N­2,54­

dimetilfenil­N­metilformamidina (composto IL); 2;4­dimetilformani­

lida (composto IILT); 2,4­dimetilanilina (composto IV);j N,;,N'­bis­

(2;s41­dimetilfenil) formamidina;s 133, 5­tri­(2,4­dimetilfenil)­133,5­
triazapenta­i­4­diena;s N,N'­bis­e,4­dimetilfenil­N­metilformamidina;s

e etil­N­2,4­dimetilfenil formamidato. Alguns desses compostos (IL,

III e IV) tambêm são produtos da degradação do AMZ in vivo.

Inicialmente foram investigados os efeitos de três con­

centrações de amitraz têcnico por mililitro de meio de culturas com

base em informações obtidas na literatura: 0,;02,;, O0O;de ipg. Em
virtude dos resultados obtidos com essas concentraçõess vários tes­

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

80; 100 e 1504 de AMZ por ml objetivando­se escolher três concen­
trações para O estudo citogenêticos em função da sua citotoxicidade.
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Desse modo; foram escolhidas as concentrações de 25, 50 e 10049 de
AMZ por ml para estudo em culturas de dez indivíduos.

Cada uma das soluções 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 dissolução

melhor do composto e aumentar a sua solubilidade em meio de cultura,

tendo sido empregado na concentração de 0;Vl1/ml de meio de cultura.

IIL.3. Ensaios.

Foram realizados dezesseis ensaioss cada um deles codifi­

cado por um algarismo romano correspondente ao do doador do material

utilizado para à sua execução. Na Tabela 9 encontram­se as caracte­

riíisticas de cada um dos dezesseis ensaios relativas aos gorupos de

tratamento dos quais foram constituídoss do número de frascos e dos
Parámetros que foram analisados. No Ensaio À foram testados cinco

grupos de tratamento: um controle (Co);s um controle com 0;5 11 de
acetona por mililitro de meio de cultura (Colt) e as seguintes

concentrações de AMZ por mililitro de meio de cultura: ipg  (A­1),

0;21g (A­O;2) e 0,0219 (A­O,02). O grupo A­1 tem a concentração
equivalente à solubilidade máxima do AMZ em solução aquosa

(WORTHING, 19839) e o grupo A­0,02 corresponde à concentração detec­
tada em carne de bovinos tratados com AMZ (MCDOUGALL et alii,

1979). No Ensaio I[T foram montados os mesmos grupos de tratamento do

Ensaio I; com exceção do grupo A­O0,28, tendo sido também pesquisada a

frequência de TCI.

Em face dos resultados obtidos nos Ensaios Te II; con­

centrações maiores foram testadas nos ensaios seguintes. Foram mon­

tados seis grupos de tratamento no Ensaio III: Co; A­1i00 (100

p9/ml), A­BO (8O ug/ml), A­40 (40 po/ml); A­2QO (20 ps/ml) e A­10 (10
pa/ml)5; quatro grupos de tratamento no Ensaio IV: Co; A­BO; A­60 (609
p9/mMl1) e A­4035 quatro grupos de tratamento no Ensaio V: Co; Cofcs A­
BO ce A­40; seis grupos de tratamento no Ensaio VI: Co; Cofc, A­150

(150 pupo/mMl); A­100), A­S50 (50 ug/mMl) e A­25 (2S yuypo/mMl)s e cinco
grupos de tratamento nos Ensaios VII a XVI: Controle; Cofic, A­100,

A­50O e A­2ÍS. Concentrações de AMZ superiores a sua solubilidade

máxima em água (ipg/ml) puderam ser analisadas devido à dissolução
prévia desse agente em acetona.
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Tabela 9. Caracterização dos ensaios.

Grupos Parâmetros
de analisados!

tratamento

IM, MN, AC
A­1; A­0,2; A­O,62

Co; Coic; IM, MN, AC, TCI
A­1; A­0,02

Co; A­160; A­BO;
A­40; A­20; A­10

Co; A­BS;
A­60; A­40

Co; CoêAc;
A­BO; A­40

Co; Cofc; A­150;
A­100; A­50; A­25

VIT a XVI Co; Coêo; IM, MN, AC, TCI
A­100; A­50; A­25

IM: indice mitbtico; MN: teste de microntclieos; AC: frequencias de aber­
rações cromossómicas estruturais e numéricas; TCI: frequências de trocas
entre cromátides­irmaàãs.
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I1.4. Culturas de linfbcitos e preparações cromossomicas.

Foram colhidos 10ml (Ensaios 1 a VI) ou 20Oml (Ensaios VII

a XVI) de sangue periférico de cada doadory com seringa descartável

heparinizada. Os linfócitos foram cultivados segundo técnica modifi­

cada de MOORHEAD et alii (1960), em meio de cultura RPMI 16440

(Difco)s enriquecido com 20% de soro humano AB filtrado. O volume

final contido em cada frasco de cultura constituiu­se de 5 ml do

meio completo, 0;2 ml de solução de fito­hemaglutinina (concentração

final de 0;36 mg/ml de meio); fornecida pela Faculdade de Medicina

de Ribeirão Preto ­ SP; e cerca de é gotas de plasma sanguíneo rico

em linfbcitos.

Nos frascos em que se pretendia a marcação diferencial

das cromáâatides­irmãs;s que permite a avaliação da frequência de

trocas entre elas;s adicionou­se solução de S­bromodesoxiuridina (S­

BrdU ­ Sigma)s em concentração final de 3,25.10º M. Esses frascos

foram previamente envoltos com papel alumínio; para impedir a fotó­

lise das cadeias de DNA que incorporam a S­BrdUs oO que eleva àa

frequência de trocas entre cromátides­irmãs (WOLFF & PERRY, 1974).

As culturas foram incubadas em estufa a 37ºC por 72 horas em todos
os ensaios; com exceção das culturas náão­tratadas com S­BrdU dos

Ensaios VIT e XVI; que foram incubadas por 48 horas.

Aproximadamente 60 minutos antes da colheita adicionou­

s5e;s à cada frascos 0531 ml de solução de colquicina Houdê à 4.10 NM,
Para a interrupção da divisão celular. A seguir; processaram­se àa

bipotonização com KCl a 9,075 M; a fixação do material com metanol ­

acético 3:1 e a preparação das láminas. Depois de secas à temperatu­
ra ambientes tanto as láíáminas das culturas tratadas com S5­BrdU como
as láminas das culturas não­tratadas foram aquecidas a 90­95 C por
20 minutos. As láminas provenientes dos frascos não­tratados com a

S5­BrdU foram hidrolisadas com HCl 1 N por 7 minutos;s a 60º Cy; e

coradas com solução tamponada de GCiemsa (Merck) a 2%; pH 63583; por SOS

minutos.

A coloração diferencial das cromátides seguiu a técnica

Proposta por KORENBERG & FREEDLENDER (1974);s com modificações. As

lâminas provenientes dos frascos tratados com S­BrdU foram cobertas

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

solução fisiolbgica de Hanks à concentração de 0,94.10' M e submeti­
das à luz UV (Philips UV; 15 W) a uma distância de 12 cm; por 12
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minutos. A seguir; essas lâminas foram aquecidas a temperaturas

variáveis de 87a 89º C; em solução de NaH,PO, 1 M (pH 8,1 a 8,3),
Por 10 segundos; lavadas rapidamente em àgua destilada e coradas em

solução aquosa de Giemsa a 2%, Por 5 minutos. Todas as lâminas

foram codificadas para análise citogenêtica em teste cego; Ou seja;

para que O pesquisador responsavel pela análise não identificasse a

Procedência das lâminas.

As diversas culturas celulares de cada doador foram rea­

lizadas concomitantemente e em condições laboratoriais idênticas. À

fito­hemaglutinina e o plasma rico em linfócitos foram adicionados

ao meio de cultura compieto antes de que as alíquotas a serem trata­

das fossem separadas. Apbs o tratamento das alíquotas com o AMZ na

concentração desejadas os frascos das culturas foram separados e

1ncubados em estufa a 37ºC. O número de frascos por grupo de trata­
mento variou com o ensaio (Tabela 9): dois frascos no Ensaio LI, três

frascos nos Ensaios II e VILT a XVIs sendo que dois deles foram

tratados com S5­BrdU;y e apenas um frasco nos Ensaios III a VI; sendo

que nos Ensaios V e VI esse foi tratado com S­BrdU.

Para a realização dos Ensaios VII a XVI; um único volume

de meio de cultura completo (meio RPMI 1640; enriquecido com 20% de

soro humano AB) foi preparado e posteriormente separado em dez

aliquotas e congelado a ­20C. Assim como foi feito em relação ào
meio de culturas as demais substâncias utilizadas para o desenvolvi­

mento e colheita das culturas celulares desses dez ensaios também

eram provenientes do mesmo lote. Decorreram­se quatro meses entre a

realização dos ensaios VII e XVI.

II1.5. Análise citogenkttica.

O material foi analisado em relação à resposta ao Índice

mitbtico em todos os ensaios; à indução de microntcieos e alterações

cromossômicas estruturais e numéricas nos Ensaios IL; II e VII a XVI;

eàa frequência de TCI nos Ensaios IT e VIT a XVI (Tabela 9).

O indice mitótico foi considerado como a frequência de

núcleos em divisãos Ou sejas núcleos em prófase ou metáfase nos

quais OS cromossomos aparecem como filamentos identificáveis, em

relação ao total de núcieos. O indice mitbtico relativo foi tomado

como a relação entre o indice mitótico do 9rupo tratado com AMZ e o

de seu controle. Tanto para à estimativa do indice mitbtico como
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Para oO teste de microntúcleos foram analisados 2.000 nucleos por

grupo de tratamento. Nos grupos Co, A­100,;, A­40 e A­10 do Ensaio III

e nos grupos Co e A­40 do Ensaio IV o número de núcleos utilizados

Para o cálculo do indice mitôótico 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 2.000 núcleos eram, de

fatos representativas da população de núcleos. A introdução de S5­

BrdU nos frascos dos Ensaios UV e VI teve por objetivo investigar se

a ação do AMZ; avaliada pelo Índice mitóticos era alterada na pre­

senga da S5S­BrdU.

O teste de micronúclileos foi desenvolvido segundo descri­

Gão de COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) e HEDDLE et alii (1978b). Foram

considerados apenas os micronúcieos: (a) com diâmetro inferior a um

terço do núcleo principals ou sejas do linfoblasto;s (b) não refrin­

gentes; para excluir pequenas partículas coradas; (c) com coloração

igual ou mais clara que a do linfoblastos para excluir grandes

Particulas coradas; (d) em número menor ou igual a três ao redor de

um mesmo núcleo; e (e) não ligados ao núcleo principal, porém estan­

do a uma distáncia máxima equivalente a quatro vezes o diâmetro

desse.

À ocorrência de aberrações cromossômicas foi pesquisada

em 100 metáfases consideradas tecnicamente de boa qualidade para

análise, por grupo de tratamento. As aberrações cromossômicas estru­

turais foram classificadas de acordo com o recomendado pelo

International System for Human Cytosgenetic Nomenclature (CISCN,

1978). As anomalias foram consideradas quebras quando um segmento

cromossômico estava separado do restante por uma distância superior

à largura da cromátide e deslocado em relação ao cromossomo; OU

falhas quando a separação não ultrapassava a distância equivalente à

largura da cromatide e o segmento apresentava­se em alinhamento com

o material cromossómico. Além disso; os eventos foram considerados

cromat ídicos quando afetavam apenas uma das cromátides, e cromossó­

micos quando ambas as cromátides eram afetadas. Designaram­se cro­

mossomos marcadores aqueles que não se enquadravam em um dos grupos

cromossómicos normais e foram identificados como deficientes os

cromossomos com braços menores que Oo esperado. Os segmentos cromos­

sómicos com ausência de centrômero foram considerados fragmentos

acêntricos. Denominaram­se de figuras quadrirradiais as figuras com
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quatro braços cromossômicos em forma de cruz, resultantes de quebras

cromat ídicas e subsequente rearranjo do material. Entre as anomalias

numéricas; foram consideradas apenas as hiperdiploidias;, sendo iden­

t1ficados 05 grupos cromossómicos com elementos em excesso.

À capacidade de indução de trocas entre cromátides­irmãs

Pelo AMZ foi investigada em células de segunda geração cultivadas na

PresenGa de S­BrdUs nas quais as cromátides­irmãs de cada cromossomo

diferem entre si pela intensidade de coloragão;s de tal forma que as

trocas ocorridas entre elas podiam ser visualizadas. De cada frasco

foram analisadas 25 metáfases com 46 cromossomos,s totalizando SCE.

metáfases por grupo de tratamento. As trocas ao nível do centróômero

não foram consideradas, as trocas cromatidicas terminais foram com­

Putadas como uma TCI e as intersticiais como duas TCI.

Toda a análise citogenêtica foi feita em microscópio Carl

Zeiss; modelo Jenamed 2. Para documentação de eventos anomalos

encontrados ou para esclarecimento de dúvidas as células foram

fotografadas em microscópio Carl Zeiss, modelo Standard WL; com

equipamento fotográfico MC 36ó,; usando­se filme Panatomic X 32 ASA ou

Kodalith Orthofilm 6556 type 3 (Kodak). Os negativos foram revelados

em solução Kodak D­72 por 2 minutos e meios tratados com solução

fixadora ácida (Kodak) por 10 minutos e copiados em papel fotográfi­
co Kodabrome FO ou F3.

IT.ó. Análise estatística.

O teste de igualdade de proporções foi utilizado para

comparar as frequências de ckElulas em divisão, de núcieos com micro­

núcieos e de metáfases com anomalias cromossômicas entre os grupos

de tratamento nos Ensaios 1 e IT. Esse teste também foi aplicado

Para a comparação de frequências de cêlulas com diferentes tipos de

eventos anômalos nos grupos de tratamento dos Ensaios VIT a XVI. A

análise de variância foi empregada para verificação da homogeneidade

entre os diferentes grupos de tratamentos com relação às frequências

de trocas entre cromaátides­irmáãás no Ensaio II; e com relação às

frequências de celulas em divisão; de núcleos com microntcleos;s de
metáfases com anomalias cromossômicas e de trocas entre cromátides­

irmãs, nos Ensaios VII a XVI. Nas situações com valores de F signi­
ficativos foram feitas comparações múltiplas de médias com a dife­

rença honestamente significativa de Tukey.
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Para a realização desses testes; as frequências de cêlu­
las em divisãos de núcleos com microntúcieos e de metiáfases com

anomalias cromossômicas foram submetidas à transformação arco seno

da raiz quadrada e as frequências de trocas entre cromátides­irmás

sofreram transformação raiz quadradas procedimento esse que melhora

a aderência dos dados a uma distribuição normal.

O teste Z foi usado para comparação das frequências de

quebras e falhas e de eventos cromossóômicos e cromatídicos e o qui­

quadrado para testar a casualidade da distribuição de quebras e

falhas e de trocas entre cromátides­irmãs ao longo dos cromossomos,

nos grupos Cos Cofcs A­100, A­50 e A­PS dos Ensaios VII a XVI. O

coeficiente de correlação linear de Pearson foi usado para detectar

Possíveis associações entre os diferentes parámetros citogenéticos

utilizados para a análise dos grupos Cos Coco, A­100, A­50 2 A­?25

dos Ensaios VII a XVI eo teste t de Student para determinar àa

significância de r.

Os testes estatísticos foram aplicados seguindo­se as

recomendações de NETER & WASSERMAN (1979), FLEISS (1981) e PERES &

SALDIVA (1982). O nível crítico de rejeição da hipótese de nulidade

foi fixado em 5%.
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III. RESULTADOS

IIT.1. Testes para escolha das concentrações de amitraz à terem
seus efeitos analisados: Ensaios I a VI.

Na Tabela 10 encontram­se as frequências de células em
divisão, o indice mitôótico (IM), o indice mitbtico relativo (IMR) e
as frequências de núcleos com micronGúcleos (MN) de cada srupo de
tratamento dos Ensaios I e II. Com relação ao IM; os grupos tratados
com AMZ (A­l1; A­O,.2 e A­OSOP) apresentaram Índices maiores que O Co
no Ensaio [| e menores no Ensaio IT. As frequências de microntcieos
nos grupos de tratamento do Ensaio I foram semelhantes e; no Ensaio
II: as frequências de micronúcieos nos grupos CoÃic; A­l e A­0,0?2
foram maiores que a do Co; Porém não diferiram entre si. Todavia,
essas diferenças não foram significativas, conforme se verifica dos
resultados da análise estatística apresentados na Tabela 11.

As frequências de anomalias cromossómicas em 100 células
de cada grupo de tratamento dos Ensaios I e II são mostradas na
Tabela 12. Nos Ensaios I e II; a maioria das metáfases com anomalias
apresentou um único evento por célula; com dois eventos havia três
células no grupo Cos cinco em Coficy, dois em A­i; um em A­O0,2 e um em
A­0,02; com três anomalias havia uma metáfase em A­0,02 e com quatro
anomalias havia uma metáfase em Cofic. Os tipos de eventos observados
foram quebras, falhas; cromossomos com deficiência e fragmentos
acêntricos. Quebras e falhas foram mais frequentes que os outros
tipos de eventos anómalos. Os eventos cromat ídicos foram mais fre­
quentes que os cromossómicos. Não foram encontradas metáfases hiper­
diplóides. Em ambos os ensaios, os grupos tratados com AMZ e contro­
les não diferiram significativamente entre si em relação às frequên­
cias médias de metáfases com anomalias cromossómicas (Tabela 13).

Na Tabela 14 são apresentadas as frequências de TCI em 50
metáfases analisadas de cada grupo de tratamento do Ensaio Il e na
Tabela 15 os resultados da análise de variância Para comparação
dessas frequências. Afis frequências de TCI dos diferentes 9rupos de
tratamento não diferiram significativamente entre si; variando de
6:10 + 0,42 em A­1 a 7,58 + 0,53 em Cofc.

Em face dos resultados negativos obtidos com as concen­

trações testadas nos Ensaios IT e II; decidiu­se investigar o poten­

ES
AVAVAN

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



34

cial genotbxico do AMZ em outras concentrações: uma capaz de reduzir

o IM em torno de 50% e duas mais baixas; com concentrações corres­

Pondentes a 50 e 25% da concentração mais alta. Para a escolha

dessas concentraçõess a ação citotbxica de várias concentrações de

AMZ foi avaliada nos Ensaios III a VI.

Na Tabela 16 são mostrados o IM e o IMR de cada grupo de

tratamento dos Ensaios IIT a VI e na Tabela 17 os resultados da

analise estatística desses dados. Em todos esses ensaios;s OS 9rupos

de tratamento diferiram significativamente entre si. De modo geral,

nas culturas sem tratamento com S­BrdU (Ensaios III e IV)», os grupos

A­100, A­BO e A­60 apresentaram um IM equivalente a 50% ao do Co e o

IM dos g9orupos A­40;, A­20 e A­10 foram semelhantes ao do Co. Às

culturas celulares dos Ensaios V e VI foi adicionada a S­BrdU. Não

se observou o efeito da S­BrdU sobre o IM dos grupos A­100, A­BO e

A­60, porém houve uma redução do IM do grupo A­40 no Ensaio V em

relação aos anteriores (III e IV). Além dissos houve discordância

entre os resultados de IM do grupo Cofic nos Ensaios V (IMR=61,9) e

VI C(CIMR=133;3) e o IM do grupo A­50 (CIMR=11637) foi superior ao IM

dos grupos A­40 (IMR=50,0) e A­25 CIMR=50,0). O IM do grupo A­1590

foi o menor observado (IMR=33;3). Nesse grupo de tratamento ocorreu

saturação do AMZ perceptível a olho nú. Como consequências a concen­

tração estimada de 150U9/mMl de meio de cultura era, de fato; Uma
superestimativa da concentração real.

O número de núcleos considerado para o cálculo do IM foi

aumentado de 2.000 para 10.000 nos grupos Co; A­100; A­40 e A­10 do

Ensaio III e nos grupos Co e A­40 do Ensaio IV, e para 4.000 núcleos

em todos os grupos de tratamento do Ensaio VI; com o objetivo de

avaliar se uma amostra de 2.000 núcleos era representativa da popu­

lação celular. O aumento no tamanho da amostra não alterou de forma

significativa o IMR dos diferentes grupos de tratamento nos Ensaio

III (qui­quadrado=0,013 GL=353 P)0O;05), IV (qui­quadrado=0,0053; GL=1;

P)0;05) e VI (qui­quadrado=0,053 GL=53 P)0,059). Em função dos resul­

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

ções de 100, 50 e 25po/ml para o desenvolvimento do estudo citogené­
tico.
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Tabela 10.

Tabela 11.

Indice mitótico (IM), indice mitótico rela­
tivo (IMR) e frequências de núcleos com
micronúcleos (MN) em 2.000 células analisa­
das por grupo de tratamento (GT) nos En­
saios I1 e IT. FA: frequência absoluta.

Células
em divisão (%.)

Valores do teste de igualdade de proporções
Para comparaçgão de células em divisão e de
núcleos com micronúclieos (MN) entre os
grupos de tratamento dos Ensaios I (GL=4) e
II (GL=3). NS: P)0O,0S.
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Tabela 1P. Frequências de eventos anómalos e de metáfases com anoma­
lias estruturais em 100 metáfases dos grupos de tratamento
(GT) dos Ensaios IT e II. GQ: quebras; Fz falhas; CS: cro­
mossómicass CT: cromatídicas; Ace: fragmentos acêntricos;
Del: cromossomos com deficiência.

Controle
CofAc
A­1

A­O042
A­0,02

Controle

Tabela 13. Valores do teste de igualdade de propor­
6GÕes para comparação das frequências médias
de metáfases com quebras e falhas;s com
outros tipos de anomalias estruturais e de
frequências totais de metâáfases com anoma­
lias entre os grupos de tratamento dos En­
saios I (GOL=4) e II (GL=3). NS: P)0,05.
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Tabela 14. Frequência de TCI em 50

das por grupo de tratamento no Ensaio II.

Controle

Cofc

Tabela 15. Análise de variância para comparação
das frequências transformadas de TCI
entre os grupos de tratamento (GT) do
Ensaio IT. NS: P)0,;05.
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Tabela 16. Indice
relativo (IMR) nos grupos de tratamento
(GT) dos Ensaios III a VI.

mitótico (IM) e índice mitótico

10.000
2.000

10.000
2.000
2.000

10.000
2.000
2.000

10.000

2.000
109.000
2.000
2.000
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 S­BrdU

6 7
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Tabela 17. Valores do teste de igualdade de propor­
gÕões para comparagão das frequências
médias de células em divisão nos grupos
de tratamento dos Ensaios IIT a VI. »*:

Número de cElu­
las analisadas

10.000

2.000
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III.2. Avaliação dos efeitos do amitraz pelo indice mitbtico e

pela frequência de microntúcieos nos Ensaios VII a XVI.

Na Tabela 18 encontram­se o IMs o IMR e as frequências de

núcleos com micronúcleos (MN) dos Ensaios VIT a XVI e na Tabela 19

as somas dos resultados desses dez ensaios. A cultura celular do

grupo A­100 do Ensaio X não cresceu. Foram encontradas diferenças

significativas entre doadores e entre grupos de tratamento; com

relação às Frequências médias transformadas de células em divisão e

com relação as frequências médias transformadas de MN (Tabelas 20,

el e 22). Os seguintes grupos de doadores não diferiram entre si com
relação ao IM: doadores XI, IX eX, doadores IX, X;, XIV e XV,

doadores X, XIV, XV, XIIT e XVI; doadores XIV, XV, XII; XVI e XIII e

doadores XII, XVI, XIII, VII e VIII. Não diferiram entre si com

relação às frequências de MN os doadores XIV, XII; XI, IX e XV, os

doadores XT; IX; XV e XVI e os doadores XVIs VII; XIII e VIII. Os

grupos A­i00 (IMR=50,0) e A­59 (IMR=668;8) e os grupos A­50,  A­2S

(IMR=81,2), CoAc (IMR=9939,8) e Co C(IMR=100,0) não diferiram entre si

com relação ao IM e os grupos Co (0;98%); CofAc (1;008%), A­2S (1;16%)

e A­100 (1,17%) e os grupos A­2P5, A­100 e A­50 (1,36%) não diferiram
entre si com relação às frequências de MN. Portanto; diferiram de

ambos os controles somente o 9rupo A­100 para IM e o grupo A­50 para

microntcleos.

Cada micronúcieo geralmente está associado a um núcleo

Principals mas em raros casos havia dois micronúcleos associados a

um único núcleo (Figura 2). Foram observadas também situações nas

quais o microntcleo estava ligado ao núcleo principal por uma ponte

de cromatina (Figura 2d e 2e). Esses casos;s de acordo com os critê­

rios considerados para análise, como já referidos, não foram computa­

dos para O cálculo das frequências de MN.
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indice mitbtico relativo (IMR)
CMN) em

somados os En­

Indice mitbtico (IM),
de núcleos com micronúcleos

Tabela 19.
e frequências
cada um dos grupos de tratamento (GT),
saios VIT a XVI.

Número de
células

em divisão

20.000

20.000

18.000
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Tabela 20. Análise de variância para comparação das frequências
médias transformadas de células em divisão entre
doadores e entre grupos de tratamento (GT) nos En­
saios VIT a XVI. *: P(Q,0O.

90; 00657864
0,00328214
0,00050B40

Tabela 21. Análise de variância para comparação das frequências
médias transformadas de núcleos com micronúcleos
entre doadores e entre grupos de tratamento (GT) nos
Ensaios VII a XVI. *: PÃÍO0;0OS

Tabela 22. Comparações múltiplas de Tukey das frequências médias
transformadas de células em divisão (IM) e de núcleos com
micronúcieos (MN) entre doadores e entre 9rupos de trata­
mento (GT) nos Ensaios VIT a XVI. Os doadores ou grupos
de tratamento ligados por barra não diferiram entre si.

Doadores

Doadores XIV XII XI IX XV XVI VII XIITLT VIII

A­25S A­100 A
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Figura £. Núcleo Principal com um ou dois micronúcleos (a­c)s nú­
cleos ligados a micronúcleos por pontes de cromatina (d e
e).

5 6 7
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IIT.3. Avaliação dos efeitos do amitrazx pala frequência de ano­
malias cromossômicas nos Ensaios VII a XVI.

As frequências de metáfases com anomalias cromossômicas

em cada grupo de tratamento dos Ensaios VII a XVI são mostradas na

Tabela 23 e as somas dos resultados por grupo de tratamento desses

dez ensaios na Tabela 24. A amostra foi de 100 metáfases por grupo

de tratamento; com exceção dos grupos A­100 e A­50 do Ensaio XI,

cujos baixos IM somente permitiram a análise de 30 e 29º metiáfases,

respectivamente. Além disso; a cultura celular no grupo A­100 no

Ensaio X não cresceus como já referido.

Na análise de metáfases aneuplóides somente foram consi­

deradas as hiperdiplóides. As frequências de metáfases hipodiplóides

sãos de modo gerals uma superestimativa das frequências reais; em

fungão da ocorrência de artefatos devidos à hipotonização celular

realizada na colheita das culturas. Além disso; a ordem dessa supe­

restimativa poderia variar com os ensaios; que foram realizados em

momentos diferentes. Por esse motivos as metáfases hipodiplóides não

foram consideradas.

A ocorrência de metáfases com anomalias estruturais foi

muito mais comum (94;6% a 100;0%) que as com anomalias numéricas (de

0% à 5;4%), em todos os grupos de tratamento. Entre as metáfases com

anomalias estruturais;s as que apresentavam quebras e falhas eram

muito mais frequentes (<(de B39;6% a 92,0%) que as portadoras de outros

tipos de anomalias (de 8;0% a 16;74%), em todos os grupos de trata­

mento. Os grupos tratados com AMZ apresentaram frequências de metá­

fases com quebras e falhas (de 5;0% a 633%) e com outras anomalias

(de 0;868% à 1,0%) maiores que as observadas nos controles (4;6% e de

0;14%4 à O0:5%; respectivamente).

Na Tabela 25 apresenta­se o resultado da análise de

variância Para comparação das frequências médias de metáfases com

anomalias entre doadores e entre grupos de tratamento, apbs trans­

formação para arco seno da raíz quadrada da proporção, concluindo­se

pela não rejeição da igualdade entre as médias. Todavia; quando os

grupos Co dos ensaios foram reunidos em conjuntos de doadores;s Ou

seja, doadores VII+YVIII+IX+X;s doadores XI+XII+XIII e doadores

XIV+YXVIYXVI; com base no tempo de realização dos ensaios apbs o

preparo do meio de culturas detectaram­se frequências de metáfases
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anômalas de 3,8%, 5,3% e 7,3%, respectivamente.

Comparando­se os grupos de tratamento em relação à inci­

dência de metàáfases com diferentes tipos de anomalias; Vverificaram­
se os resultados apresentados na Tabela 2ó6. Os grupos de tratamento

não diferiram entre si quanto às frequências médias de metàfases com

anomalias estruturais;s às frequências médias de metáfases com que­
bras e falhas, às frequências mbdias de metàâáfases com outras anoma­

lias estruturais e com relação às frequências médias de metiafases

hiperdiplibides. Os grupos de tratamento também não diferiram entre

si quanto às frequências de metàâáfases com outros tipos de anomalias

estruturais relativas ao total de metáfases com anomaliass quando

comparados pelo testede igualdade de proporções (estimativa=0,86;
GL=43 P)0;05).

As frequências de eventos anóômalos nos grupos de trata­

mento dos Ensaios VII a XIV são mostradas na Tabela 27 e as somas

dos resultados por grupo de tratamento desses dez ensaios na Tabela

c2B. Nos cinco grupos de tratamentos a maioria das metàáfases com

anomalias apresentou um único evento por cêlula!t com dois eventos

anômalos havia três metáfases no grupo Co; seis no grupo Cofics duas

no grupo A­100; cinco no grupo A­50 e seis no grupo A­25 e com três

eventos havia apenas duas metáfases do grupo A­509. As frequências

médias de quebras e falhas cromossômicas e cromatidicas, de outras

anomalias estruturais e de alterações numéricas dos grupos Cos CoÃice,

A­100; A­S5S0 e A­25 estão representadas graficamente na Figura 3. Em

todos os grupos de tratamento os eventos mais comuns foram quebras e

falhas; principalmente as quebras cromossômicas e as falhas croma­

tídicas. Cromossomos extranumerários ocorreram raramente, não tendo

sido observados nos grupos Cofic e A­100. O grupo A­10900 destaca­se

Por ter apresentado frequência baixa de quebras cromatídicas e

frequência alta de falhas cromatidicas em relação aos demais.

Na Tabela 29 são apresentadas as frequências absolutas e

relativas de quebras e falhas nos grupos Co; Cofcs A­100, A­50 e A­

25. As comparações das distribuições dos diferentes tipos de eventos

(quebras x falhas; cromossómicos x cromatídicos) em cada grupo de

tratamentos pelo teste Z (Tabela 30); não detectaram diferenças

significativass exceto no grupo A­1900; no qual a frequência de

falhas & significativamente maior que a de quebras e a de eventos

cromat Íídicos maior que a de cromossómicos.
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Exemplos de quebras e falhas dos tipos cromossômico e

cromatidico e de figuras quadrirradiais encontram­se ilustradas na

Figura 4. As raras quebras centroméricas; um exemplo das quais

consta também da Figura 4; foram computadas como quebras cromossómi­

cas.

Na Tabela 31 são mostradas as frequências absolutas e

relativas de quebras e falhas distribuídas pelos cromossomos ou

9rupos cromossômicos; nos grupos Cos Cofc;s A­100;, A­S5S e A­25S,

distribuições essas que se encontram graficamente representadas na

Figura 5. De modo geral; em todos os grupos de tratamento as que­

bras e falhas apresentaram­se com maior frequência nos cromossomos

maiores (1; 82; BeC+X); e em menor frequência ou ausentes nos

cromossomos menores (D;s E; F e G+Y)s quando comparadas à distribui­

ção de frequências esperadas de acordo com o tamanho reiativo do

cromossomo Ou 9rupo cromossómico calculado por LUBS et alii (ISCN,

1978). São exceções os cromossomos 2 no grupo À­100 e o grupo cro­

mossômico É no grupo A­50. As frequências encontradas nos cromosso­

mos 3 foram semelhantes às esperadas em todos os grupos de tratamen­

to; exceto no Cos no qual é menor. Em face do pequeno número de

eventos; os cromossomos foram reunidos em quatro conjuntos (A; B,

C+X e D+E+F+G+Y) para a realização da análise estatística. Os grupos

de tratamento não diferiram entre si com relação à distribuição dos
eventos nesses quatro conjuntos cromossômicos (qui­quadrado=12,98;

Gl=120;] P)O,05). Diferenças significativas entre as distribuições

observadas e esperadas de eventos anómalos, com base no tamanho

relativo dos cromossomos que compõem esses quatro conjuntos cromos­

sômicos, foram encontradas nos grupos Cofc (aqui­quadrado=11,52;3
GL=35 P(QV05S) e A­PÍS (qui­quadrado=s10,19; GL=35 P(<0O,05), mas não em

Co C(qui­quadrado=3,72; GL=3; P)0O,05), A­100  (qui­quadrado=4;205
GL=3; P)0;05) e A­50 (Coqui­squadrado=s1;21; GL=33; P)0O,05).

As anomalias cromossômicas estruturais classificadas como

"outras”; assim como os cromossomos em excesso nos casos de hiperdi­

Ploidia estão discriminados na Tabela 38. No grupo Co foram identi­

ficadas duas metáfases com possíveis translocações recíprocas! uma

t(C3D) no Ensaio XII (Figura 62) e uma t(15C) no Ensaio XIII (Figura

ób). No Ensaio VIII foi encontrada uma metáfase com ausência de um

cromossomo C e um fragmentos provavelmente resultantes de quebra

cromossômica em Ca proximals com perda do cromossomo C deficiente.
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Uma metàáfase contendo um fragmento pequeno de origem não identifica­

da ao nível de resolução da têcnica utilizada foi observada no

Ensaio XV e um cromossomo C extra foi identificado em uma metàfase

no Ensaio XVI.

No grupo CoAfc foram interpretados como translocações

recíprocas os achados de três células: uma t(635B) no Ensaio VIII,

uma t(ó(1316) no Ensaio XII e uma t<CsSC) no Ensaio XV. Foram também

identificados uma figura quadrirradial (B3jC) no Ensaio VIII e um

cromossomo D com deficiência do braço longo no Ensaio XIV. Nenhuma
metafase hiperdiplbide foi encontrada nesse grupo de tratamento.

Das oito anomalias estruturais classificadas como "“"ou­

tras” no grupo A­100;, três ocorreram no Ensaio IX: uma metáfase com

provavel t<D;j1ló6);s uma metafase com um cromossomo B com braço curto
deficiente e uma metáfase com um cromossomo G ausente e um cromosso­

mo F extra. Possíveis translocações t6(1351) e t(153) foram observadas

nos Ensaios VII (Figura 6c) e VIII (Figura 72), respectivamente. No

Ensaio XII foi encontrada uma metaáfase com um cromossomo C ausente e

um cromossomo 3 extra e nos Ensaios XIII e XVI foram observadas uma

metáfase com um cromossomo marcador interpretado como um D com defi­

ciência no braço longo e uma metáfase com um fragmento pequeno de

origem não identificada, respectivamente. No grupo A­100 também não

foram encontradas metafases hiperdiplbides.

No grupo A­50 foram encontradas nove metafases com anoma­

lias classificadas como “outras”: uma metáfase com uma figura

quadrirradial (Cs5C) no Ensaio VIT (Figura 48); uma metáfase cujos

rearranjos não puderam ser interpretados, com falta de um cromossomo

1; dois cromossomos C,; um cromossomo D e um cromossomo E, e presenca
de três cromossomos dicêntricos e dois fragmentos grandess no Ensaio

VIII (Fioura 7Db); uma metáfase com um cromossomo C ausente e um

fragmento; eventos esses interpretados como uma quebra cromossómica

em Cq proximal e perda do cromossomo C deficiente, no Ensaio IX; uma

provável t(C3D)s no Ensaio X; uma metáfase com um cromossomo 3 e um

cromossomo 16 parcialmente desespiralizados, no Ensaio XII (Figura

7C0)5s uma metaáafase com um cromossomo B ausente e um cromossomo 1

extra e uma metáfase com provável t(C;sD), no Ensaio XIV; uma metáfa­

se com possíveis translocações t(23C) e t(DsSD) e um cromossomo D com

braço longo deficientes no Ensaio XV (Figura 8a); e uma Provável

t(BSC);s no Ensaio XVI. No grupo A­50 foram identificadas três met á­
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fases hiperdiplbôides: com um cromossomo E (17 ou 1868); um cromossomo

16 e um cromossomo C extras; nos Ensaios VII; X e XV, respectivamen­

te.

Oito metáfases com anomalias classificadas como outras”

foram identificadas no grupo A­2S: uma figura quadrirradial (F;5F) no

Ensaio VIII (Figura 49)35 uma metáfase com um cromossomo B com braço

longo aumentado (Baq+) no Ensaio XI; uma metáfase com um cromossomo C

com braço longo deficiente (Caqa­) no Ensaio XII; no Ensaio XIII havia
duas metâáfases com anomalias: uma com uma figura qradrirradial (C;sC)

(Figura 4h) e outra com um cromossomo C ausente e um cromossomo G
extra, eventos esses interpretados como derivados de uma possível

quebra cromossômica em Cq proximal; com perda do fragmento distal;

no Ensaio XVI haviam três metáfases anómalass 5sendo duas portadoras

de prováveis translocações, uma t(C;3D) e outra t(25E), e uma metáfa­
se com um cromossomo C ausente e um fragmento, eventos esses inter­

pretados como uma possível quebra cromossômica em Cq proximals com

perda do cromossomo C deficiente. No grupo A­25 ocorreram quatro

metãfases hiperdiplbides: uma com um cromossomo G (Figura 8b) e

outra com um cromossomo B e um G extras; no Ensaio VII; e duas

metaáfases com um cromossomo 3 extras uma no Ensaio X e outra no

Ensaio XIII.
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Tabela 83. Frequências percentuais de metáfases
com anomalias estruturais e numéricas
nos grupos de tratamento dos Ensaios
VII à XVI. GQ: quebras; F3z falhas.

Ensaio Grupo Metâáfases com Metâáfases
de anomalias estruturais hiperdi­

tratamento à pPlóides

n
n

nn
»

p
a

MM
P

R
p

e
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e
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NA
E

nn
»

a
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Tabela 24. Frequências

de

de anomalias estruturais e numéricas encontradas
nos Ensaios VII a XVI. OQ: quebras; F:3 falhas; FA: frequência
absoluta.

Metafases
analisadas

6 7

Metafases
hiperdiplbides
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Tabela 25. Analise de variância para comparação das
frequências médias transformadas de metáfases
com anomalias entre doadores e entre grupos
de tratamento (GT) dos Ensaios VII a XVI. NS:

0,;01741595 0;00549066 1,65

0,;024793207 0;006233002 1,688 NS

0,11949232 0;00331923

0; 19384034

Tabela Pé. Valores do teste de igualdade de pro­
Porções Para comparagão das frequências
médias de metáfases com quebras e fa­
lhas; de metáfases com outros tipos de
anomalias estruturais;s de metáfases com
anomalias estruturais e de metáfases
hiperdiplbides entre os grupos de trata­
mento dos Ensaios VII a XVI. GL=4; NS:
P)0,05.

Com quebras e falhas

Com outras anomalias estruturais

Com anomalias estruturais

Hiperdiplbides
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Tabela 287. Frequências de eventos anómalos em 100 metáfases
por grupo de tratamento; nos Ensaios VII a XVI.
F: falhas;
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Tabela 2B. Frequências totais de eventos anómalos nos Ensaios VII a XVI.
Qt: quebras; F3: falhas; CS: cromossómicas; CT: cromatídicas.

Grupo Metáfases Alterações
de analisadas numéricas
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Figura 3. Frequências médias de anomalias cromossômicas (AC) nos
grupos Co; Cofc; A­100; A­50 e A­PS. OCS: quebra cromossó­
micas GQCT: quebra cromatídicas FCS:! falha cromossômicas
FCT: falha cromatídica;s DA! outras anomalias estruturais;
AN: alterações numbricas.
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Tabela 289. Frequências absolutas (FA) e relativas (FR) de
bras e falhas; cromatídicas e cromossómicas,
grupos Co, Coâêc, A­100, A­50 e A­25S.

Grupo de
tratamento

Cromossomo

cromát ide
Cromos. + cromat.

cromossomo

cromaátide
+ cromsat.Cromos.

cromossomo

cromaátide
Cromos. + cromat.

cromossomo

cromátide
Cromos. + cromat.

cromossomo

cromaátide
Cromos.

Tabela 30.

+ cromat.

Valores de Z para comparação das
distribuições das frequências de que­
bras (Q) e falhas (FP); assim como de
eventos cromossôóômicos (CS) e de even­
tos cromatiídicos (CT); nos grupos de
tratamento dos Ensaios VII a XVI. NS:
P) 0.05.

0,14 NS
1,17 NS
2,46 É
0,28 NS
0,66 NS

6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



Figura 4. quebra cromossômicas (b) quebra
cromatídicas (c) falha cromossómica,s (d) falha cromatídi­

(e) quebra centromérica, (Ff) figura quadrirradial
(CISC)s (9) figura quadrirradial (F5SF) e (h) fioura qua­
drirradial (CC). Os cromossomos com anomalias são indica­
dos pelas setas.

Metâáfases parciais com (a)

cas
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Tabela 31. Distribuição das frequencias absolutas (FA) e relativas (FR) de quebras e falhas por
cromossomo ou 9rupo cromossómicos nos grupos Cos Coâc, A­160, A­50 e A­?5.

Grupo Frequência
de

tratamento

FR

FA

FR

FA

FR

FA 34 4

FR 0,51 0,06 0,03

Tamanho FA 74,82 ci,50 19,08
relativo
ao lote ene FR

% Com base em LUBS et alii (ISCN, 1978)
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Figura 5. Distribuigão das frequências relalivas de quebras e falhas
POr cromossomo ou grupo cromossoómico observadas nos grupos
Co; Cofic, A­100, A­50 e A­PD 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 (excluídas quebras e falhas) e cro­
mossomos extranumerários observados nos Ensaios VII a XVI.
GT: grupo de tratamento.

Cromossomos
extranume­

rarios

Co/VIII
Dq­;sCa+XII

XIII 1p­ ou q­,Caqo+
XV ace
XVI

CoAc/VIII qr (B;C)
­3,­B,+C +EXII —17­16,+B,+C
Da­
Cp­,.Cp+

1pPp­ Ou q­51p+t ou q+

p)273sdicraceP
­GL,.,+F
—­1ó,+C,Da­ t(D316)
—­C,+3
­Dsmar Da­
ace

A­SO0/VII q9r(CsC)

VIII ­1,­C,­Cy­Ds­Esdicsdicsdic;sacesace
IX ­Cs;ace

­C,y­Dy+3Ismar

35º, ló Parcialmente desespiralizados
—C3;+3,Da­
­2s.­Cs­Dy,­D;y­Dydicidicimarsacesace

Cq­, Ba+

A­PS/VII

VIII qaríF;iF)
x

Baq+
Ca­
qr(C;sC)­C,+6
—­D,+EsCao+
­C;ace
­e,­Est3;s mar
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Figura ó. Metáfases com

translocações.
por setas.

6 7

46, XY, Da­,sCaot+

ou t6(CsD)

Co/XII

46,XY;1p­ ou q­,5Ca+

ou t(13C)

Co/XIII

46, XYsip­ ou q­sip+t ou q+

ou t(151)

A­100/VII

rearranjos interpretados como prováveis
Os cromossomos envolvidos estão indicados
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NESSA:

E AESA
ES

2?
e

49,4XY,/­13;­3I7+tdicsace

ou t6(153)

A­100/VIII

44,­154­C;y­Cy­Ds­Estdic,

+tdic;y+dic;sacesace

A­SO/VIII

46, XY

A­S0/XII

Figura 7. Metáfases com (a) uma provável t(1353)s (b) rearranjos não
identificados; e (dC) um cromossomo 3 e um cromossomo 16
Parcialmente desespiralizados. Os cromossomos envolvidos
estão indicados por setas.
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44, XY3/­23­Cy­Dy­Dy­Ds

+dicstdic;tmarsacesace

ou t(2e3C)s t(D3D),+Da­

A­50 /XV

47 4 XY 3+G

A­25/VII

Figura B. Metâáfases (a) com prováveis t(í2esC),s t(DsSD) e Da­; e (tb)
com um cromossomo G extra. Os cromossomos envolvidos estão
indicados por setas.
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III.4. Avaliação dos efeitos do amitraz pela frequência de tro­

cas entre cromátides­irmáãs nos Ensaios VII a XVI.

A Figura ? mostra duas metáfases com coloração diferen­

cial entre as cromátides, uma delas com baixa frequência de TCI (2)

ea outra com alta frequência de TCI (35).

Na Tabela 33 são apresentados os números totais de trocas

entre cromátides­irmãs (<TCI) e as médias; os erros padrões e as

frequências minima e máxima de TCI por células em 50 metáfases

analisadas por grupo nos Ensaios VII a XVI.

No grupo Co o número mbdio de TCI variou de 7;84 a 17,80,

com frequência média de 12,50; o número minimo de TCI por célula foi
de te o máximo de 35. Em Coe o número médio de TCI variou de 73566

a 19;26; com frequência média de 12;85; o número mínimo de TCI por

célula foi de le o máximo de 30. Em A­100 o número médio de TCI

variou de 8,74 a 23:48; com frequência mEdia de 14;63; o numero

mínimo de TCI por cêlula foi dele o máximo de 36. Em A­S0 o

número mêdio de TCI variou de 9;66 a 20,00; com frequência mbdia de

14:87; o número minimo de TCI por célula foi de 1 e o maximo de 37.

Em A­25 o número médio de TCI variou de 8;52 a 17,336, com frequên­

cia média de 13;57;s o número mínimo de TCI por célula foi de 2 e o

máximo de 30. A análise &de variáncia detectou uma variabilidade

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 exceção dos doadores VIII e XVI.

As somas dos resultados de TCI por grupo nos Ensaios VIT

a XVI são mostradas na Tabela 35. A análise de variância para compa­

ração de frequências transformadas de TCI (Tabela 36) detectou

diferenças significativas entre doadores e entre grupos de tratamen­

to. As comparações múltiplas de Tukey entre as frequências médias

transformadas de TCI (Tabela 37) não detectaram diferenças entre os

doadores VIII; XII; VII e XIII; os doadores VIT, XIII e XVI, os

doadores XIV; X;, IX e XVe os doadores IX; XV e XI. Não foram

detectadas diferenças também entre os grupos Cos Cofc e A­P2ÃS e os

grupos A­259; A­100 e A­SO. Portanto; os grupos A­100 e A­50 diferi­

ram significativamente de ambos os controles.

As distribuições de frequências de TCI por cromossomos ou
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grupo cromossômico nos grupos Co, Coâc; A­100, A­50 e A­25,; e os

valores de qui­quadrado para as comparações dessas distribuições com

as esperadas de acordo com o tamanho relativo dos cromossomos,

calculadas segundo LUBS et alii (ISCN; 1978), constam da Tabela 386.

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

observadas foram maiores nos cromossomos grandes (1, 2, 3, Be C+X)

e menores nos cromossomos pequenos (D; E; F e G+Y);s em relação às
frequências esperadas. Os grupos de tratamento não diferiram entre

si com relação à distribuição das frequências de TCI por cromossomo

ou grupo cromossômico (qui­quadrado=43,453 GL=363 P)0;05). Cssas

distribuições encontram­se representadas na Figura 10.

A Tabela 399 mostra a análise de correlação entre os

diferentes parámetros citogenéticos empregados nos grupos Cos Cofc,>

A­100, A­50 e A­25 dos Ensaios VIT a XVI. O teste t para significân­

cia das correlações detectou correlações negativas significativas

entre IMe TCIs em todos os grupos de tratamento exceto em A­25; e

entre IM e AC em A­100; assim como correlações positivas significa­

tivas entre IM e micronúcieos no grupo Co e entre metáfases com

anomalias cromossômicas e TCI nos grupos A­100 e A­50.
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Figura 9. Metáfases (a) com 2 TCI e (b) com 35 TCI.
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metáfases analisadas

nos Ensaios VIT a XVI.

Frequências de TCI em 50Tabela 33.
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Tabela 34. Análise de variância e comparações múltiplas de Tukey dasfrequências de TCI entre doadores para cada grupo de tratamen­
to (GT) e entre grupos de tratamento para cada doador, nos
Ensaios VIT a XVI. Doadores: GL=9 (resíduo: GL=490); GT: GL=4
(resíduo: GL=2490); NS: P)I0,05; n»­: P(0,05. Os doadores ou
grupos de tratamento ligados por barra não diferiram entre si.

Doadores Co
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Tabela 35.

Grupo de
tratamento

Frequências totais de TCI em 500 meta­
fases analisadas por grupo de trata­
mentos obtidas pela soma dos resulta­
dos dos Ensaios VII a XVI.
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Tabela 36. Ainálise de variância para comparação

Tabela 37.

Grupos de
tratamento

das frequências transformadas de TCI,
entre doadores e entre grupos de trata­
mento (GT) dos Ensaios VIT a XVI. x:
PÃ<0,05.

Comparações. múltiplas de Tukey das frequências médias
transformadas de TCI entre doadores e entre grupos de
tratamento dos Ensaios VIT a XVI. Os doadores ou grupos
de tratamento ligados por barra não diferiram entre si.
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Tabela 38. Distribuição das frequências de TCI por cromossomo ou grupo cromossómico nos grupos Co, Coôc, A­166, A­56
e ATS e valores de qui­quadrado da comparação com as frequências casualmente esperadas com base no

GT: o9rupo de tratamentos O: observadas E: esperadas calculada de acordotamanho relativo dos cromossomos.

com LUBS et alii (ISCN, 1978); GL=95 e:PÓ0,05,

Valores
de qui­

17+18 quadrado

Distribuição Cromossomo ou grupo cromossomico

B EX D 6

302
065574

373

300

303
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Tabela 39.

Parâmetros
comparados

Valores
entre

de r obtidos da análise de correlação
os diferentes parâmetros citogenéticos uti­

lizados nos Ensaios VII a XVI. IM: Índice mitóti­
cos
com

ricas;
irmàâs.
GL=8;

5

MN: microntGcleos;s AC: frequência de metáfases
aberrações cromossômicas estruturais e numb­

6

TCI:
A­100:

NS:

frequência de trocas entre cromaátides­
GL=73 demais grupos de tratamento:

P0,05; *: PÍI(O,0O.

7

0,61 NS 0;55 NS

­0;86 & ­0,85 x

­0;13 NS ­0,2? NS

­0,;148 NS ­0,58 NS
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IV. DISCUSSÃO

Neste projeto foram investigados os efeitos de várias

concentrações de AMZ em linfbcitos humanos cultivados, sem o emprego

de ativação metabólica. O procedimento de ativação é necessários em

determinadas situaçõess porque alguns xenobióticos não são genotóxi­

cos por sis mas podem exercer tal atividade através dos produtos de

sua biotransformação no organismo. Nesses casoss Somente o emprego

de sistemas de ativação metabólica permite a reprodução in vitro das

condições existentes in vivo.

Em mamíferos; a mistura designada por 59; que inclui a
fração microssómica 59, o NADP e o ácido isocítricos é comumente

utilizada como sistema de ativação metabólica (MADLE & OBE; 1980). A

fração microssómica 59 é o sobrenadante obtido por centrifugação; a

9797.0006, de homogeneizados de fígado de ratos previamente estimulados

com indutores enzimáticos, como por exemplo o Arocior 1254. Essa

fração contém oxidases de função mistas que são enzimas que trans­

formam os xenobióticos ou seus derivados pró­carcinógenoss formados

via metabolismo oxidativos em carcinógenos ou mutágenos finais. OD

NADP e o0odácido isocítrico utilizados na mistura S9 fornecem energia

ao sistema.

Contudo; a clivagem do AMZ que dà origem a seus derivados

II elIílIíI in vivo parece não ser enzimática (SCHUNTNER & THOMPSON,

1978b) e; embora esse composto não seja higroscópico;s sofre hidróli­

se em contato com à águas num processo que é mais rápido em pH ácido

(HARRISON et alii, 1972b). Como as culturas celulares são soluções

aquosas e o pH tende a acidificar­se durante seu desenvolvimento,

tornou­se dispensável o uso de sistemas de ativação metabblica para

testar os efeitos produzidos in vitro pelo AMZ ou seus derivados.

Todavia, não é possível definir se os efeitos citotóxicos e clasto­

gênicos encontrados nesta investigação são devidos ao AMZ; aos seus

derivados produzidos por hidrólise no meio de cultura ou à ambos.

Um aspecto importante a ser considerado é que a ação

carrapaticida do AMZ se dá justamente pela inibição das oxidases de

função mista (SCHUNTNER & THOMPSON, 1976); que são os componentes da

mistura S9 responsáveis pela ativação metabblica de x*xenobibticos.

Dessa formas os indivíduos expostos ao amitraz poderiam apresentar

uma resistência aumentada a xenobióticos dependentes de ativação

metabólica; apesar do comprometimento das funções normais dos siste­
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mas enzimáticos afetados e da ação genotôóxica do prbprio amitraz.

Todos os ensaios foram realizados usando sangue perifêéri­

co de doadores do sexo masculino aparentemente saudáveis, de uma

faixa etária variàâvel de 18 a 28 anos e que não eram fumantes ou

consumidores de bebidas alcoblicas e nem tinham sido expostos a

raios Xs usado medicamentos ou apresentado doenças virais nos seis

meses que antecederam a colheita do sangue. A padronização das

caracteristicas da amostra deveu­seao fato de que fatores como O
sexos aàa idades o uso de fumos álcool e outros agentes químicoss à

exposição aàa radiação e o estado de saúde serem fontes de variabili­

dade das frequências de eventos anômalos espontáneos em individuos

normais avaliados por diferentes parâmetros citogenêéticos,s conforme

exemplificado a seguir.

Linfócitos de doadores idosos têm uma capacidade prolife­

rativa diminuídas que resulta de uma proporção menor de linfócitos T

que respondem ao estímulo de mitógenos C(WEKSLER & HUTTEROTH, 1974) e
de uma falha na repetição das divisões dos linfócitos estimulados em

culturas (CINKELES et alii, 1977). FENECH & MORLEY (1985b) encontra­

ram uma correlação positiva entre frequência de micronúcleos e idade

e relataram um aumento de quatro vezes na frequência de micronúcleos

de culturas de individuos de 80 anos em relação à de doadores recêm­

nascidos. Estudos realizados em roedores (CGOLLAPUDI et alii; 1986;

SUTOU et alií;s 1986) mostraram que O sexo e a privação de alimentos

devem contribuir para a variabilidade interindividual em relação à

frequência de microntcieos. Uma produção elevada de microntúcleos foi

observada Por COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) em culturas irradiadas de

linfócitos humanos.

A taxa de anomalias cromossómicas encontradas em células

cultivadas aumenta com a idade (HEDNER et alii; 1982; NORMAN et

alii; 1984; MARLHENS et alii, 1986); a exposição a raios X C(NORMAN

et alii, 1984) e o hábito de fumar (NAGAYA & TORIUMI, 1985); e é
maior em mulheres do que em homens C(HEDNER et alii, 1982).

Não hà concordância na literatura com relação à associa­

são entre TCI;s idade e sexo. GALLOWAY & EVANS (1975), MORGAN &
CROSSEN (1977a) e CROSSEN (1982a) não encontraram influência da

idade e do sexo na determinação da frequência de TCI;s porém DE ARCE
(1981) observou ques na faixa de 90 a 40 anos; tanto homens como

mulheres apresentavam um número mais elevado de TCI por cêlulas &e

HEDNER et alii (1982) referiram uma frequência maior de TCI no sexo
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feminino em relação ao masculino, independente da idade. À diferença
entre os sexos com relação a frequência de TCI foi confirmada por

ROSA (1984) que; no entanto; também encontrou diferenças significa­

tivas entre homens normais de faixas etárias diversas e um pequeno

aumento de TCI com o aumento da idade das mulheres. MORGOLIN &

SHELBY (1985); revisando um grande número de publicações com dados

de TCI em homens e mulheres de diferentes idades, concluíram que a

mbdia feminina E 0,5 TCI por cêlula maior que a mEdia masculinas nos

adultos A Alguns outros fatores que podem atuar como induto­

res de TCI são o hábito de fumar (OBE et alii;s 1982); a ingestão de

bebidas alcoblicas (BUTLER et alíi, 1981; SESHADRI et alíi, 1982) e

oO uso de medicamentoss como anticoncepcionais. (KRISHNA­MURTHY &
PREMA, 14979); antirreumáticos C(MELARAGNO, 1982) ou antineoplásicos

(BANERJEE & BENEDICT, 1979).

O AMZ; nas concentrações de 1, 0;2 e 0,02/9/mMl, não
reduziu o Índice mitótico (IM) nem induziu Oo aparecimento de micro­

núcleos; anomalias cromossómicas estruturais e numéricas ou trocas

entre cromátides­irmãs. Conforme referido em Material e Métodoss àa

concentração de iu9/ml equivale à solubilidade máxima do AMZ em água
C(WORTHING, 1983) e a de 0;024u9/ml corresponde à concentração encon­
trada em tecidos de novilhos (MCDOUGALL et aliis 1979). Como todos

os limites máximos de residuos do AMZ recomendados pela FADO para

Produtos de origem animal e vegetal são inferiores à concentração de

ipv9/mMl (Tabela S); esses resultados refoream a conclusão de que os
alimentos produzidos com o uso agropecuario apropriado do AMZ prova­

velmente não expõem a população a uma ação genotbxica desse princi­

pio ativo.

Não foram encontrados estudos que avaliassem a mutageni­

cidade de tais concentrações de AMZ na literatura; com exceção de um

que analisou a frequência de mutações de ponto em linfoma de camun­

dongo após tratamento com iy9/ml do derivado IV do AMZ, em sistema
com ativação metabblica;s cujos resultados também foram negativos (MC

GREGOR & RIACH, 1984, cF. FAO/WHO, 1984).

Os efeitos de concentrações mais elevadas de AMZ sobre o

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

com 100, 80 e 6049 de AMZ por ml foi detectada uma inibição mitótica
de 50%; não observada em concentrações inferiores. Porêm;y como se
pretendia avaliar o potencial genotbxico do AMZ também pela frequên­
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cia de TCI; o efeito do AMZ sobre o IM foi testado em culturas

tratadas com a S­BrdU. Esse procedimento foi necessário pois CROSSEN

& MORGAN (1977), analisando culturas de linfbcitos com 48, 72 e 9%

horas de duração; estimuladas por fito­hemaglutinina e tratadas com

S­BrdUs observaram uma relação inversa entre o IMe a duração da

cultura e sugeriram que a diminuição do IM seria devido à incorpora­

Gâão continua de S­BrdUs que estaria desempenhando uma ação tóxica.

Nessa condição;s os resultados do IM das culturas tratadas com as

concentrações de 100, 80 e ó6049/ml não se alteraram significativa­
mente; mas as culturas tratadas com 25 e 40p9 de AMZ por ml tiveram
redução de 50% no indice mitbtico.

Os protocolos para a avaliação de genotoxicidade de agen­

tes quimicos por parâmetros citogenêticos recomendam que sejam pes­

quisados os efeitos de uma concentração capaz de reduzir o índice

mitbtico em torno de 50% e de duas outras concentrações mais baixas,

Para investigar uma possível relação dose­efeito CEBRUSICK, 1984;

PERRY et aliíis 1984; PRESTON et aliis 1967; ISHIDATE, 19868). Por

isso; foram escolhidas para O desenvolvimento do estudo citogenético

as concentrações de 100 (A­100), 50 (A­5S0) e 2Sug/Ml (A­PS). Esses
protocolos recomendam também que a concentração máxima de acetona ou

outros solventes orgánicos usados no preparo das soluções­teste não

exceda uma concentração final de 8ul/ml. Neste estudos a concentra­

ção final estimada da acetona foi de 0;547l1/ml1; tanto nos grupos
tratados com o AMZ como no controle tratado com o veículo (Cofc).

Os efeitos das três concentrações escolhidas de AMZ foram

investigados em dez individuos, devido à possibilidade de uma varia­

ção interindividual em resposta à ação de agentes químicos sobre os

linfbcitos humanos. Foi preparado um volume de meio de cultura

enriquecido com soro humano AB suficiente para a realização dos dez

ensaios. Do mesmo modos todo o material restante utilizados como à

fito­hemaglutinina e as soluções de colquicina e de S­BrdUs provinha

do mesmo lote. O procedimento laboratorial foi idêntico para a

execução dos dez ensaios e toda a análise citogentêtica foi feita por

um único pesquisador.

Esses cuidados são necessários dado que inúmeros fatores

contribuem para à variação interindividual detectada pelos diferen­

tes parámetros citogenêéticos, como a concentração de S­BrdU

(MAZRIMAS & STETKA, 1978);s as diferenças na resolução apresentadas

pelas várias têcnicas de coloração diferencial de cromátides­irmãs e
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o tipo de meio de cultura utilizado (CROSSEN, 1982b)s os critérios

de análise empregados (ZAVALA et alíiiís 1979); o número de flashes de

luz a que as celulas são expostas durante o cultivo CIKUSHIMA &

WOLFF; 1974); a variação da temperatura do meio onde as células se

encontram (PANDITA; 1983); o tipo de soro adicionado ao meio de

cultura (GCOSH & NAND;s 1979); a natureza in vivo ou in vitro do

experimento (KRAM et aliíis 1979) eotipode agente mitogênico

utilizado C(DEKNUDT & KAMRA,;, 1983).

Os resultados do Índice mitótico confirmaram a agão cito­

tóxica do AMZ sobre os linfócitos humanos (Tabela 19); que havia

sido detectada nos testes preliminares. Esses resultados concordam

com os encontrados por CAMPELLO & RODRIGUES (1986); que verificaram

uma redução significativa do IM em culturas de célulus IB­RS­2 de

suínos tratadas com S50pg de AMZ por ml; mas não nas tratadas com 20
e 30u9/ml.

Não é possível esclarecer o modo de ação do AMZ no pro­

cesso de divisão celular, pois os eventos bioquímicos que conduzem oO

Processo mitogênico são múltiplos. A redução do IM pode representar

o bloqueio completo da divisão de um certa fração de célulass embora

outras possam não ser afetadas e se dividir normalmente; ou decorrer

de um atraso da resposta celular ao estímulo mitogênico da fito­

hemaglutinina. Alêm disso; pode refletir um aumento na duração do

ciclo celular em consequência da interferência de algum agente sobre

um dos processos metabblicos inerentes à divisão celular como;s Por

exemplos a síntese de DNA.

Os grupos tratados com o AMZ mostraram frequências de

micronticieos maiores que os controles (Tabela 19). Os microntcleos

originam­se de anomalias cromossômicas instáveis (HEDDLE & CARRANO,

1977) ou de cromossomos inteiros perdidos durante a anáfase (VIAGGI

et alii; 1987; FORD et alii, 1988). Entretanto; como na análise de

anomalias cromossómicas numéricas foram consideradas apenas as hkhi­

Perdiploidias;, não é possível inferir qual desses processos contri­

buiu preferencialmente na formação dos micronúcieos observados.

Anteriormente, apenas o derivado IV do AMZ havia sido submetido ao

teste de microntclieos. HOUNSELL & WALKER (1983, cf. FAD/WHO, 1984)

não detectaram indução de microntcleos em medula bssea de camundon­

gos pelas concentrações de 5673; 112;5 e 225mg desse composto por kg
de peso corpbreo.

ES
AVAVAN

1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



79

A frequência de microntcleos foi maior nos grupos Co dos

Ensaios VIT a XVI do que nos Co dos Ensaios I e IT. Todavias espe­

rar­se­ia encontrar o inverso; POis a frequência de micronúcieos

deve crescer com o aumento do núimero de divisões celulares ocorridas

e; portantos com o aumento da duração da cultura. Uma explicação

possível &ê que o meio de cultura e o soro humano AB usados nos dois

conjuntos de Ensaios (Ie IT e VITa XVUID)s que eram provenientes de

lotes diferentes, tenham contribuido para o estabelecimento da dife­

rença entre os resultados encontrados.

Os grupos tratados com AMZ apresentaram frequências de

aberrações cromossômicas maiores que as dos controles (Tabela 24),

Porém tais diferenças não foram significativas. Esses resultados

discordam dos encontrados por CAMPELLO & RODRIGUES (1986);s que

verificaram uma ação clastogênica do AMZ em culturas de cêlulas IB­

RS­2 de suínos, expostas por 48 horas a uma concentração de SOug/ml.
As causas dessa discordância são desconhecidas, porêm & possível que

a linhagem celular de suínos analisada seja mais sensivel à ação do

AMZ do que os linfbcitos humanos. Outra hipbtese que poderia justi­

ficar O achado seria que a acetona; usada como veiculo na dissolução

prêvia do AMZ; tenha contribuído na expressão das anomalias cromos­

sômicas detectadas; considerando que esses autores não relataram

qual foi a concentração final estimada desse solvente nas diferentes

culturas tratadas como AMZ e nem referiram a existência de cultu­
ras­controle tratadas apenas com o solvente.

APesar dos grupos tratados com o AMZ não terem diferido

dos controles com relação à frequência de metáfases com anomalias, E

interessante destacar a maior frequência de eventos anômalos raros

nos grupos tratados com AMZ. Enquanto no grupo Co havia apenas

translocações e fragmentos e no grupo Coe havia apenas uma figura

quadrirradial (gr); foram encontrados um cromossomo dicentrico (dic)

em A­100), cinco dic e uma qr em A­S5S0 e duas qr em A­25;, albkm dos

outros rearranjos. Investigando a ocorrência de anomalias cromossõô­

micas em cerca de 30.000 linfbcitos normais de homens e mulheres,

RICHARDSON et alii (1984) não encontraram figuras quadrirradiais em

21.570 células e a incidência de dicêntricos era menor do que

1:10.000 células. Esses autores concluiram que; em estudos de ava­

liagão de genotoxicidade;s as aberrações do tipo qr e dic devem ser

consideradas mais importantes que os demais tipos de eventos, devido

à sua ocorrência rara em culturas controles. Sob esse prismas OS
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resultados observados neste estudo concordam com os de CAMPELLO &

RODRIGUES (1986); que encontraram uma frequência muito maior de

rearranjoss incluindo nessa categoria dicêntricoss quadrirradiais e

translocações cromossômicas;s inclusive nos grupos tratados com AMZ

com concentrações de 20 e 30u9/mMl;s que foram referidas como não
genotbricas.

A importáncia da consideração do aspecto qualitativo das

aberrações detectadas em estudos para a avaliação de mutagenicidade

pôde ser comprovadas tambéms por HASHIMOTO (1990); que não encontrou

diferengas entre controles e aplicadores de inseticidas com relação

às frequências de metáfases com todos os tipos de eventos agrupados;

Porém detectou uma frequência maior de anomalias cromossômicas com­

Plexas na amostra de aplicadores de inseticidas em relação à amostra

controle.

Outro aspecto a ser considerado nesta discussão é que as

aberrações cromossômicas complexas, como dicêntricos;s figuras qua­

drirradiais e translocações;s foram observadas nas culturas de 48

horas; mas não nas culturas de 72 horas. Essa diferença é perfeita­

mente justificável para os grupos tratados com AMZ; visto que às

concentragões de AMZ usadas nas culturas de 48 horas foram muito
maiores. Neste estudos a frequência de células com aberrações cro­

mossómicas complexas foi de 0;2% no grupo Co e 90;4% no grupo Coiec,

em culturas de 48 horas. Outros autores (NIKULA et alii, 1984; SINHA

et alii, 1984; POHLOVA et alii, 1986; STUCKER et alii, 1986;

BENHAMOU et aliíis 1988) também observaram células com aberrações

cromossómicas complexas, em 0;15% a 0,29% dos linfócitos cultivados

por 48 horas de indivíduos utilizados como controles em estudos de

monitorização populacional. Por isso; à ocorrência dos tipos comple­

xos de aberrações nas células controles cultivadas por 48 horas e a

sua ausência nas cultivadas por 72 horas sugerem que as culturas de

48 horas são mais apropriadas para a detecção de efeitos clastogêni­

cos. Todavias há uma controvérsia a esse respeito na literatura.

BUCKTON & PIKE (1964) relataram uma redução significativa na fre­

quência de aberrações complexas em individuos expostos à radiação,

com o aumento da duração das culturas. Do mesmo modos MUTCHINICK et

alii (1981) verificaram uma frequência de anomalias complexas signi­

ficativamente maior em metáfases que haviam se dividido apenas uma

vez em cultura do que em metáfases que haviam se dividido duas
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vezes; na presença de S5­BrdU. Esses autores também encontraram uma

relação semelhante para as anomalias mais simpless como quebras,

falhas e fragmentos. Contudos outros autores não encontraram dife­

renças entre metâáfases de 48 e 72 horas com relação as frequências

dos diferentes tipos de anomalias cromossômicas espontàâneas ou ob­

servadas em culturas de indivíduos ocupacionalmente expostos (FUNES­

CRAVIOTO et alii, 1975; PURCHASE et alii, 19768; SINHA et alii; 198684)

ou atê encontraram frequências maiores de todos os tipos em culturas

de 72 horas (FORNI et alii, 1960).
Observou­se uma extensa região cromossómica desespirali­

zada em um cromossomo 3 e um cromossomo 16; em uma cêlula do grupo

A­50. Esse achado assemelha­se ao encontrado em cêlulas tratadas com

outros agentes químicos; como por exemplo a distamicina A, um anti­

biótico oligopeptiíidicos que promove a desespiralizagção da região

centromérica dos cromossomos 153 3; 9 e 16 e da porção distal do

brago longo do cromossomo Y (PRANTERA et alii, 1979; SCHMID et alii,

1984). Apesar do fenômeno de desespiralização cromossômica ser raro,

sua Ocorrência em uma única cêlula deste estudo não permite a con­

clusão de que o AMZ exerça uma ação desespiralizante;y nem que essa

ação seja específica para os cromossomos 3 e ló.

As frequências de metáfases com anomalias cromossómicas

foram altas nos controles de alguns ensaios (IJ; IX; VIII; XII; XIV,

XV e XVI). As frequências de ceklulas anômalas em culturas de linfb­

citos de indivíduos normais variam de 0;36% a 5% (ZAVALA et alii;

1979; PATHAK et alii, 1982; GUNDY & VARGA;s 1983; RICHARDSON et alii,

1984). Em estudos de monitorização populacional de indivíduos ocupa­

cionalmente expostos à agentes químicos, conduzidos na mesma época e

no mesmo laboratório que o presente trabalho; foram encontradas

frequências de 2,3% CBERTOLLO;s 1990) e de 2;7% (HASHIMOTO, 1990) de

metáfases anómalas nos indivíduos das amostras controle. Uma hipóte­

se para explicar as altas frequências encontradas nos Ensaios VIII;

XII; XIV; XV e XVI É que tenham ocorrido mudanças quimicas ao longo

do tempo nos componentes do meio de culturas cujo estoque foi prepa­

rado e congelado a ­20C; e que tais mudanças tenham inativado
certos compostos essenciais ou produzido toxinas que elevem a fre­

quência de anomalias cromossômicas.

O tempo decorrido entre a realização dos Ensaios VII a

XVI foi de quatro meses e eles foram enumerados em ordem crescente,

de acordo com a sequência em que foram realizados. Quando esses
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ensaios foram reunidos nos conjuntos VII+YWIII+IX+X, XI+XIL+XIII e

XIVI+XV+XVI; observou­se uma elevação nas frequências de metiáfases

anómalas nos controles, concordante com o aumento do tempo decorrido

(3;8%;, 5:)9% e 73;43%s respectivamente)s o que reforga a hipótese acima

formulada. Pelo fato de não terem sido padronizados os lotes das

substáncias usadas na realização das culturas celulares dos testes

preliminares, como o meio de cultura e o soro suplementars torna­se

dificil interpretar a causa das frequências elevadas de cElulas com

anomalias cromossômicas nos controles dos Ensaios II e IT.

A proporção de falhas e quebras espontâneas referidas em

estudos publicados é variávels ora as quebras sendo mais frequentes,

ora ocorrendo a situação inversa. Os próprios critérios de classifi­

cação dessas anomalias cromossómicas pelos diferentes pesquisadores

Parecem contribuir para tal variação. À definição de falha; como uma

descontinuidade que não ultrapassa a largura da cromátide, é arbi­

trária e deve reunir eventos de natureza distintas como a extração

das proteínas; que se associam ao DNA sem que essa molécula seja

afetada; ou quebras verdadeiras, que incluem rupturas da molécula de

DNA. SATYA­PRAKASH et alii (1981) verificaram que a grande maioria

das falhass analisadas com a técnica de coloração pela prata; com­

Ppreende uma descontinuidade da estrutura central da cromátide e,

Portantos as falhas constituem­se em rupturas na estrutura da molEk­

cula e devem ser computadas na avaliação de clastogenicidade.

Na realidade; a variação na proporção de quebras e falhas

descrita na literatura deve tanto expressar fenômenos reais como ser

devida a diferenças nos critérios de análise. Neste estudo; a fre­

quência de falhas foi maior que a de quebras no grupo A­100; mas as

frequências desses dois fenomenos não diferiram entre si nos contro­

les e nos demais grupos tratados com AMZ. Como a analise citogenkti­

ca foi conduzida por um único pesquisador e em teste cego; Pode­se

concluir que não foram variações nos critérios de análise os respon­

sáveis por essa diferenga. Variação similar foi relatada por

RICHARDSON et alii (1984); que observaram mais falhas que quebras em

culturas tratadas com algumas substáncias químicas (solução salina e

dimetilsul fóxido ­ DMSOs com e sem ativação metabólicas e etanol,
com ativação metabólica), oO que também ocorria no controle; porém,

outras substáncias (ciclofosfamida ativadas etanol e nmitomicina)

induziam mais quebras que falhas.
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Em outros estudos para avaliação do efeito clastogênico

de agentes quimicos in vitros ou de monitorização populacional em

profissionais expostos a esses agentes, foram encontradas nos con­

troles frequências maiores (REIDY et alii; 1983; FROES,;, 1985;
BERTOLLO;s 1990); iguais (VICENTINI, 1984; HASHIMOTO, 1990) ou meno­

res (YODER et aliis 1973; SINHA et alii;s 1984) de quebras que de

falhas. Em relação aos eventos induzidos; as frequências proporcio­

nais de quebras e falhas também variaram. As quebras foram referidas

como mais frequentes por FROES (1985), em células tratadas com

frações do extrato de avelbs (Euphorbia tiírucalli) e por VIEIRA

(1986), em células tratadas com a tintura de Thuya occidentalis. No

entantos RICHARDSON et alii (1984) encontraram mais falhas do que

quebras em culturas tratadas com substáncias químicas (DMSO; eta­

nol).

Pode­se supors com base nessas informações, que indepen­

dente da proporção de quebras e falhas que ocorrem espontaneamente

em certo tipo celulars a situação pode ser modificada quando um

agente químico adicionado à cultura induz preferencialmente um des­

ses tipos de aberrações.

Quebras e falhas foram mais frequentes que os outros

tipos de anomalias, independente da duração da cultura e do trata­

mento. Cada quebra ou falha representa um evento nico nas cêlulas e

envolve um sb cromossomos enquanto outras anomalias;s como cromosso­

mos dicêntricos, figuras quadrirradiais e translocações envolvem no

mínimo três eventos subsequentes; ou sejas uma ruptura em pelo menos

dois cromossomos e a fusão dos segmentos. Portantos o achado de que

quebras e falhas são mais frequentes que outros tipos de eventos

anômalos deve refletir a probabilidade muito menor da ocorrência de

eventos múltiplos e interdependentes dentro de uma única cêlula do

que da ocorrência de um evento isolado.

Os eventos cromatidicos foram mais frequentes que Os

cromossómicos no grupo A­100; mas não diferiram entre si nos contro­

les e nos demais grupos tratados com AMZ. Todavias quando se consi­

derou separadamente as quebras e as falhas; observou­se que as

quebras são predominantemente do tipo cromossómico e as falhas

preferencialmente do tipo cromatídico;s em todos os grupos de trata­

mento. As aberrações cromatídicass isto é; que afetam apenas uma das

cromátides­irmãs, devem se originar após o período de duplicação do

DNA; quando as cromátides­irmãs já estão separadas;s ou podem ser
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Produzidas imediatamente antes que a forquilha de duplicação atinja

o local afetado, de modo que o mecanismo de reparo não seja acionado

a tempo (SAVAGEs 1980). Eventualmente; uma alteração no sistema de

reparo pbs­duplicação também pode servir de base para O aparecimento

da quebra cromatídica. As aberrações cromossómicass isto és que

afetam concomitantemente as duas cromátides, são mais provavelmente

produzidas por alterações pré­duplicacionais não reparadas (SAVAGE,

1980), embora não se possa excluir a possibilidade de um agente

afetar locos específicos; atingindo igualmente ambas as cromátides­

irmàâás após a duplicação C(NATARAJAN, 1985).

Das anomalias cromossómicas espontáneas observadas em

estudos populacionais ou em controles de experimentos para avaliação
de atividade mutagênica; os eventos do tipo cromatidico são mais

frequentes (PILINSKAYA; 1971; YODER et alii, 1973; BIANCHI et alii,

19743; VAN BAO et alii, 1974; KECK & EMERIT, 1979; MATTEI et alii;

1979; MEYNE et alíii;s 1979; BOHLKE et alii; 1983; SINHA et alii,

1984); oO mesmo acontecendo em relação aos eventos induzidos por

substáncias químicas (CPILINSKAYA, 1971; YODER et alii; 1973;

GEBHART,s 1974; VAN BAD et alii, 19/74; TAMURA et alii, 1974; RABELLO

et alii, 1975; JAMEELA et alii, 1979; MEYNE et alii, 1979; BOHLKE et

alii, 19683).

A natureza da anomalia induzida; cromossômica ou cromati­
dicas depende do tipo de agente mutagênico empregado C(NATARAJAN,

19855 NATARAJAN & OBE, 1986). Agentes como os raios X;s a bleomicina

e a estreptonigrina;s que induzem quebras no filamento do DNA, produ­

zem aberrações cromossoómicas em G1,5 cromatidicas em G2 e uma mistura

de ambas na fase S do ciclo celular e; portanto; são denominados de

agentes S­independentes. Por outro lados os agentes S­dependentes

induzem apenas eventos cromatídicos independente da fase do ciclo

celular em que se faz o tratamento e as anomalias são Visualizadas

somente apbs a passagem das cElulas por um periodo S. Nessa catego­

ria são incluídos a luz ultravioleta e a maioria dos agentes quími­

coss por exemplo os agentes alquilantess os hidrocarbonetos policí­

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

estudo, é provável que o AMZ constitua­se em um agente S­independen­

te.

De modo gerals as frequências de quebras e falhas foram

mais elevadas nos três conjuntos de cromossomos maiores (A, 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 aliis

cf. ISCN; 1978), em todos os grupos de tratamento. Essas diferenças

foram significativas em CoAc e A­25. Todavia, os grupos de tratamen­

to não diferiram entre si com relação à distribuição de quebras e

falhas nesses quatro conjuntos cromossômicos.

A casualidade na distribuição das aberrações cromossomi­
cas ao longo do caribtipo foi referida em indivíduos normais por

alguns autores (FUNES­CRAVIOTO et alii, 1974; entre outros)s mas

regiões preferenciais de anomalias foram encontradas em indivíduos

normais (AYME et alii, 19763 BARNABEI et alii; 1982); e em porta­

dores de síndromes de instabilidade cromossómica, incluindo anemia

de Fanconi C(KOSKULL & AULA, 19735 DUTRILLAUX et alii, 1977); sindro­

me de Bloom (SCHROEDER & GERMANs 1974) e ataxia telangiectasia

(COHEN et alíiis 1975; AL SAADI et alíiis 1980). A incidência de

anomalias em regiões cromossômicas preferenciais pode ser atribuída

a presença de sítios frágeis em cElulas de indivíduos normais ou

portadores de sindromes de instabilidade cromossômica  CSUTHERLAND,

19773 KAHKONEN, 1988). Além dissos distribuições intercromossômicas

nàão­casuais de anomalias induzidas pela exposição à agentes químicos

e fisicos também foram relatadas (SEABRIGHT, 1973; AYRAUD et alií,

1976).

A análise das frequências de trocas entre cromátides­

irmás detectou uma ação genotóxica do AMZ sobre os linfócitos hbhuma­

nos. Não foram encontrados na literatura relatos sobre a inves­

tigação da atividade genotóxica do AMZ por esse parámetro cito­

genético. Como as TCI são quebras que ocorrem no mesmo loco das duas

cromátides de um cromossomos seguidas de intercámbio e reparos Sua

indução deve refletir uma indução de danos à estrutura das cromáti­

des pelo AMZ.

Uma incidência de TCI aumentada nos cromossomos grandes

(1, 2; 3; BeCl+X) e reduzida nos cromossomos pequenos (D, E, F e

G+Y) foi detectada tanto nos controles como nos grupos tratados com

AMZ. O padrão de distribuição das TCI espontáneas pelos cromossomos

humanos é um aspecto ainda controvertido. Alguns pesquisadores

observaram uma distribuição casual em relação ao comprimento cromos­

sómico C(DUTRILLAUX et aliãis 19745 IKUSHIMA & WOLFF, 1974; SMYTH &

EVANS; 1976; HDODO & PARSLOW, 1979); enquanto outros encontraram uma

incidência de TCI maior que a esperada nos cromossomos maiores,
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Principalmente os do grupo cromossômico B; e menor nos pequenos

cromossomos dos grupos Es F e G6+Y (LATT; 1974a;3 MORGAN & CROSSEN,

1977bs MUTCHINICK et alãis 1979; GRANATA et alii, 1981; NEWMAN et

alii; 1982; MCNALLY & RAYs 1983). Não hàê concordância tambem em

relagão à distribuição das TCI induzidas; que ora são casuais (LATT,
197405 LAMBERT et aliis 1976); ora não casuais (IKUSHIMA & WOLFF,

19745 NEWMAN et alii; 1982; MCNALLY & RAY, 1983; FROES, 1985;

VIEIRA; 1986; ZHANG et aliis 1988). O número elevado de TCI em

cromossomos do grupo B tem sido relacionado a uma susceptibilidade

preferencial à ação da S­BrdU (MORGAN & CROSSEN, 1977b) e à escassez

de TCI em cromossomos pequenos tem sido atribuída à ocorrência

relativamente rara de TCI na região pericentrombrica;s que constitui

uma grande parte desses cromossomos (LATT, 19742).

Os resultados do IM mostraram que à ação do AMZ sobre o

Processo de divisão celular obedeceu uma relação dose­efeito (Tabela

19). Todavia, não se observou uma relação dose­efeito quanto à ação
genotbxica do AMZ detectada pelos parâmetros microntcleos e TCI

(Tabelas 19 e534); em relação aos quais o grupo A­S50 apresentou

frequências maiores que o grupo A­100. Essa ausência de relação

dose­resposta deveu­se;s provavelmente; a uma eliminação seletiva de

cêlulas severamente afetadas no grupo A­100; hipbtese essa reforçada
Pelo baixo indice mitbtico observado nesse grupo de tratamento. Do

mesmo modo; essa pode ser também uma hipótese para justificar o

achado de frequência de metáfases anómalas superior no grupo A­25,

que nos A­50 e A­100 (Tabela 24).

Uma extensa variabilidade interindividual foi detectada

para todos os parâmetros. As variações relativas ao indice mitbtico

observadas entre os doadores são plenamente justificaveis. Uma das

causas mais prováveis b que os linfbcitos humanos cultivados in

vitro podem demorar;s apbs o estimulo da fito­hemaglutinina, de 24 a

48 horas para iniciar à síntese de DNA e; independente do tempo

gasto entre o estímulo e a resposta celular; a duração do ciclo pode

variar de 12 a 48 horas (CROSSEN & MORGAN, 19773 1979). Em conse­

quência;s quando se padroniza o tempo de cultivo; pode­se encontrar

situações muito variadas por ocasião da interrupção das culturas de
diferentes indivíduos.

Vários fatores podem ter contribuído para as diferenças

entre doadores avaliadas pelo teste de micronúcieos nos Ensaios VII
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a XVI. Segundo HEDDLE et alii (1984), a frequência de microntcleos

em uma população de células;s em determinado momento após o tratamen­

to com um agente clastogénico;s depende da taxa de divisão celular,

da variação na frequência de fragmentos acêntricos ao longo do

tempos da fração desses fragmentos que originam micronúcleos e da

pressão de seleção contra células com micronúclileos. Sendo os micro­

núcleos mantidos nas gerações celulares; as células de segunda

geração ou de gerações posteriores devem apresentar mais micronú­

cleos acumulados no transcorrer das divisões celulares que as célu­

las de primeira geração. De fato, LASNE et alii (1984) encontraram

uma incidência muito maior de microntúcleos em células que haviam se

dividido duas ou mais vezes, em relação às que se dividiram apenas

uma vez, em culturas celulares com incorporação de 9­BrdU e exposi­

ção a agentes mutagênicos. À correlação positiva significativa entre

indice mitbtico e microntcieos no grupo Co (Tabela 39) esta de

acordo com os resultados obtidos por esses autores.

Uma possivel causa da variabilidade interindividual com

relação à frequência de metáfases com anomalias seria o tempo decor­

rido atê a realização dos ensaios após o preparo do meio de cultura,

conforme referido anteriormente. No entanto;s a possibilidade de

pPpolimorfismos genêticos terem contribuído para essa variabilidade

não deve ser descartada.

As frequências médias de TCI por célula variam amplamente

entre os indivíduos analisados em diferentes investigações. Os valo­

res médios extremos destacados por MORGAN & CROSSEN (1977aA) em

extensa revisão do assunto são 4;1 e 287,3 TCI/cêlula. Todavias oO

valor mais elevado foi encontrado em culturas tratadas com concen­

trações muito altas de S­BrdU (2OOdug/ml).

Além dos fatores interferentes na frequência de TCI já

referidos anteriormente; as variações nas frequências de TCI, tanto

as inter quanto as intraindividuais;s podem ser devidas a diferenças

individuais em relação à linha basal de TCI; em resposta a S5­BrdU

(EVANS; 19773 MAZRIMAS & STETKA, 1978; LAMBERTI et alii, 1983), em

resposta aos agentes que lesam o DNA ou à sua associação com à O9S­

BrdU C(CROSSEN, 1982a). Além disso; os linfbcitos T e B; cuja propor­

ção não foi determinada neste estudos diferem entre si quanto à

frequência de TCI (BECHER at ali4, 1979; LINDBLAD & LAMBERT, 1981;

MILLERs 19863 SANTESSONs 19863 MILLER, 1966). Em adigãos outras

variáveis ainda desconhecidas podem ter contribuido para à variabi­
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A análise de correlação entre os resultados obtidos pelos

di ferentes parámetros permite interessantes observações. Correlações

Positivas ocorreram entre o IM e as frequências de micronúcleos,;, no

grupo Co; e entre as frequências de cêlulas com anomalias cromosso­

micas e de TCI/células nos grupos A­100 e A­50. Correlações negati­

vas entre o IMe à frequência de TCI/célula foram detectadas em

todos os grupos de tratamentos com exceção do A­25; e entre IM e

frequências de cElulas com anomalias cromossômicas em A­100.

A frequência de microntcleos Ed dependente do número de

divisões que as cêElulas sofrem em culturas conforme já referido.

Portanto; se hà um acúmulo de micronGúcleos no transcorrer das divi­

sões celulares; as cElulas que se dividem várias vezes devem apre­

sentar um número maior de microntcleos do que as cElulas que pouco

Ou nunca se dividem.

São escassos e contraditórios os estudos que investigaram

uma possível relação entre TCI e IM. Além disso, a frequência de TCI

tem sido comparada também com o Índice de proliferação celular

(IPC)s calculado a partir das frequências de células de primeira, de

segunda e de terceira gerações cultivadas na presença de 5­BrdU,.

Alguns autores (BEEK & OBE, 19793 GIULOTTO et alii, 1980; PARKES et

alii, 1985) não detectaram correlação entre frequências de TCI

espontáneas e IM ou (IPC; sendo que BEEK & OBE (1979) encontraram

resultados semelhantes em relação às frequências de TCI induzidas

pelo agente alquilante trenimon. Entretanto; outros autores detecta­

ram uma correlação negativa entre TCI e IM ou IPC; tanto para fre­

quências espontáneas C(LAMBERTI et alii, 1983) como para frequências

induzidas por derivados de ­aminoacridina (GIBAS & LIMON, 1979),

acetaldeido CBOHLKE et aliís 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 correlação negativa entre IM e TCI detectada neste

estudo. Todavias quando são empregadas concentrações muito altas e

tóxicas do agente; que reduzem drasticamente o IM; as frequências

observadas de TCI podem ser menores que as esperadas (MORIMOTO et

alii; 19985), provavelmente em função da seleção negativa de ceêlulas
severamente afetadas.

Não houve correlação entre o IM e a frequência de metáfa­
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ses com anomalias cromossômicas; mas no grupo A­100 detectou­se uma

correlação negativa devida a baixos indices mitbticos e altas fre­

quências de metàáfases anômalas, tendência que praticamente começa a

se manifestar no grupo A­50. Esses resultados reforçam à hipbtese

formulada anteriormente de que um excesso de aberrações cromossôómi­

cas induzidas poderia estar provocando a morte celular ques POr Sua

vez; estaria reduzindo o IM.

Correlagções positivas entre aberrações cromossómicas E

TCI foram detectadas em 68% de 215 substáncias consideradas por

GEBHART (1981); em 80% de 69 agentes quimicos revistos por ABE &

SASAKI (1982) e em 78% de 27 compostos testados por GULATI et alii

(1989); conforme relatado na Introdução. Desse modos a correlação

Positiva detectada entre esses dois parâmetros nos grupos A­100 e A­

50, sugerem que uma parcela dos danos causados pelo AMZ ao DNA não

tenha sido reparada e se expresse na forma de anomalias cromossómi­

cas;s enquanto os danos restantes tenham sido reparados, alguns deles

manifestando­se como TCÍI.

A ausência de correlação entre os resultados de alguns

dos parámetros citogenéticos analisados indica a necessidade do

emprego concomitante de vários deles para à avaliação de genotoxici­

dade de compostos químicos; evitando­se assim uma interpretação

errônea dos resultados (falso­negativos ou falso­positivos).
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V. RESUMO E CONCLUSDES

O amitraz (AMZ) é o princípio ativo de carrapaticidas

amplamente utilizados no Brasils principalmente para o controle de

Boophílus microplus em bovinos. Além disso; em outros países esse

composto é usado no combate a uma variedade de ácaros e insetos 200

ou fitoparasitas de interesse económico. No entanto; os resultados

da investigação do potencial genotóxico do AMZ relatados na litera­

tura são ainda escassos e contraditórioss nenhum deles tendo sido

realizado em células humanas. Por esse motivos foi proposto o pre­

sente estudos que visou investigar o potencial genotôóxico do AMZ em

culturas de linfbcitos humanos.

As culturas foram desenvolvidas com linfócitos do sangue

periférico de dezesseis doadores do sexo masculinos de uma faixa

etária variável de 18 a 2B anos. Nenhum deles era fumantes todos

eram saudáveis; com dieta alimentar usuals não consumiam bebida

alcodlica e não tinham recebido radiação;s feito uso de medicamentos

ou contraido doenga viral em período próximo da colheita de sangue

para a análise pretendida.

Os linfócitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Difco)

enriquecido com 20% de soro humano AB e estimulados por fito­hema­

glutinina. À colquicina foi adicionada uma hora antes da hipotoniza­

6Gâo e fixação com metanol:zácido acético. Para a coloração diferen­

cial das cromátides­irmãs;s que permite a análise de trocas entre

cromát ides­irmâás (TCI)s foi adicionada S5S­BrdU (3,25,.109* M) no inicio
das culturas e as lâminas foram cobertas com Hoechst 33258

(0,94.10” M);s incubadas em NaH,PO, (1M;. pH 8,1­8;3; 87­89 C) e
coradas em solução de Giemsa a 2%. Para o estudo dos demais parâme­

tros citogentkticos (indice mitbtico ­—­ IM; frequências de núcleos

associados a micronticleos ­MN; e frequências de metáfases com anoma­

lias cromossômicas ­ AC); as lâminas foram apenas coradas com solu­

ção de Giemsa a 2%. A análise citogenêtica foi realizada em teste

cegos isto db; as lâminas foram codificadas para que o Pesquisador

não identificasse sua procedência.

Foram desenvolvidos dezesseis ensaioss cada um com célu­

las de um único doadors nos quais foram testadas diferentes concen­

tragões de AMZ; dissolvido em acetona. O composto foi testado ini­

cialmente nas concentrações de 0,02; 0,2 e 1py9/mMl, em culturas de 72
horas, nos Ensaios IT e IT. Nenhuma delas apresentou efeitos cicloa­
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tivos ou genotbxicos avaliados pelos parâmetros acima mencionados.

As anomalias cromossômicas estruturais foram quebrass falhas;s cro­

mossomos com deficiências e fragmentos, sendo que quebras e falhas

foram mais frequentes (62% a 100%) para todas as concentrações. Não

foram encontradas ceêElulas hiperdiplbides. |
Para a seleção das demais concentrações a serem estuda­

dass foi analisado o IM em culturas de 72 horas tratadas com amitraz

nas concentrações de 109, 20, 25; 40; 50, 60; 80; 100 e 150p9/ml,; nos
Ensaios IIT a VI. Houve redução em torno de 50% do IM nas culturas

tratadas com concentrações entre 60 e 100u9/ml e de 77% com a de

15049/mMl; em relação ao controle. Na presença de S­BrdU, as concen­

trações de 25 e 404u9/ml também reduziram oO IM ao redor de 50%. A
utilização de amostras de 4.000 e 109.000 núcleos para o cálculo do

IM confirmaram os resultados observados em amostras de 2.000 núcleos

ques portantos foram consideradas representativas da população celu­

lar. Com base nesses resultados foram selecionadas para estudo

citogenético as concentrações de 25 (A­25), 50 (A­50) e 10049 —(A­
100) de AMZ por ml.

O estudo dos efeitos dessas concentrações em dez doadores

(Ensaios VII a XVI) compreendeu a avaliação de todos os parâmetros.

Os valores do Índice mitótico relativo (100% para “o 9arupo controle

­ Co) foram 94% no controle com acetona (Cofic); 50% em A­100, ó69% em

A­50 e 81% em A­25S. As frequências percentuais de núcleos com micro­

núcleos associados foram 0;98 em Cos 15;02 em Cofc; 15:17 em A­100,

1736 em A­50 e 1,16 em A­25. As frequências percentuais de metáfases

com anomalias cromossômicas foram 5;1 em Cos 531 em Coftes 7371 em A­

100; 6;2 em A­50 e 7,4 em A­25. As frequências mEdias de TCI por

cêlula foram 12;50 + 1;03 em Cos 12;85 + 1,42 em Cofes 14,63 + 135955

em A­100; 14,87 + 1,32 em A­50 e 13,57 + 1,0? em A­25. Os três
Primeiros parámetros foram avaliados em culturas de 48 horas e as

frequências de TCI em culturas de 72 horas. Os Índices mitóticos

relativos foram menores e as frequências de núcleos com micronú­

cleos; de metáfases com aberrações cromossômicas e de TCI por célula

foram maiores em todos o5 grupos tratados com AMZ; em relação aos

controles. Foram detectadas diferenças estatisticamente significati­

vas entre doadores e entre grupos de tratamento quanto aos parâme­

tros IM, MN e TCI. Diferem dos controles os grupos A­100 para IM, A­

50 para MN e ambos para TCI. Porém; alguns doadores mostraram­se
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particularmente sensíveis à concentração de 25p9/mMl, em pelo menos
um desses parâmetros citogentticos (IM: doadores XI, XII e XIII; MN:
doadores VIIIT, IX; XV e XVI; TCI: doadores VII; X, XIV e XV). A
distribuição de TCI por cromossomo ou grupo cromossómico não foi
casual para nenhum dos cinco grupos de tratamento; ocorrendo fre­
quências maiores nos cromossomos 1, 282; BeC+Xe menores em D; Es F
e G+Y; em relação às frequências esperadas com base no tamanho
relativo dos cromossomos.

Em discordáncia aos demais parámetros, não foram detecta­

das diferenças significativas entre doadores e entre sogrupos de
tratamento com relação às frequências de metáfases com anomalias
cromossômicas. Todavia, alguns doadores (VIT, DOG XI; XV e XVI)
mostraram­se sensíveis a pelo menos uma das concentrações testadas
POr esse parâmetro. As anomalias cromossômicas estruturais encontra­'
das foram quebras, falhas; fragmentos, translocações; figuras qua­
drirradiais e cromossomos com deficiências dicêntricos ou marcado­
res; sendo que os eventos raros foram mais frequentes nos g9rupos
tratados com AMZ. Foram também observados rearranjos não identifica­
dos e cromossomos parcialmente desespiralizados. Às metáfases com
quebras e falhas foram mais frequentes (de B6% a 92%) que as porta­
doras de outros tipos de anomalias estruturais (de 8% a 14%). Às
metàfases com alterações numbricas do tipo hiperdiploidia foram
raras em todos os grupos de tratamento (de 0% a 6%).

Quando os resultados dos diferentes parâmetros foram

comparados entre si, detectaram­se correlações negativas significa­
tivas entre IM e TCI; em todos os grupos de tratamento exceto em A­
25; e entre IM e AC em A­100; assim como correlações positivas
significativas entre IM e MN no grupo Co e entre AC e TCI nos grupos
A­100 e A­S50.

Considerados os limites das técnicas utilizadas;s oO pre­
sente estudo mostrou que: (1) concentrações baixas de AMZ (ipg/ml e
inferiores); às quais os indivíduos se expôem pela ingestão de
alimentos alimentos produzidos com o uso agropecuário apropriado do
AMZ, provavelmente não exercem efeitos cicloativos e clastogênicos;
(2) apesar da ampla variabilidade interindividual em resposta à ação
do amitrazs a exposição acidental, intencional ou ocupacional a
concentrações elevadas do AMZ (2Spo/ml e superiores) devem consti­
tuir uma fonte de riscos devido aos efeitos genotóxicos observados
em pelo menos uma parcela da amostra de doadores; (3) a ação do AMZ
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sobre linfbcitos humanos avaliada pelo indice mitbtico obedece uma

relação dose­efeito; mas não quando ela E avaliada pelas frequências

de micronticleos, de metàâáfases com anomalias cromossoômicas e de TCI;

(4) a existência de correlação apenas entre alguns parâmetros cito­

genéticos indica a necessidade do emprego concomitante de vários
deles para a avaliação de genotoxicidade de compostos químicos, para

se evitar uma interpretação errónea dos resultados (falso­negativos

ou falso­positivos); (5) à ocorrência de rearranjos cromossómicos

complexos em culturas de 48 horas; mas não em culturas de 72 horas

dos controles; pode ser devida a uma eliminação seletiva de cEklulas

portadoras desses rearranjos durante o desenvolvimento das culturas

es Portantos culturas de 48 horas devem ser mais sensíveis para

detectar a ação genotbxrxica de xenobibticos.

Considerando que o AMZ sofre hidrblise em solução aquosas

como o meio de cultura, produzindo derivados idênticos aos resultan­

tes da sua biotransformação;s não é possível definir se os efeitos

genotbrxicos encontrados neste estudo são devidos ao AMZ; aos seus

derivados ou à interação entre ambos.
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VI. SUMMARY

Amitraz (AMZ) is a formamidine pesticide used worldwide

for the control of plant and animal pests. In Brazil this compound

is mainly used for the control of ectoparasiíitic infestations of

Boophilus microplus on livestock specially on cattle. Very little

information is available on the genotoxic effects of this newly

developed compound and its degradation products in mammals. The

study reported here was undertaken to detect senotoxic effects of

AMZ in human short­term cultured lymphocytes.

Peripheral lymphocytes were drawn from sixteen healthy

males aged from 16 to 28 years without exposure to known mutagens.

PHA stimulated lyumphocyte cultures were 9grown in RPMI 1640 (Difco)

with 20% AB human serum and antibiotics. Harvest was performed by+
standard procedures. The frequency of sister­chromatid exchanges

(SCE) was analysed by adding S­bromodeoxyuridine (3.25 x 10º M) at
the time of setting up the cultures. The slides were covered with

0.94 x 10 M Hoechst 33258 and exposed to UV light for 12 minutes.

They were then incubated in 1iM NaH, PO, at 87­89C and stained in e%
GCiemsa. For the analysis of mitotic index (MI); frequency of

micronuclei (MN) and of cells with chromosomal aberrations (CA) only

standard staining procedure with 2% GCiemsa was performed.

Cytogenetic analysis were made through a “blind test”.

Several dosages of AMZ dissolved in acetone were added to

cultures in 1ó assays;s each with cells from one donor. Initially

0.02; 0.2; and 1lug/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 1504u9/mMl) to be used
for the cytogenetic study. MI was 50% reduced in cultures treated

with 60; 80; and 100p9/ml and 77% reduced in cultures treated with
15049/mMl. Significant reduction of MI were also observed at dosages
of 25 and 40u9/ml in the presence of S­BrdU. Dosages of 25; 50, and
100p9/mMl were then chosen for the analysis of MI, MN and CÁ in 48 h
cultures and SCE in 72 h cultures (assays HVII to XVI).

Significantly reduced MI and increased MN and SCE rates
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were found at 50 and 10049/ml doses. Structural chromosome
aberrations such as gaps, breaks; acentric fragmentss reciprocal

translocations; deletionss quadriradials;s dicentricss;s markers, and

non­identified rearrangements were found in negative control,

acetone­ and AMZ­treated samples;s but were more frequent in last

ones. Hyperdiploidy was usually rare.

Despite the limitations of the techniques used; some
conciusions can be drawn: (14) subjects exposed to concentrations of

AMZ ((ipg/mMl);s 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 () 2Spg/ml) may
constitute a general hazards despite the interindividual variability

among the assayed subjects; (3) the action of AMZ on human

lymphocytes evaluated by MI follows a dose­effect relations 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 possibie 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 derivativess thus the genotoxic effects detected in

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