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RESUMO

Metal com caracteristicas impares e de ampla utilizacdo, o mercurio tornou-se uma
preocupacdo mundial a partir do momento em que seus riscos ao meio ambiente e a
saude humana foram compreendidos. Valores de referéncia para concentracdo
plasmatica foram estabelecidos, mas ha estudos que demonstram a ocorréncia de
efeitos prejudiciais do metal, mesmo em concentracfes proximas ou abaixo dos
valores considerados seguros. Para melhor compreender os efeitos do mercurio sob
a fisiologia dos diversos sistemas bioldgicos, ensaios cronicos tém sido
desenvolvidos em modelos para simular a intoxicacdo humana. Os resultados
desses estudos tém esclarecido pontos das vias metabdlicas que direta ou
indiretamente participam da transformacgéo, acumulacdo ou excre¢cdo do mercurio.
Mesmo com esses avancos, ainda ha poucos estudos de genotoxicidade associados
a modelos cronicos com baixas dosagens de intoxicacdo pelo metal. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e identificar os tipos de aberracfes
cromossomicas (AC) em um modelo de exposicao de ratos Wistar fémeas ao cloreto
de mercurio (HgCl,) durante 15 e 30 dias. Outro objetivo foi registrar possiveis
variacbes em parametros hemodinadmicos. Os animais foram divididos em trés
grandes grupos, sendo um controle negativo, um controle positivo e um tratamento
com mercurio. ApOs anestesia, registros hemodinamicos indicaram a auséncia de
variacdo na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca dos animais tratados com
HgCl,. Com a utilizacdo de citogenética classica foi possivel observar a presenca de
aberracdoes do tipo quebra e gap nas amostras de medula 6ssea dos animais
tratados por 15 dias e 30 dias. Foram registrados a frequéncia absoluta de
aberrac6es cromossdmicas (FCAA), os totais de gaps e quebras (TG e TQ) e os
totais de cromossomos com gaps e quebras (CG e CQ). De todos os resultados,
somente as amostras de 30 dias apresentaram diferenca estatisticamente
perceptivel para todos os parametros citogenéticos avaliados, quando comparadas
com o controle negativo. Duas vias metabdlicas que sofrem influéncia direta do
mercurio podem estar relacionadas aos resultados obtidos. A primeira é a via em
qgue atua a enzima dUTPase, que quando desbalanceada provoca a fragilizacdo da
fita de DNA. A outra é a via da Glutationa, a qual esta relacionada ao controle dos

niveis de radicais livres, e cujo desequilibrio aumenta a producdo de espécies



reativas de oxigénio levando ao estresse oxidativo. Com base nos resultados
obtidos, concluiu-se que a baixa concentracdo de mercurio utilizada no modelo de
exposicao croénico foi genotoxica, clastogénica e potencialmente mutagénica para as

células de medula 6ssea de ratos Wistar fémeas tratadas pelo periodo de 30 dias.

Palavras-chave: Aberracdes cromossomicas; Medula o6ssea; Pressdo arterial;

Citogenética; Clastogenicidade.



ABSTRACT

Metal with unique characteristics and wide use, mercury became a global concern
from the moment that its environmental and human health risks were known.
Reference values for plasma concentrations were established, but studies have
shown the occurrence of adverse effects of the metal, even at near, or below,
considered safe concentration levels. To better understand the effects of mercury on
the physiology of various biological systems, chronic tests have been developed in
models to simulate human poisoning. The results of these studies have clarified
points of metabolic pathways that directly or indirectly participate in the
transformation, accumulation or excretion of mercury. Even with these advances,
there are few studies of genotoxicity associated with chronic models of metal
intoxication. We began a study to verify the occurrence and to identify the types of
chromosomal aberrations (CA) in a model of exposure of Wistar rats to mercuric
chloride (HgCl,) for 15 and 30 days. Another purpose was to record possible
changes in hemodynamic parameters. The animals were divided into three groups,
negative control, positive control and a treatment with mercury. After anesthesia,
records from arterial pressure showed no change in arterial pressure and heart rate
of the animals treated with HgCl,. Classical cytogenetic alowed to observe the
presence of aberrations such as breakage and gap, both in bone marrow samples
from animals treated for 15 days and 30 days. The absolute frequency of
chromosomal aberrations (AFCA) the total gaps and breaks (TG and TB) and total
chromosomes with gaps and breaks (CG and CB) was recorded. From all results,
only samples of 30 days showed statistically noticeable difference for all evaluated
citogenetic parameters when compared with the negative control. Two metabolic
pathways that suffer direct influence of mercury may be related to the results
obtained. The first is the way in which acts the dUTPase enzyme that, when
unbalanced, makes DNA strand breakable. The other one is the Glutathione
pathway, which is related to the control of the levels of free radicals, and whose
imbalance increases the production of reactive oxygen species, leading to oxidative
stress. Based on these results, it was concluded that the low concentration of

mercury used in the chronic exposure model was genotoxic, clastogenic and



potentially mutagenic to cells of bone marrow from female Wistar rats treated for 30

days.

Keywords: Chromosomal aberrations; Bone marrow; Arterial pressure;

Cytogenetics; Clastogenicity;
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1 INTRODUCAO

1.1 METAL TOXICO

O mercuario se apresenta em diversas formas quimicas, dentre elas o mercurio
elementar ou metélico, os compostos inorganicos, ou ainda formando compostos
organicos. A contaminacdo por mercurio é resultante da liberacdo/ descarte de
mercurio metalico e seus derivados no meio ambiente. No sedimento de
ecossistemas aquaticos, 0s microrganismos promovem a oxidacdo das formas
inorganicas a metil e dimetilmercurio (Betti et al., 1992; UNEP/WHO, 1995).

A forma com maior potencial toxico aos seres vivos € o metilmercurio ([CHsHg]"), o
qual facilmente se difunde pela cadeia alimentar, atingindo os seres humanos por
meio da ingestdo de alimentos oriundos de é&reas contaminadas (Krishnani &
Ayyappan, 2006; Mergler et al., 2007; Selin et al., 2010 ). Diversos estudos em
humanos e em outros animais tém relatado os efeitos adversos da exposicdo ao
mercurio, no que se refere a alteragdes na fisiologia cardiovascular (Wiggers, 2008;
Pecanha, 2009; Furieri, 2011), renal (El-Shenawy & Hassan, 2008), no
funcionamento do sistema nervoso (Kurland et al., 1960; Matsumoto et al., 1965) e

sobre a diviséo celular (Silva-Pereira et al., 2005).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo produzidos por processos fisiologicos naturais e continuamente
atuam como mediadores, transferindo elétrons em reacdes bioguimicas. Quando
produzidos em quantidades adequadas, os radicais possibilitam, por exemplo, a
geracdo das unidades de energia (ATP), a fertilizacdo de oOvulos e a ativacdo de

genes (Barbosa et al., 2010), sendo, portanto, elementos importantes para a
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manutencdo da homeostasia. Contudo, a producdo anormal dessas espécies
quimicas € alvo de preocupacéo, ja que o aumento na producdo de radicais livres
caracteriza a manifestacdo de doencas humanas, tais com cancer e doencas

cardiovasculares (Jacob & Burry, 1996).

A periculosidade do mercuario também se relaciona ao fato de ele possuir grande
afinidade pelos grupos sulfidrila (-SH), acido alfa lipéico (AAL) e glutationa (GSH),
que sado responsaveis por cerca de 10-50% da capacidade antioxidante das
proteinas plasmaticas. O mercurio substitui o zinco, cobre e outros metais-trago em
ligagbes com metaloproteinas, o que reduz a efetividade das metaloenzimas. Além
disso, provoca disfungcdes mitocondriais diminuindo, por um lado, a producédo de
ATP e glutationa reduzida, e, em contrapartida, aumentando a peroxidacao lipidica.
Em suma, o mercurio reduz a disponibilidade de antioxidantes, o que diminui a
defesa celular ao ataque de radicais livres e, por consequéncia, aumenta o estresse
oxidativo (Houston, 2007; 2011).

1.3 GENOTOXICIDADE E CLASTOGENICIDADE

A inespecificidade € uma das caracteristicas da genética toxicoldgica, no que diz
respeito ao estudo de um determinado efeito adverso a saude. Isso, porque avalia
efeitos genotdxicos em potencial, por serem considerados elementos precursores de
alteracbes graves que culminem, por exemplo, em céncer (Ribeiro & Marques,
2003). A genotoxicidade, entdo, trata-se da capacidade que um agente fisico,
quimico ou biolégico tem de alterar a estrutura do DNA, ou de uma forma simplista,
é a toxicidade manifestada no material genético celular (Sorsa, 2011). Aqueles com
capacidade de promover quebra ou perda de cromossomo sado denominados
clastogénicos (Tucker & Preston, 1996), e h4 elevado grau de associacdo entre as
respostas positivas encontradas nos testes de toxicidade genética e a

carcinogenicidade, tanto em roedores quanto no homem (Ribeiro & Marques, 2003).
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Segundo Houston (2007), diversos estudos tém demonstrado que o mercurio gera
radicais de oxigénio. O aumento na quantidade de estudos dessa natureza permite
evidenciar que metais toxicos e carcinogénicos sao capazes de interagir com
proteinas nucleares e DNA, causando dano oxidativo em macromoléculas

biolégicas.

A formacéo de nucleobases (produtos tipicos, resultantes de ataque dos radicais de
oxigénio ao DNA) nas células animais cultivadas em meio contendo metais
carcinogénicos, é uma forte evidéncia que sustenta a hipdtese da natureza oxidativa
do dano genotoéxico (Valko et al., 2005). Estudos mais especificos demonstraram
gue metais, dentre eles o mercurio, produzem radicais reativos, que danificam o
DNA, causam peroxidacao lipidica e alteracdes nas proteinas, ligando-se a o0s

grupos sulfidrila nelas presentes (Chen et al., 2005).

Outros estudos indicam que o dano oxidativo ao DNA contribui ativamente para a
formacdo da placa de ateroma (Andreassi, 2003; Weakley et al., 2010). Ha ainda o
fato de que a identificagcdo de poliploidias, anomalias cromoss6micas e mutacgdes,
auxilia na compreensdao de como lesdes no material genético celular podem
contribuir para o desenvolvimento de doencas graves como a Colaginite
Esclerosante Primaria (DeHaan et al., 2007) e prejuizos bioquimicos severos (Reeve
et al., 2008). Rotineiramente, testes de toxicidade genética tém sido utilizados para
avaliar o espectro toxicologico de compostos quimicos e medicamentos (Ribeiro &
Marques, 2003).

by

No que diz respeito a influéncia do mercario na dinamica celular, estudos tém
alertado sobre o seu potencial genotoxico e mutagénico na forma de diferentes
compostos, como amalgamas dentarias (Akiyama et al., 2001), o metil e o
etilmercurio (Popescu et al., 1979; Amorim et al.,, 2000), e o cloreto de mercurio
(Shurz et al., 2000), os quais conhecidamente promovem alteracdes citogenéticas,
como aberragbes cromossdmicas, formagao de micronudcleo e excisdo de cromatides

irmas (Silva-Pereira et al., 2005).
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Apesar dos grandes avancos e descobertas sobre os mecanismos de acdo deste
metal no organismo de mamiferos, nota-se ainda o uso de doses elevadas nos
tratamentos (0,5 mg/kg nos estudos in vivo de EI-Shenawy e Hassan, 2008; 50 mM
nos estudos in vivo de Shurz et al., 2000 e de 0,1 a 1000ug/l nos estudos in vitro de
Silva-Pereira et al., 2005), ainda que sejam consideradas, por alguns desses
autores, doses baixas.

1.4 ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Qualguer agente mutagénico é capaz de promover lesées no DNA celular, as quais
sdo reparadas por diversas vias, como por exemplo, a excisdo de nucleotideos, o
mecanismo de reparo por excisdo de base, a juncdo de extremidades nao
homélogas, a reparacéo por recombinacdo homdéloga e o reparo de pontes cruzadas
(Natajaran & Palitti, 2008). Quando uma gama de modificacdes sem reparo no DNA
se acumula e torna-se visivel ao microscopio, recebe a denominacdo Aberracéo
Cromossomica (AC) (Obe et al., 2002).

Savage discorre sobre a ‘Teoria Molecular’ em seu trabalho de 1998. O autor afirma
qgue a interpretacdo das aberracdes cromossdmicas tomou uma abordagem mais
molecular, devido ao avanco dos estudos e a maior compreensdo sobre a
complexidade da arquitetura intranuclear. A integridade do DNA cromossomico e a
grande quantidade de mecanismos associados a sua manutencdo e/ou reparo,
permitem inferir que a quebra em uma unica fita (do inglés Single Strand Break)

pode se tornar um gatilho para a propagacao de uma leséo.

Pontos suscetiveis a quebras (do inglés Breakpoints) ndo séo distribuidos de forma
aleatéria nos cromossomos, eles ocorrem com maior frequéncia em regides de
cromatina ativa. Regides eucromaticas como o teldmero e regides repetitivas
intersticiais, também desempenham papel fundamental na formacdo de AC. Trocas
simétricas entre cromatides homodlogas e aberragbes cripticas em regides
subteloméricas s@o constantes e estdo associadas a anormalidades humanas
congénitas (Obe et al., 2002).
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Grandes alteragbes cromossomicas e a maior parte das mutagcées espontaneas em
células sométicas de mamiferos estdo associadas ao cancer. Algumas aberracdes
especificas, manifestadas apds a exposicdo a agentes cancerigenos, tendem a
encurtar o caminho que leva ao inicio da doenca (Bailey & Bedford, 2006). Em
células cancerosas as taxas de instabilidade cromossd6mica, avaliadas por meio de
ganho/perda de cromossomos inteiros ou segmentos cromossomicos, sao elevadas

e podem causar desequilibrio na expresséo génica (Gollin, 2005).

As aberragBes cromossGmicas numéricas e estruturais sdo importantes
biomarcadores de exposicdo a agentes nocivos ao DNA. Tais anormalidades tém
sido associadas a neoplasias, anomalias congénitas (frequéncia de 0,6% de
aberracdes cromossdmicas, no total de nascidos vivos) e abortos espontaneos
(Natarajan, 2002; Obe et al., 2013).

Estudos de prospeccao indicam que ha correlacédo entre a manifestacdo do cancer e
0 aumento na frequéncia de aberracdes espontaneas em linfécitos periféricos. Esses
dados conferem ao ensaio de AC em linfocitos de sangue periférico sensibilidade
suficiente para que seja aplicado nos casos em que ha suspeita de exposicao a
agente genotéxico (Tawn & Whitehouse, 2001; Natarajan, 2002).

E necessario salientar que as aberra¢cdes cromossdmicas ainda sdo reconhecidas
como o Unico biomarcador valido para apontar o risco de cancer em humanos
(Durante et al.,, 2013). Esse fato ressalta a importancia da compreensdo dos
mecanismos de formagao das AC, bem como de suas vias de reparo e protecao ao
DNA (Natarajan, 2002; Natarajan & Boei, 2003; Natajaran & Palitti, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos com modelos crénicos de baixa dosagem de mercurio elucidaram aspectos
importantes das correlacfes entre o sistema cardiovascular, a dose e o tempo de
exposicao ao metal. Esses resultados possuem alta relevancia no que diz respeito
aos cuidados com o risco cardiovascular, j& que sao reflexo de um tratamento que

simula o modelo de exposi¢ao crbnica em seres humanos.

Apesar de nas Uultimas décadas terem ocorrido muitos avangos nos estudos
toxicolégicos sobre a exposicdo ao mercurio e seus derivados, ainda ha lacunas a
serem preenchidas, principalmente no que diz respeito a genotoxicidade e

mutagenicidade em modelos crénicos de intoxicacao.

A caréncia de informacbes que quantificassem ou qualificassem os efeitos
citotoxicos, genotoxicos ou mutagénicos que a exposicdo crbnica a intoxicacdo por
baixas concentracdes de cloreto de mercurio pode apresentar em células de medula

Ossea de ratos Wistar fémeas, levou ao desenvolvimento deste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e dimensionar o potencial genotoxico do mercurio em células da medula
O0ssea do rato Wistar normotenso quando exposto a um modelo crénico de

intoxicacao por cloreto de mercurio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a ocorréncia de alteragcbes nos parametros hemodindmicos tais como: pressao
arterial média, sistélica e diastdlica, e frequéncia cardiaca em fémeas de ratos Wistar, ao

final dos tratamentos com cloreto de mercurio;

Investigar a presenca de aberragdes cromossdmicas nas metéfases das células de medula

O6ssea dos animais tratados durante 15 e 30 dias com cloreto de mercdurio;

Qualificar os diferentes tipos de aberracdes cromossémicas presentes nas células

medulares de fémeas de ratos Wistar, ao final do periodo de exposicdo crénica ao metal;

Identificar possiveis diferencas entre os tratamentos de 15 e 30 dias, quanto as medidas

hemodinamicas e & ocorréncia de aberragfes cromossémicas nas células de medula 6ssea.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DILUICAO E ARMAZENAMENTO DAS SOLUCOES DE CLORETO DE
MERCURIO

As Solucdes de Cloreto de Mercurio (HgCl,) aplicadas nos animais foram obtidas por
meio de diluicdo seriada, conforme descrito no trabalho de Wiggers (2008) e
disposto na figura 1. A massa de 0,01302g de HgCl, (Sigma Aldrich) foi pesada e
dissolvida em um total de 10 mL de solucao salina de Cloreto de Sédio (NaCl) 0,9%.
Essa solucao recebeu o nome de Estoque 1. A solugcao de Estoque 2 foi obtida por
meio da diluicdo de 0,1mL da Solucédo Estoque 1 em 9,9mL de solucdo salina. A
Estoque 2 foi aliquotada em quatro tubos de 2,5mL e renomeada como Dose de
Ataque para posterior aplicacdo nos animais no primeiro dia de tratamento. O
volume restante da solucéo foi utilizado nas diluicdes seguintes e armazenado em
tubo plastico do tipo falcon de 14 mL. O volume de 1mL da Estoque 2 foi diluido em
9ml de solucdo salina para obtencdo da Solucdo Estoque 3. A Dose de
Manutencdo, que foi a solucéo utilizada ao longo dos 14 ou 29 dias de tratamento
dos animais, foi obtida com a diluicdo de 13,5 pL da solucdo Estoque 3 em 86,5 uL
da solucao salina. Um volume total de 50mL da Dose de Manutencao foi preparado,
sendo que 25mL foram aliquotados em 10 tubos de 2,5mL para uso e o restante da
solugdo foi disposto em tubo tipo falcon de 50mL. Todas as solucdes foram
conservadas em tubos protegidos da luz e armazenadas em freezer com

temperatura de -20°C.
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4 = Vvd x Cp

Peso aproximade do rate = 300 g (80% de agua)

Vd = 240 ml considerandes gue o mercirie distriboi-ze fgualmente pels
organisme a concentragia plasmitica desedada em ng/ml fol calewlada
conhecando-se o PM do HgCls:

PM= 271,59 = 1L = 1M 0,000000271lmg = 1 ml = 1nM
x - = 20nM
271, 8mg - 1ml - 1M % = 5, d3ng/ml
Loyt -
5,43ng = 1ml

dose & administrar = 240ml = 5,43ng/ml
dose = 1303,2 ng (massa para injetar para obter 208M em 240 ml de
valume) = 1% DOSE

dose/kg= 4,8 pglEg

Supondo gue na primeira injegdo temos 20nM no rato & & meis-vida do
HgCl, & de 37 dias. Em 37 diss s=e elimina & metade da dose (1303,2
ngl, ou seja, 851,609

37 dias - 831,46 ng
1 dia = %

¥ = 17,681 ng massa das doses subsequentes

Todes o dias subsecusntes fol injetads somente o ogue se eliminaria.
As doses foram ajustadas ao peso do animal.

Ex: 0,1 ml para 300 g
W omm————- 400 g
= 0,13 ml (guantidade a ser injetada em um rateo de 400 g)

Figura 1: Descricdo do protocolo de diluicdo do mercurio para a obtencao das
doses de ataque e manutencdo, utilizadas nos tratamentos com duracado de 15 e
30 dias (Retirado de Wiggers, 2008).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) normotensos foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). O protocolo

metodoldgico utilizado neste estudo foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de
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Animais (CEUA), da UFES, e teve certificado de aprovag¢do emitido sob o nimero
052/2012.

Esse protocolo incluiu o tratamento crénico com injecdo intramuscular (i.m.) de
cloreto de mercurio para obtencdo da concentracdo plasmatica final aproximada de
30 nM, leitura da frequéncia cardiaca (FC) e afericdo da pressao arterial (PA) por

meio do transdutor de forca e, coleta de medula 6ssea apos o sacrificio dos animais.

4.3 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Durante o0s experimentos foram utilizados 36 animais, que permaneceram
acondicionados em gaiolas devidamente identificadas. A aclimatacdo ocorreu no
biotério do Laboratorio de Eletromecanica Cardiaca e Reatividade Vascular da
Universidade Federal do Espirito Santo, respeitando o periodo minimo de 72 horas,
conforme diretrizes estabelecidas pela Boston University (2009). No local, a
temperatura foi controlada e periodos claro/escuro intercalados a cada 12 horas.
Agua e racdo padrdo (Presence da Purina®) foram oferecidas para livre consumo.
Durante todo o tratamento, as inje¢cfes e troca da palha foram realizadas pelas
mesmas pessoas, sempre no periodo da manhd, de forma a minimizar o estresse

decorrente da manipulacao.

Grupos de seis animais foram formados e a cada um deles foi atribuido um namero
de 1 a 6, que foi marcado em sua cauda com caneta de tinta permanente. Apés a
marcagao, houve randomizagé&o por sorteio, e cada grupo foi subdividido de forma a
conter dois individuos Controle Positivo (CT+), dois Controle Negativo (CT-) e dois

Tratamento com Mercurio (HQ).

Os animais foram distribuidos em 6 grupos e receberam tratamento crénico com
duracdes de 15 ou 30 dias. Os individuos dos grupos foram tratados com injecdes
i.m. de cloreto de mercurio (No Grupo Hg), Solugéo Salina de Cloreto de Sédio 0,9%

(No Grupo CT -) ou Salina + Cisplatina (No Grupo CT +).



32

Na primeira dose, para os animais dos grupos Hg foi utilizada uma solugcdo com
concentracdo maior de mercario para elevar imediatamente a concentracdo
desejada do metal no plasma. A partir do segundo dia de tratamento foi utilizada a
dose de manutencdo, que repde as perdas do mercurio e mantém a concentracao

plasmatica préxima a 30 nM.

Para evitar a precipitacdo do metal e neutralizar possiveis efeitos inflamatorios,
houve alternancia das injecdes nas patas traseiras, a cada cinco dias consecutivos
de aplicacdo, como mostra o esquema descrito na tabela 1. Para a correcdo das
doses, os animais foram pesados a cada cinco dias e a dose recalculada com o

valor médio dos pesos dos seis animais do grupo.

Para os animais CT+ o tratamento foi idéntico ao dos CT- até as 24 horas que
antecederam o sacrificio, ou seja, nos dias 14 ou 29 dos tratamentos de 15 ou 30
dias, respectivamente. Nesses dias, foi aplicada a cisplatina na concentracdo de 10

mg/kg.



Tabela 1 — Sequéncia da aplicacéo das injec6es de HgCl, nas patas traseiras dos animais do grupo Hg.

PREFERENCIAS PARA INJECAO - TRATAMENTO DE 15 DIAS

Revezamento de Injegcédo | Dias 1- 5 | Dias 6-10 | Dias 11-15 | Dias 16-20 | Dias 21-25 | Dias 25-30
Pata Traseira Direita SIM NAO SIM
: _ _ TRATAMENTO DE 15 DIAS
Pata Traseira Esquerda NAO SIM NAO

PREFERENCIAS PARA INJECAO - TRATAMENTO DE 30 DIAS

Revezamento de Injegcdo | Dias 1-5 |Dias 6-10 | Dias 11-15 | Dias 16-20 | Dias 21-25 | Dias 25-30
Pata Traseira Direita SIM NAO SIM NAO SIM NAO
Pata Traseira Esquerda NAO SIM NAO SIM NAO SIM

33
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4.4 HEMODINAMICA

Os animais foram pesados para o célculo da dose individual do anestésico. Cada
animal recebeu injecdo de Uretana (1,2 mg/kg/i.p.) e os reflexos foram testados a fim
de evitar qualquer sofrimento durante o procedimento cirdrgico. Somente apds a
certificagdo da auséncia de reflexos teve inicio a cirurgia.

Na altura da traqueia foi realizada a tricotomia no local indicado pela figura 2A. Em
seguida foi feita uma incisdo com auxilio de tesoura e pinca para expor a musculatura
e 0s vasos adjacentes. A artéria carétida foi localizada e dissecada (Figura 2B). Nela
foi realizada uma pequena incisdo para a introducédo e passagem da canula (PE-50/
Clay Adams) preenchida com solucédo de heparina 50 U/mL. A canula foi conectado o
transdutor de forca (TSD 104A- Biopac) que registrou os valores da presséo arterial

sistolica, diastélica, média e da frequéncia cardiaca.

Figura 2: Localizacdo e disseccdo das estruturas durante a
canulacdo da artéria carétida. Em A o quadrado evidencia o local
onde ocorre a tricotomia e a incisdo para exposi¢do da musculatura
(Modificada de Khajuria et al., 2012); Em B a seta aponta para a

artéria car6tida, na qual é introduzida a canula (Foto: Gilson Bras).
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O tempo minimo de vinte minutos foi aguardado para a estabilizacdo das leituras no
sistema (MP 30 Biopac Systems, Inc; CA). ApGs a coleta dos registros, a canula era

desconectada do sistema e retirada do vaso.

4.5 OBTENCAO DAS AMOSTRAS PARA CITOGENETICA

Imediatamente ap6s o término das leituras hemodindmicas, os animais foram
conduzidos ao Laboratorio de Genética Animal da UFES, onde teve inicio o protocolo

para obtencdo da suspenséo celular de medula éssea.

Adaptado do protocolo de Guerra & Souza (2002), para cada 200 g de peso corporal,
1 mL de solucéo de colchicina 0,1% foi injetado por via subcutanea na coxa direita de
cada animal. O periodo de incubacéo foi de 25 minutos. Em seguida, o animal foi
sacrificado por exsanguinacéo e o fémur direito retirado para obtencéo da suspenséo

celular.

Para retirada do fémur, foi feita uma incisdo na altura do joelho do animal, com
desligamento dos tendbes e desarticulagdo do osso. No primeiro momento, foi
preservada a cartilagem que cobria a epifise. A extremidade superior do fémur, que
estava articulada a bacia, foi deslocada e, com o auxilio de tesoura, desarticulada. A
epifise foi cortada, deixando livre a medula do osso para a passagem da solucdo
hipotbnica de KCI 0,075M, utilizada durante a lavagem. A cartilagem anteriormente
preservada foi removida e uma agulha 23 G inserida para conduzir 7 mL de solugéo
hipotdnica. A lavagem e homogeneiza¢do da suspensao celular da medula ocorreram
em placa de Petri. O material resultante foi aspirado, transferido para um tubo tipo
falcon de 14 mL e disposto em banho-maria a temperatura de 37°C, onde

permaneceu por 40 minutos.

Para a fixacdo do material foi preparada, 30 minutos antes do uso, a solucao fixadora
contendo Metanol P.A. e Acido Acético P.A. na propor¢do de 3:1. A solugdo foi

armazenada a -20°C, em recipiente com tampa para evitar a evaporacao.
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ApO6s banho-maria, a suspenséo celular foi pré-fixada por cinco minutos com seis
gotas de solucdo fixadora gelada. Em seguida foi fixada com 3 mL de solucao
fixadora gelada. Nas duas etapas acima descritas, o contetdo do tubo foi lentamente

homogeneizado.

ApGs centrifugagéo por 7 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante de todas as amostras
foi descartado. A ressuspensdo do material foi realizada com 7 mL de solucéo
fixadora gelada, seguida de centrifugacdo a 1000 rpm por 7 min e descarte do
sobrenadante. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. O material resultante
foi diluido e homogeneizado em aproximadamente 2 mL de solucgéo fixadora gelada -
o volume varia de acordo com a quantidade de material obtido apds as centrifugacdes
- e duas gotas foram pingadas em cada lamina. Para cada animal foram pingadas

cinco laminas que secaram ao ar por, no minimo, 24 horas.

AplOs a secagem, todas as laminas passaram pelo processo de hidrolise, sendo
imersas em solucdo de Acido Cloridrico (HCI) 1 N, a 60 °C por 7 minutos e, em
seguida, lavadas com agua destilada e secadas ao ar. As laminas foram coradas com
Giemsa (MERK) e solucdo A+B (NaCl e KCI) na proporcéao de 1:30, durante 5 minutos

e novamente lavadas com agua destilada e deixadas para secar ao ar.

4.6 ANALISE CITOGENETICA PARA AVALIACAO DAS ABERRACOES
CROMOSSOMICAS

Para cada animal foram analisadas, as cegas, 100 metafases em fotomicroscépio
optico Nikon Eclipse 40i. Para as analises das aberragcbes cromossOmicas foram
consideradas metafases bem espalhadas com grau de condensacao suficiente para

possibilitar a observag¢ao da morfologia dos cromossomos.

Todas as metafases que possuiam o0 minimo de um cromossomo com anomalia foram

consideradas metéfases aberrantes, conforme demonstrado na figura 3.
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100X 100X

Figura 3: Registros de duas metafases com apenas uma aberracao cada uma. Em A é possivel
visualizar, indicada pela seta, uma quebra; Em B a seta aponta para uma aberracéo do tipo gap.

Observagéo em fotomicroscépio Optico (objetiva de 100X).

O registro das imagens foi obtido por meio do software GraphPad 2.0 (Applied
Spectral Imaging, Software, USA).

Uma Unica pessoa realizou as analises de todas as laminas, e foram registradas
apenas as aberracdes evidentes, como quebras, cromossomos em anel, gaps (erros)

e desestruturacdo da metafase (pulverizacoes).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foram aplicados o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, e
o teste paramétrico t de Student, conforme descrito na tabela a seguir (Tabela 2). O
software utilizado foi Prisma 5.01 (GraphPad, Software, USA), sendo os resultados
apresentados como média * desvio padrao da média, e considerados significantes ao
nivel de 5%.
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Tabela 2: Descrigdo dos tipos de testes estatisticos e suas respectivas aplicagdes nos dados do estudo.

Teste

Variavel

Dado

Comparacgéo

t de Student

Presséao Arterial;
Pressao Sistdlica;
Pressao Diastélica;
Frequéncia

Cardiaca.

Média

Grupo Controle Negativo X Grupo Mercurio

Mann-Whitney

Aberracdes

Cromossbmicas

Frequéncia Absoluta

Tipos de Aberracdes

Cromossoémicas

Quantidade de
Cromossomos afetados por

Tipo de Aberragéo

Grupo Controle Positivo X Grupo Controle Positivo e

Grupo Controle Negativo X Grupo Mercurio
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Foram calculados a média e o desvio padréo dos valores de cada um dos grupos.
Quando presentes, os valores aberrantes (outliers) foram excluidos e substituidos

pelos valores médios de seus respectivos grupos.

As comparagfes ocorreram entre os dados dos grupos CT- e CT+. Apés a validacao,
os dados de CT- foram comprados aos dados do grupo Hg a fim de obter as

informacgdes sobre a significancia estatistica.



5 RESULTADOS

5.1 PESO E IDADE

A diferenca de idade observada entre os individuos de um mesmo grupo nao foi
superior a trés dias, sendo a idade média observada ao final dos tratamentos foi de
114 dias. Para os animais de todos os grupos, o peso médio observado ao final do
tratamento foi de 257 g. Um resumo dos valores de pesos médios é demonstrado na
tabela 3. Foi aplicado o teste t para simples conferéncia e ndo foi encontrada

diferenca estatisticamente significante entre os pesos dos grupos tratados por 15 dias

e 30 dias.

Tabela 3 — Pesos médios dos seis animais de cada um dos grupos ao final

dos tratamentos de 15 e 30 dias.

15 dias
Grupo | Peso Inicial Média | tEPM | Peso Final | Média | tEPM
G1 246 254
G3 247 243 1,2 266 255 4,8
G4 236 245
30 dias
Grupo | Peso Inicial Média | tEPM | Peso Final | Média | tEPM
G2 235 273
G5 245 245 3,4 250 258 3,5
G6 233 251
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5.2 HEMODINAMICA

Abaixo seguem dispostos na figura 5 os dados obtidos apds processamento dos
registros hemodinamicos, representados por suas médias. Na Pressdo Arterial
Sistélica (PAS) ndo houve diferenca significativa quando comparado o grupo controle
com o grupo mercurio (Figura 4A). Da mesma forma, os dados da Pressao Arterial
Diastélica (PAD) também néo apresentaram diferenca estatisticamente significante
guando comparados os dois grupos (Figura 4B). Na Figura 4C esta disposto o
resultado da Pressao Arterial Média (PAM), o qual ndo foi significativo do ponto de
vista estatistico. A comparacédo entre os dados de Frequéncia Cardiaca (FC) também
retornaram valor de p>0,05, como pode ser observado na figura 5D.
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Figura 4: Grafico comparativo entre os dados hemodinamicos dos grupos controle e tratamento com
mercurio (teste t de Student, n = 6 para cada grupo). Em A, B, C e D, respectivamente, comparacao
das médias da PAS, PAD, PAM e FC; C-/ 15D — Animais controle do tratamento de 15 dias; Hg/ 15D —
Animais mercurio do tratamento de 15 dias; C-/ 30D — Animais controle do tratamento de 30 dias; Hg/

30D — Animais mercurio do tratamento de 30 dias. As barras representam a média + desvio padrao.
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5.3 GENOTOXICIDADE E CITOTOXICIDADE

Durante as analises das laminas, foram encontrados quatro tipos de aberracfes
cromossOmicas, as quebras, os gaps, 0os cromossomos em anel e as pulverizacoes,
as quais estdo exemplificadas na figura 5. Para cada tratamento, abaixo serao

descritos os resultados obtidos referentes ao tipo de aberracdo contabilizada.
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Figura 5: Imagens de todas as aberracdes cromossdmicas registradas durante observagéo
sob microscopia Optica (objetiva de 100X). Em A o evento de pulverizagdo, caracterizado pela
ocorréncia de eventos aberrantes em quase todos 0s cromossomos de uma Unica metéafase;
Em B a seta indica uma quebra em um dos bracos do cromossomo; Em C a seta maior indica
um gap que associou trés cromossomos, enquanto a seta menor indica outra aberracao do

tipo gap; Em D a seta aponta para um cromossomo em anel.
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5.4 ABERRACOES CROMOSSOMICAS

5.4.1 Tratamento por 15 Dias

5.4.1.1 Frequéncia absoluta de aberragdes cromossomicas

Os dados foram validados através da comparacdo entre o controle positivo, tratado
com cisplatina, e o controle negativo, tratado com solucéo salina de NaCl 0,9% (p <
0,05).

Quando comparados os numeros de metafases com aberracdes dos grupos controle
negativo e mercurio, as diferencas foram significativas, como pode ser observado na

figura 6.
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Figura 6: Teste de Mann- Whitney para comparagdo entre o
nuamero de Metafases Aberrantes do grupo controle (n = 6) e
do grupo tratado pelo periodo de 15 dias (n = 6). Cada barra
representa a média do nimero de Metafases Aberrantes do
grupo Controle Negativo (C-) e do grupo Tratamento com
Mercurio (Hg); *p <0,05.
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5.4.1.2 Quebras

Um dos tipos de aberragbes cromossodmicas encontrados nas amostras foi a quebra.
Foram contabilizadas as metafases além da quantidade de cromossomos que

continham esse tipo de aberracéo e o resultado foi plotado na figura 7.

Quando comparados os dados dos grupos controle negativo e tratamento por 15 dias
com mercurio, a diferenca encontrada nao foi significante tanto para o numero total de
guebras encontradas nas metafases com aberracées cromossémicas (p > 0,05),
guanto para 0 numero de cromossomos com quebra, contabilizados no total de

metafases andmalas (p > 0,05).

Total Quebras

Cromossomos com Quebras

Figura 7: Grafico comparativo entre as médias dos grupos controle negativo (C-) e tratamento
com mercurio por 15 dias (Hg). A figura A mostra os resultados do teste de Mann- Whitney
para a comparacdo entre as médias dos totais de metafases que apresentam quebra (p >
0,05). Em B a representacao das médias do nimero de cromossomos com quebras para

cada um dos grupos (p > 0,05). Cada barra representa a média + desvio padrdao da média.
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5.4.1.3 Gaps

Na figura 8 estdo dispostos os resultados da comparacdo entre 0os grupos controle
negativo e tratamento com mercuario. O numero Total de Gaps, representado pela
figura 8A apresenta diferenca significativa. Por outro lado, quando comparados os
nameros de cromossomos afetados pela anomalia do tipo Gap, o p-valor foi ndo

significante (figura 8B), embora com valor limitrofe.

104

Total Gaps

Cromossomos com Gaps

Figura 8: Os gréaficos mostram a comparacédo entre as médias dos dados da anomalia do tipo
Gap para os grupos controle negativo (C-) e tratamento com mercurio por 15 dias (Hg),
obtidos por meio do teste de Mann- Whitney. Cada barra representa a média + desvio padrao
da média. Em A, foram comparadas as médias dos totais de metafases que apresentam esse
tipo de anomalia (* p<0,05). De forma similar, B representa as meédias dos totais de

cromossomos com Gap (p=0,05).
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5.4.2 Tratamento por 30 Dias

5.4.2.1 Frequéncia absoluta de aberracdes cromossémicas

O experimento foi validado por meio da comparagdo entre os dados dos grupos
controle positivo e negativo, e os resultados foram significantes.

Como pode ser observado na figura 9 a comparacdo entre 0S grupos controle
negativo e tratamento por 30 dias com mercurio retornou com valor de p <0,05, sendo
considerada uma diferenca perceptivel do ponto de vista estatistico.
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Figura 9: Comparagdo entre o niumero de Metafases Aberrantes do
grupo controle e do grupo tratado pelo periodo de 30 dias. Cada barra
representa a média * desvio padrdo da média das Metafases
Aberrantes dos grupos Controle Negativo (C-) e Tratamento com

Mercurio (Hg); Teste de Mann- Whitney **p < 0,05, com n = 6.
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5.4.2.2 Quebras

Para o tratamento de 30 dias, também foram encontradas aberracfes do tipo quebra.
Na figura 10 estdo dispostos os resultados provenientes da contabilizacdo do nimero

de metafases e do numero de cromossomos que continham este tipo de aberracéo.

Para o numero total de metafases que apresentaram aberracdo do tipo quebra,
guando comparados os dados dos grupos controle negativo e tratamento por 30 dias
com mercurio, a diferenca encontrada foi significante (Figura 10A). Da mesma forma a
comparagdo com o0 numero de cromossomos que apresentaram quebras retornou
valor de p<0,05 (Figura 10B).

Total Quebras

Cromossomos com Quebras

Figura 10: O grafico apresenta a comparacdo entre as médias dos grupos controle negativo
(C-) e tratamento com mercurio por 30 dias (Hg). Em A cada barra representa a média +
desvio padrdo da média dos totais de metafases que apresentam quebra (*p < 0,05),
enquanto em B representam os numeros de cromossomos com quebras para cada um dos

grupos (*p < 0,05).
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5.4.2.3 Gaps

Os resultados da comparacao entre 0s grupos controle negativo e tratamento com
mercurio estdo dispostos na figura 11. O numero total de metafases com Gaps esta
representado pelos valores médios na figura 11A, e apresenta diferenca significativa.
Da mesma forma, quando comparados 0os numeros de cromossomos afetados pela

anomalia do tipo Gap, foi observada que a diferenca foi significante (Figura 11B).
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Figura 11: Representacdo grafica da comparacéo entre as médias dos dados da anomalia do
tipo Gap para os grupos controle negativo (C-) e tratamento com mercurio por 30 dias (Hg). Em
A cada barra representa a média + desvio padrdo da média dos totais de metafases que
apresentam esse tipo de anomalia (**p < 0,05). Da mesma forma, B representa as médias dos

totais de cromossomos com Gap (**p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 PESO E IDADE

Quanto ao peso e a idade nao foi encontrada diferenca significante entre os valores
das médias dos grupos testados (p > 0,05). E importante destacar neste ponto, que
todos os animais utilizados nos experimentos compdem um grupo homogéneo no que
diz respeito ao peso. Como ndo foi encontrada diferenca estatisticamente perceptivel
entre as meédias dos pesos, é possivel inferir que o método de selecdo e
randomizacdo dos grupos foi eficiente para evitar vieses advindos de variacfes na

massa corpolrea dos animais.

A idade também é um fator cuja variacdo tem influéncia em experimentos que avaliem
citotoxicidade e mutagenicidade. A literatura indica a idade como um fator que
predispde ao aumento da frequéncia de erros provocados pela fragilizagéo do sistema
de reparo (Bendtsen et al.,, 2012). Por esse motivo, 0 uso de animais jovens foi
cuidadosamente determinado desde o desenho experimental. Os animais utilizados
em cada grupo randomizado possuiam a mesma idade e os grupos dos tratamentos

(CT+; CT- e Hg) apresentaram variagcdo maxima de cinco dias entre si.

Uma vez que o modelo experimental em que cada grupo contendo dois animais CT+,
dois animais CT- e dois animais Hg seguiu as diretrizes descritas por Ribeiro (2003),

infere-se que a variavel idade n&o influenciou nos demais resultados obtidos.

6.2 HEMODINAMICA

A auséncia de alteracdo dos parametros hemodinamicos foi considerada um produto
esperado, sendo ja& documentada pela literatura a influéncia do mercurio na
reatividade vascular sem alteracdo na pressao arterial. (Wiggers, 2008; Furieri et al.,
2010; Lemos et al., 2012).
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Devido a auséncia de estudos com fémeas, os dados aqui apresentados nao se
tratam de uma repeticdo, mas sim da certificacdo de que ndo ha influéncia do género

nas medidas hemodinamicas.

6.3 GENOTOXICIDADE E CITOTOXICIDADE

6.3.1 Frequéncia Absoluta de Aberraces Cromossdmicas

Mesmo em baixas concentragcbes o mercurio € capaz de promover alteracbes
morfologicas nos cromossomos das células da medula 6ssea de ratos. As alteragdes
presentes nas metafases dos animais tratados durante 15 e 30 dias foram as quebras

e 0s gaps, as quais foram mais profundamente analisadas e discutidas.

Devido ao baixo suporte estatistico observado para a Frequéncia Absoluta de
Aberracdes Cromossbmicas, fica evidente apenas que ha tendéncia das células
metafasicas sofrerem com o efeito genotdéxico do mercuario nos primeiros 15 dias de

tratamento.

Por outro lado, os dados de 30 dias apresentam permitem afirmar que o mercurio

apresenta efeito genotdxico no modelo de exposi¢ao crbnica utilizado.

6.3.2 Quebras

De forma mais evidente é possivel verificar que o baixo suporte estatistico observado
nos resultados de 15 dias para a frequéncia absoluta de aberracdes cromossémicas é
suportado pelos dados das aberracées do tipo quebra, encontradas nos animais

expostos ao mercurio.
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A auséncia de suporte estatistico, tanto para os dados do Total de Quebras quanto
para os do Numero de Cromossomos com Quebras , também evidencia a tendéncia a

genotoxicidade que as amostras do grupo tratado por 15 dias apresentam.

De modo a corroborar com os resultados da frequéncia absoluta de aberragbes
aromossomicas, o fato de os dados do total de quebras obtidos das amostras dos
animais tratados por 30 dias apresentarem suporte estatistico reforca a constatacao
da genotoxicidade provocada pelo mercurio, nas células de medula 6ssea dos grupos

expostos por 30 dias.

Da mesma forma, ressaltando a argumentacdo anteriormente descrita, quando
considerados os numeros de Cromossomos com Quebras dos grupos 15 e 30 dias,
os valores de p encontrados permitem inferir que a genotoxicidade do mercurio
manifesta-se apenas nas amostras dos grupos tratados por 30 dias, ou seja, € tempo

dependente.

6.3.3 Gaps

Para as aberracdes do tipo gap, os dados apresentam a mesma tendéncia que os da
frequéncia absoluta de aberracbes cromossOmicas, do total de quebras e dos
cromossomos com quebras. De modo geral, dados do tratamento com duragéo de 15
dias retornam valores de p com pouco ou nenhum suporte estatistico o que nao
permite afirmar sobre a existéncia de genotoxicidade. Enquanto no tratamento de 30
dias, a estatistica permite afirmar com clareza que o mercario promove efeito

genotoxico.

No caso do Total de Gaps encontrados em animais tratados por 15 dias, houve
diferenca perceptivel do ponto de vista estatistico, mas é importante destacar que
esta diferenca possui baixo suporte estatistico, colocando em davida a precisdo de
qualquer afirmacéo feita a respeito deste dado. Em contrapartida, a significancia
estatistica apresentada pelos dados dos animais tratados por 30 dias reforca a

ocorréncia de genotoxicidade.
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Quanto aos resultados do numero de Cromossomos com Gap, para 0s animais
tratados por 15 dias, ndo ha significancia estatistica. Entretanto, da mesma forma
como nos dados anteriores é possivel notar a tendéncia para a ocorréncia de
citotoxicidade. Ja nos resultados de 30 dias, € possivel notar ndo somente a

tendéncia, mas afirmar com segurancga que ocorre genotoxicidade.

Este estudo é a primeira documentacdo sobre a avaliagdo da genotoxicidade do
modelo crénico de intoxicagdo por mercurio proposto por Wiggers et al (2008). Apos a
analise dos dados como conjunto, o que fica evidente € a existéncia de uma janela
entre o 15° e o0 30° dia de tratamento em que alteracbes provocadas pela constante

exposicao ao metal levam ao aumento das lesGes provocadas no DNA.

A via de producdo da desoxitimidina monofosfato (dTMP), por exemplo, sofre
influéncia direta do Hg ?*, como mostra o0 esquema a seguir (Figura 12). O metal se
liga irreversivelmente ao sitio ativo da dUTPase (enzima conversora da desoxiuridina
trifosfato - dUTP em desoxiuridina monofosfato - dUMP ), provocando retencéo na via
e desbalanco da razdo dUTP/dTMP (Williams et al., 1987). Com o aumento da
concentracdo de dUTP, a incorporacgdo uracila ao DNA é favorecida, em detrimento a
de timina. Esse erro ativa o0 sistema de reparo por excisdo de base promovido pela
Uracil-DNA glicosilase, a qual retira cada uracila para que seja substituida (Nelson &
Cox, 2004). Com a presenca constante do mercurio, a via permanece congestionada
e a concentracao de dTMP ¢é insuficiente para preencher todas as lacunas geradas
pelo sistema de reparo. Mesmo com acdo de proteinas estabilizadoras como as
SSBs, o DNA fica suscetivel a ocorréncia de quebras em fita simples, ou dupla a qual
€ uma possivel explicagdo para o aumento na frequéncia de aberracdes

cromossdmicas observada nos individuos tratados com mercurio.
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Figura 12 — Figura esquematica da acdo do mercurio sobre via metabdlica da formacao de
desoxitimina monofosfato. Em A observa-se o efeito sobre o DNA quando o Hg se liga ao sitio
ativo da enzima dUTPase. A incorporacdo incorreta de uracila as fitas de DNA esta
representada pela letra ‘U’ em vermelho. A partir da excisdo das uracilas o DNA fragilizado
segue por um, de dois caminhos diferentes, dependendo da magnitude do dano sofrido. Em B
a via normal esta representada de forma simplificada, e com destaque para a area pontilhada

gue sinaliza o local onde o metal se liga.
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A forma mercarica também se liga a dois residuos de timina formando pontes
cruzadas (Rossman, 1981), as quais prejudicam o0s processos de replicacdo e
transcricdo do DNA. Além disso, causam alteracdes cromossdmicas consistentes com

guebra na fita, e se acumuladas, podem levar a célula a morte (Noll et al., 2006).

Outra via que merece destaque € a da Glutationa. Uma vez que o mercurio apresenta
grande afinidade por grupos sulfidrila, a glutationa atua como carreador do metal,
diminuindo a toxicidade intracelular (Miura & Clarckson, 1993). E também a maior
fonte de protecdo antioxidativa em eritrcitos humanos, e, embora ndo tenha sido
medida a sua concentracdo plasmatica, a literatura descreve que em presenca de
mercurio a glutationa tem a concentracdo de sua forma reduzida (GSH) diminuida,
enquanto a forma oxidada (GSSG) tem sua concentracdo aumentada (Lee et al.,
2002).

Apesar de, em concentracbes moderadas, a presenca de um agente
estressor/xenobidtico estimular o aumento na capacidade dos sistemas antioxidantes
celulares (Kromidas et al., 1990; Chen et al., 2005), ha um momento em que a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) supera o limite e o sistema

biolégico ndo mais consegue proteger a célula da ocorréncia de danos.

E possivel que o aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, associado a
diminuicdo e até mesmo inativacdo da defesa desempenhada por antioxidantes como
a glutationa, (Houston, 2011; Vassallo et al., 2011) também seja uma das justificativas

para a elevacado da frequéncia de aberracdes cromossémicas.
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7 CONCLUSAO

InUmeras vias metabolicas sdo afetadas em organismos expostos de forma crbnica a
intoxicagdo por mercurio, dentre elas estdo as vias relacionadas a manutengédo da
integridade do DNA. Como observado nos resultados, esse metal provoca 0 aumento
na ocorréncia de aberracdes cromossémicas de dois tipos, quebra e gap, em células
de medula 6ssea dos animais. Portanto, € possivel sugerir que o Hg tem sua
atividade clastogénica elevada a niveis estatisticamente perceptiveis apds 30 dias de

exposicgao.

Da mesma forma, conclui-se que a elevagcdo na atividade genotéxica e
potencialmente mutagénica do mercurio reflete-se no aumento da ocorréncia de gaps

e quebras nos cromossomos das células de animais tratados por 30 dias.

O estudo demonstra ainda que aparentemente o 15° dia de tratamento € um limiar a
partir do qual as vias de reparo e protegcédo antioxidante ao DNA tém sua eficiéncia
reduzida. Essa reducdo pode ser visualizada, do ponto de vista estatistico, por meio

da elevacéo nos numeros de aberracdes cromossdmicas.

Por fim, vale ressaltar que embora na literatura seja difundido o conhecimento sobre o
potencial clastogénico, genotéxico e mutagénico de mercurio, o presente estudo traz
dados sobre esses efeitos em um tratamento crénico com elevagcdo progressiva na
concentracdo plasmatica do metal. Como esse tratamento se assemelha ao modelo
de exposicdo humana, a intencéo é agregar os dados aqui descritos aos ja existentes,

no sentido de melhor compreender os mecanismos da toxicidade desse metal.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Para a execucdo do estudo houve limitagdo no fornecimento de animais pelo biotério,
devido a execucao de obras no prédio do Biotério Central da UFES, o que demandou

alteracdes no projeto originalmente proposto.

Outra limitacdo foi a possibilidade de concluir de forma clara sobre o potencial
mutagénico do mercurio, uma vez que os dados apresentados foram gerados com
base em andlises realizadas apenas em células sométicas. A avaliacdo do efeito
desse modelo cronico de exposicdo ao metal sobre as células germinativas seria
ideal, j& que o conceito de mutagenicidade inclui a probabilidade de transmisséo das
mutacdes para as geracdes seguintes. Contudo, seria necesséria a aplicacao de outra
metodologia, a qual, lamentavelmente, ndo se encaixava no cronograma de

execucao.

Apesar do volume de dados gerado ao longo da execucao desse estudo, a demanda
de informacgdes sobre os efeitos genotdxicos do tratamento crbnico com mercurio em
células germinativas abre possibilidades, tornando-se uma das perspectivas para

projetos futuros.
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RESUMO

Um dos compostos derivados de platina mais utilizados em tratamentos de cancer é
a cisplatina. A despeito da eficiéncia, seu uso fica limitado devido a alta toxicidade
que apresenta, principalmente no que se refere ao sistema renal. Diversas vias
metabolicas e processos fisiolégicos tem sido utilizados para explicar as
complicagbes advindas do tratamento com cisplatina, contudo nem todos processos
estdo plenamente descritos. O presente trabalho buscou avaliar se havia correlagcéo
entre a progressado no dano ao DNA e alteracfes em parametros hemodinamicos em
ratos tratados com uma Unica dose de cisplatina. Vinte e quatro horas apls a
injecdo, foram obtidas medidas de pressao arterial sistolica, diastolica e média, além
de frequéncia cardiaca. Da medula 6ssea foram obtidas amostras para avaliacao
das aberracbes cromossémicas. Os dados mostraram correlagdo negativa entre
cada um dos parametros hemodinamicos e as aberragcbes cromossOmicas, 0 que
permite observar que o aumento no numero de aberragfes reflete diretamente na

gueda da pressao arterial e na frequéncia cardiaca.

Palavras-chave: Aberragcdes cromossémicas; Hemodinamica, Quimioterapia;

Medula 6ssea; Frequéncia cardiaca.



ABSTRACT

One of the platin compounds currently used in cancer treatment is cisplatin . Despite
of its efficiency, the use is limited because of its high toxicity which occurs, primarily,
on renal system. Several metabolic pathways and physiological processes have
been used to explain the complications of treatment with cisplatin, however not all
processes are fully understood. The present study attempted to assess if there was a
correlation between the progression in DNA damage and changes in hemodynamic
parameters in rats treated with a single dose of cisplatin. Twenty four hours after
injection, systolic, diastolic and mean arterial pressure, in addition of heart rate were
obtained. Bone marrow samples were obtained for assessment of chromosomal
aberrations. The data showed a negative correlation between hemodynamic
parameters and chromosomal aberrations, which allowed to infer that the increase in

the number of aberrations is linked to the reduction of blood pressure and heart rate.

Keywords: Chromosomal aberrations; Hemodynamics; Chemotherapy; Bone

marrow; Heart rate.
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1. INTRODUCAO

1.1 CISPLATINA

A cis-diamminedichloroplatinum (Il), ou cisplatina, € um complexo quimico
coordenado planar, soluvel em agua, cuja estrutura é descrita como um atomo de
platina ligados a dois atomos de cloro e dois grupamentos amo6nio como mostra a
figura 1 (Prestayko et al., 1979).

cis-DDP, Cisplatin

Figura 1: Formula estrutural da csplatina.

Devido a suas caracteristicas quimicas, € o principal componente dos antitumorais
derivados de platina. O primeiro registro de sua administragcdo em um paciente com
cancer ocorreu no ano de 1971. Em 1978, tornou-se disponivel no Canada para a
pratica geral da oncologia e pouco tempo depois, teve utilizacdo difundida em todo
mundo (Lebwohl & Canetta,1998).

Antineoplasico de amplo espectro, a cisplatina é empregada no tratamento de
inimeros tipos de céancer (Lau, 1999). Atualmente, regimes combinados de
guimioterapia com cisplatina séo utilizados na primeira linha no tratamento contra o
cancer de células germinativas em testiculos e ovarios, cancer do epitélio ovariano,

de endométrio, do colo do utero (avancado), cancer de cabeca e pescoco, de
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bexiga, mesotelioma, cancer do epitélio pulmonar, melanoma maligno, carcinéides,
cancer do pénis, carcinomas adrenocorticais e carcinomas de origem desconhecida
(Desoize & Madoulet, 2002; Hanigan & Devarajan, 2003)

A eficiéncia da cisplatina é notavel, principalmente em terapias contra tumores
solidos onde os tratamentos convencionais normalmente falham, entretanto sua
toxicidade inspira precaucdes (Lebwohl & Canetta,1998; Hanada et al., 2000). Com
quase trés décadas de utilizacdo, ha relatos de que o tratamento com cisplatina
provoca efeitos indesejaveis tais como ototoxicidade, gastrotoxicidade,
mielosupressao, distdrbios eletroliticos como hipomagnesemia, hipocalemia,
hipofosfatemia, hipopotassemia e reacdes alérgicas. Além disso, desencadeia
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, que sé&o os principais fatores limitantes de sua
dosagem (Miller et al., 2010; Arunkumar et al., 2011).

1.2 NEFROTOXICIDADE

Apesar da melhora na resposta terapéutica com o aumento da dose, a terapia de
alta dosagem € Ilimitada devido a acumulacdo da cisplatina, que ocorre
principalmente nos rins e no tecido nervoso (Hanigan & Devarajan, 2003). Da
mesma forma como alcanca 0s objetivos terapéuticos, a cisplatina estimula
mecanismos inflamatérios e afeta as vias de protecdo antioxidante das células,

deixando-as susceptiveis a acdo de radicais livres (Nasri, 2013a).

Inflamacédo, inducdo da morte celular por apoptose, e necrose tecidual estédo
associados a toxicidade renal da cisplatina, a qual afeta principalmente o
seguimento S3 do tubulo proximal. Em consequéncia do efeito toxico as células
tubulares, ocorre redugdo do volume de sangue drenado promovendo hipoxia na
medula externa, o que agrava o dano renal (Weidemann et al., 2008). Ha relatos de
que até 30% dos pacientes tratados apresentaram injarias agudas nos rins e um
terco dos pacientes submetidos a terapia com cisplatina terminam o tratamento com

algum tipo de lesao renal irreversivel (Nasri, 2013a).
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Estudos tem sido desenvolvidos para melhor compreender a farmacocinética e a
farmacodinamica da cisplatina, buscando reduzir sua toxicidade. Urien e
colaboradores (2005), discutiram a administracdo por via oral como alternativa a alta
toxicidade do tratamento endovenoso com cisplatina. Esforcos também tem sido
empregados para o desenvolver e testar drogas alternativas, além questionar sobre
a influéncia de outros fatores, como a idade (Erdlenbruch et al., 2001; Minami et al.,

2004) e o género (Nasri, 2013b) no grau de toxicidade da cisplatina.

1.3 INFLUENCIA SOBRE O DNA

A configuracdo isomérica cis do complexo tem importancia chave, ja& que uma das
formas de atuacdo da cisplatina contra o crescimento tumoral ocorre por meio da
inibicdo da sintese de DNA. Essa configuracdo favorece a formacdo de pontes
cruzadas (do inglés Crosslinks) entre as fitas de DNA (Reed et al.,, 1987). A
eficiéncia da cisplatina também esta relacionada a saturacdo de mecanismos de
reparo do DNA (Szymkowski et a., 1992). Além disso, os adutos formados entre a
configuracdo trans do complexo platinado e o DNA s&o reparados com mais

facilidade do que os que se formam com a configuracao cis (Mello et al., 1995).

Em estudos in vitro sobre a influéncia da cisplatina nos componentes do DNA,
observou-se, que a interacdo com as bases nitrogenadas adenina (A) e guanina (G)
€ mais rapida, tornando mais frequente a formacdo de pontes cruzadas A-G (25%
dos adutos) e G-G (65% dos adutos formados na mesma fita) (Szymkowski et al.,
1992). Essas informag0es corroboram com dados de estudo anterior que sugere a
susceptibilidade de configuracdo quimica da guanina para reacao, apresentando-a,
potencialmente, como ponto inicial para interacéo da cisplatina com DNA (Prestayko
et al., 1979).

A inibicdo dos processos de sintese, replicacdo e reparo resulta, portanto, da
alteracao na estrutura tridimensional do DNA induzida pelos adutos formados com a
cisplatina (Suo et al., 1999). Contudo, células com intensa atividade de reparo

apresentam resisténcia no tratamento com cisplatina, e esse fato tem sido o alvo de
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diversos estudos. Um deles descreve a influéncia do fator de crescimento epidermal
sobre o sistema de reparo do DNA e a resisténcia a cisplatina (Hsu et al., 2009). Ja
extensa revisdo realizada por Crul e colaboradores (1997), detalha os mecanismos

de reparo e a atuagao da cisplatina sobre eles.

Outra linha de pesquisa defende que membrana celular € mais um local de acéo da
cisplatina, e que a ligacdo metal-membrana desencadeia processos inflamatérios
que podem estar relacionada aos efeitos colaterais observados em pacientes
submetidos ao tratamento com os compostos derivados da platina (Rebillard et al.,
2008; Ciarimboli, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Este estudo desenvolveu-se a partir de resultados preliminares do projeto piloto cujo
objetivo inicial era testar a dosagem de cisplatina para uso como controle positivo
em ensaio de genotoxicidade. Desde as primeiras leituras hemodinamicas, os
animais tratados com cisplatina apresentaram dados que demandaram uma analise
mais profunda. A fim de compreender a dinamica da droga no organismo, quais 0S
seus mecanismos de acdo e que tipo de influéncia teria nos parametros

hemodinamicos essa investigacao foi realizada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia absoluta de aberracbes cromoss6micas nas células de

medula 0ssea de ratos Wistar fémeas, 24 horas apés a exposicdo a uma unica dose

de cisplatina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a resposta hemodinamica dos animais submetidos ao tratamento com uma

Unica dose de cisplatina;

Correlacionar a frequéncia absoluta de aberragdes cromossomicas e as leituras dos

parametros hemodinamicos dos ratos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) normotensos foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). O protocolo
metodoldgico utilizado neste estudo foi submetido & Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da UFES, e teve certificado de aprovagdo emitido sob o nimero
052/2012.

Esse protocolo incluiu a exposi¢édo aguda a cisplatina por injecéo intraperitoneal (i.p.)
na concentracdo de 10 mg/kg de peso vivo, leitura da frequéncia cardiaca (FC) e
afericdo da presséao arterial (PA) por meio do transdutor de forca, além da coleta de

medula éssea apos o sacrificio dos animais.

4.2 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Durante os experimentos foram utilizados 24 animais do sexo feminino, que
permaneceram acondicionados em gaiolas devidamente identificadas. A aclimatacao
ocorreu no biotério do Laboratério de Eletromecanica Cardiaca e Reatividade
Vascular da Universidade Federal do Espirito Santo, respeitando o periodo minimo
de 72 horas, conforme diretrizes estabelecidas pela Boston University (2009). No
local, a temperatura foi controlada e periodos claro/escuro intercalados a cada 12h.
Agua e racdo padrdo (Presence da Purina®) foram oferecidas para livie consumo.
Durante o tratamento, a manipulagdo dos animais foi realizada pelas mesmas

pessoas, sempre no periodo da manha, de forma a minimizar o estresse ocasional.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de seis individuos, e a cada um
deles foi atribuido um numero de 1 a 6. Seguido da numeracgéo, ocorreu 0 sorteio
para randomizacdo e apés a definicdo de cada grupo, o namero foi marcado na
cauda de cada rato com caneta de tinta permanente. Foi convencionada a tinta azul

para os animais do grupo cisplatina (CP) e preta para os animais controle (CT).
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Os individuos do grupo CP foram tratados com injecdo Unica de cisplatina
(10mg/kg), por via intraperitoneal, ja os individuos do grupo CT receberam injecéao
da Solucéao de Cloreto de Sodio 0,9 %, cujo volume foi proporcionalmente calculado

com base no peso do animal e na dose de cisplatina, conforme descrito abaixo.

Dosagem de Cisplatina para Aplicacéo Solucédo Comercial de Cisplatina
10mg ----------=mmmmmm oo 1000g 50mg 50mL
Img -----=--=-moemeemoeeeeeee 100g 1mg ---- 1mL

CISPLATINA - Volume de solucéo a ser aplicado (exemplo):

Animal com 300g de peso corporal, considerando a concentracao de 10mg/kg.
300g peso corporal ----------- 3mg de cisplatina ----------- 3mL de solucao para injecéo

SALINA (NaCl 0,9%) - Volume de solucéo a ser aplicado (exemplo):

Animal com 300g de peso corporal, considerando o volume proporcional de
cisplatina.

3009 peso corporal ------------=-mm-mmmmmmmmeee- 3mL de salina para injecao

Cada animal do grupo CP recebeu a injecdo da solugao de cisplatina proporcional
ao seu peso, enquanto os animais CT receberam a injecdo da solucao salina. Apos
a aplicacao, foi aguardado um periodo de 24h para dar prosseguimento as demais

etapas do protocolo experimental.



78

4.3 HEMODINAMICA

Transcorridas 24 horas apoés a injecao de cisplatina (CP) e salina (CT), os animais
foram pesados para o célculo da dose individual do anestésico. Cada animal
recebeu injecdo de Uretana (1,2 mg/kg/i.p.) e os reflexos foram testados a fim de
evitar qualquer sofrimento durante o procedimento cirdrgico. Somente apos a

certificacdo da auséncia de reflexos teve inicio a cirurgia.

Na altura da traqueia foi realizada a tricotomia no local indicado pela figura 2A. Em
seguida foi feita uma incisdo com auxilio de tesoura e pinca para expor a
musculatura e os vasos adjacentes. A artéria carétida foi localizada e dissecada
(Figura 2B). Nela foi realizada uma pequena incisdo para a introducéo e passagem
da canula (PE-50/ Clay Adams) preenchida com solucéo de heparina 50 U/mL. A
canula foi conectado o transdutor de forca (TSD 104A- Biopac) que registrou os

valores da presséo arterial sistdlica, diastolica, média e da frequéncia cardiaca.

Figura 2: Localizacdo e disseccao das estruturas durante a
canulacdo da artéria carotida. Em A o quadrado evidencia o local
onde ocorre a tricotomia e a incisdo para exposicdo da
musculatura (Modificada de Khajuria et al., 2012); Em B a seta
aponta para a artéria carétida, na qual é introduzida a céanula

(Foto: Gilson Bras).



79

O tempo minimo de vinte minutos foi aguardado para a estabilizacdo das leituras no
sistema (MP 30 Biopac Systems, Inc; CA). Ap0s a coleta dos registros, a canula era

desconectada do sistema e retirada do vaso.

4.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS PARA CITOGENETICA

Imediatamente apds o término das leituras hemodindmicas, os animais foram
conduzidos ao Laboratério de Genética Animal da UFES, onde teve inicio o

protocolo para obtencéo da suspenséo celular de medula éssea.

Adaptado do protocolo de Guerra & Souza (2002), para cada 200 g de peso
corporal, 1 mL de solug&o de colchicina 0,1% foi injetado por via subcutédnea na coxa
direita de cada animal. O periodo de incubacéo foi de 25 minutos. Em seguida, o
animal foi sacrificado por exsanguinacéo e o fémur direito retirado para obtencéo da

suspensao celular.

Para retirada do fémur, foi feita uma incisédo na altura do joelho do animal, com
desligamento dos tenddes e desarticulagdo do o0sso. No primeiro momento, foi
preservada a cartilagem que cobria a epifise. A extremidade superior do fémur, que
estava articulada a bacia, foi deslocada e, com o auxilio da tesoura, desarticulada. A
epifise foi cortada, deixando livre a medula do osso para a passagem da solucéo
hipoténica de KCI 0,075 M, utilizada durante a lavagem. A cartilagem anteriormente
preservada foi removida e uma agulha 23 G inserida para conduzir 7 mL de solugao
hipotbnica. A lavagem e homogeneizacdo da suspensdo celular da medula
ocorreram em placa de Petri. O material resultante foi aspirado, transferido para um
tubo tipo falcon de 14 mL e disposto em banho-maria a temperatura de 37°C, onde

permaneceu por 40 minutos.

Para a fixacdo do material foi preparada, 30 minutos antes do uso, a solucéo
fixadora que continha Metanol P.A. e Acido Acético P.A. na proporcdo de 3:1. A

solucéo foi armazenada a -20°C, em recipiente com tampa para evitar a evaporacao.
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Apés banho-maria, a suspensao celular foi pré-fixada por cinco minutos com seis
gotas de solucéo fixadora gelada. Em seguida foi fixada com 3 mL de solucéo
fixadora gelada. Nas duas etapas acima descritas, o conteiddo do tubo foi

lentamente homogeneizado.

Apos centrifugacao por 7 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante de todas as amostras
foi descartado. A ressuspensdo do material foi realizada com 7 mL de solucéo
fixadora gelada, seguida de centrifugacdo a 1000 rpm por 7 min e descarte do
sobrenadante. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. O material
resultante foi diluido e homogeneizado em aproximadamente 2 mL de solugéo
fixadora gelada — o volume varia de acordo com a quantidade de material obtido
apos as centrifugacdes - e duas gotas foram pingadas em cada lamina. Para cada

animal foram pingadas cinco laminas que secaram ao ar por, no minimo, 24 horas.

Apds a secagem, todas as laminas passaram pelo processo de hidrolise, sendo
imersas em solucdo de Acido Cloridrico (HCI) 1 N, a 60 °C por 7 minutos e, em
seguida, lavadas com agua destilada e secadas ao ar. As laminas foram coradas
com Giemsa (MERK) e solucdo A+B (NaCl e KCI) na propor¢cao de 1:30, durante 5

minutos e novamente lavadas com agua destilada e deixadas para secar ao ar.

45 ANALISE CITOGENETICA PARA AVALIACAO DAS ABERRACOES
CROMOSSOMICAS

Para cada animal foram analisadas, as cegas, 100 metafases em fotomicroscopio
optico Nikon Eclipse 40i. Para as analises das aberracbes cromossémicas foram
consideradas metafases bem espalhadas com grau de condensacéo suficiente para

possibilitar a observagéo da morfologia dos cromossomos.

Todas as metafases que possuiam o minimo de um cromossomo com anomalia

foram consideradas metafases aberrantes, conforme demonstrado na figura 3.
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100X 100X

Figura 3: Registros de duas metéfases com apenas uma aberracdo cada uma. Em A é possivel
visualizar, indicada pela seta, uma quebra; Em B a seta aponta para uma aberracdo do tipo

gap. Observacéo em fotomicroscopio 6ptico (objetiva de 100X).

O registro das imagens foi obtido por meio do software GraphPad 2.0 (Applied
Spectral Imaging, Software, USA). Uma Unica pessoa realizou as andlises de todas
as laminas, e foram registradas apenas as aberracdes evidentes, como quebras,

cromossomos em anel, gaps (erros) e desestruturacédo da metafase (pulverizacdes).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foram aplicados o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, e
o0 teste paramétrico t de Student, conforme descrito na tabela a seguir (Tabela 1). Os
dados foram comparados e correlacionados utilizando o Coeficiente de Correlagéo
de Pearson (Tabela 1). O software utilizado foi Prisma 5.01 (GraphPad, Software,
USA), sendo os resultados considerados significantes ao nivel de 5%. Foram
calculados a média e o desvio padréo dos valores de cada um dos grupos. Quando
presentes, os valores aberrantes (outliers) foram excluidos e substituidos pelos

valores médios de seus respectivos grupos.



Tabela 1: Descricao dos tipos de testes estatisticos e suas respectivas aplicagdes nos dados do estudo.
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Teste Variavel Dado Comparacgéo
Pressao Arterial; Pressao
t de Student Sistolica; Presséo Diastdlica, Média Grupo Controle Negativo X Grupo Mercurio

Frequéncia Cardiaca.

Mann-Whitney

Aberragdes Cromossomicas

Frequéncia Absoluta

Grupo Cisplatina X Grupo Controle

Correlacado de

Pearson

Parametros Hemodinamicos X

Aberracbes Cromossdmicas

Média X Frequéncia Absoluta

Grupo Cisplatina
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5 RESULTADOS

A queda estatisticamente significante de valores dos parametros hemodinamicos,
guando comprados CP e CT, pode ser observada por meio das médias dos valores

dispostos na Figura 4.

150~ A 80 B
o~ — 60
T 1004 * e .
E I-I - E
£ : E %
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o 5 a5

0- A 0-
CT CP CT CP

100+ C 400+ D
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E @ 200-
3 % 2
o 1004

20
0- 0-
CT CP CT CP

Figura 4: As barras representam as médias com desvio padrdo da média das medidas hemodinamicas
obtidas dos animais controle (CT) e tratados com cisplatina (CP). Em A, B, C e D respectivamente,
Pressédo Arterial Sistélica (PAS), Pressao Arterial Diastélica (PAD), Pressdo Arterial Média (PAM) e

Frequéncia Cardiaca (FC); * p<0,05, comparacdo com o0 grupo controle em animais anestesiados.

Na figura 5 estao dispostas as médias dos valores das aberracbes cromossémicas
tanto para animais CP quanto CT. As andlises estatisticas também retornaram valores
significantes os quais refletem claramente o aumento do niumero de aberracdes nos

animais tratados com cisplatina.
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Figura 5: Valores médios do ndimero de aberraces
cromossdmicas encontradas nas metafases de animais
estdo representados nas barras * desvio padrdo da
média, sendo controle (CT) e tratados com Cisplatina
(CP); p <0,05.

Foi analisada também a correlacdo entre 0 aumento do numero de aberracfes
cromossbmicas e a diminuicdo encontrada em cada um dos parametros
hemodinamicos (Figura 6). E importante destacar que a correlacéo foi estabelecida
entre os valores crescentes de aberragcdes cromossdmicas e o0s valores decrescentes
de PAS, PAD, PAM e FC. Os resultados apresentados, portanto, consideram o
conjunto de dados como um todo, e relacionam aumento do nimero de aberracdes

cromossOmicas, com queda nos valores dos parametros hemodinamicos.
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Figura 6: Correlagéo entre os dados dos animais tratados com cisplatina. De A até D, respectivamente:
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Presséo Arterial Sistélica (PAS), Pressé@o Arterial Diastélica (PAD), Pressdo Arterial Média (PAM) e

Frequéncia Cardiaca (FC), em animais anestesiados. Alfa foi significativo para todos os resultados e os

valores de r estdo dispostos em seus graficos de dispersao correspondentes.

As correlacbes fortemente negativas apresentadas na figura 6 demonstram que a

gueda, tanto nas pressdes sistolica, diastdlica e média, como na frequéncia cardiaca

sd8o inversamente proporcionais ao aumento na frequéncia absoluta de aberracdes

cromossdmicas encontradas nas metafases.
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6 DISCUSSAO

As alteracOes significativas nos parametros hemodinamicos e as correlacdes
negativas obtidas neste estudo, apds a comparacéo dos dados hemodinamicos com o
namero de aberracdes cromossdmicas, sdo compativeis com dados sobre a

nefrotoxicidade dos compostos platinados, apresentados pela literatura.

O efeito nefrotoxico da cisplatina foi descrito mesmo com uma Unica dose, a qual
pode incorrer em insuficiéncia renal aguda (Lau,1999). Parte desse efeito se deve a
capacidade que a cisplatina tem de agir nas células epiteliais dos tabulos proximais,

prejudicando sua funcionalidade (Miller et al., 2010).

Devido ao fato de as células epiteliais dos tabulos proximais serem as primeiras a
sofrerem os efeitos téxicos da cisplatina (Kaushal et al., 2001), a alteracao da presséo
arterial média, bem como de suas componentes (PAS e PAD) é um resultado
coerente. Desde 1985, Winston e Safirstein haviam descrito que a cisplatina é
responsavel pela queda no fluxo sanguineo em ratos, o que também suporta as

alteragbes hemodinamicas apresentadas neste estudo.

O efeito citotoxico da cisplatina se deve ao fato de ocorrer a formacéo de adutos de
DNA intra e inter fitas da dupla hélice. Ela funciona como uma barreira fisica,
perturbando a dindmica de processos como duplicacdo e transcricdo, 0 que promove
a ativacdo dos mecanismos de reparo na célula. As quebras podem acontecer
gquando os adutos promovem paradas nas forquilhas de replicagcdo, gerando
instabilidades nas regifes onde a cisplatina se liga. Esse fato justifica a ocorréncia de
guebras nos cromossomos das amostras dos grupos tratados com cisplatina. Se o
DNA da ceélula sofre sucessivas lesdes, uma série de reacdes bioquimicas sao

iniciadas culminando em morte celular (Wang & Lippard, 2005; Oliver et al., 2010).

Alguns estudos descrevem processos metabdlicos para explicar as vias de apoptose

e necrose ativadas nos tecidos renais em decorréncia da exposicdo a cisplatina.
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Alguns deles sdo a via das caspases (Kaushal et al., 2001; Cummings & Shnellmann,
2002) e o fator de inducao de hipoxia (HIF) (Weidemann et al., 2008).

Uma vez que o rim é um dos orgaos mais afetados no tratamento por cisplatina, se
torna evidente a relagdo entre o numero de aberragBes cromossOmicas e as
alterac6es hemodinamicas. Nos rins, os niveis de platina podem atingir valores até
cinco vezes maiores do que os plasmaticos. Além disso, sdo a principal rota de
excrecado, o que potencializa o acumulo desproporcional de cisplatina e contribui para

0 aumento da nefrotoxicidade (Lau, 1999; Yao et al., 2007).

As aberracdes cromossdmicas identificadas em células da medula 6ssea, permitem a
visualizacdo do efeito in vivo da cisplatina nas células do organismo. Apesar de o
tecido amostrado acumular menor quantidade do quimioterdpico, o0 namero de
anomalias encontradas foi suficientemente para ser correlacionado com as
perturbacdes hemodindmicas. A medula é6ssea € fonte de células sanguineas e
gualquer processo que influencie sua dinamica celular (necrose ou apoptose, por
exemplo) altera o hematécrito, que também € um fator importante para a biofisica da

circulacao.

Para estabelecer os mecanismos pelas quais esses efeitos ocorrem, € preciso
estudar profundamente a influéncia da cisplatina na circulacdo arterial, incluindo a
regulacdo humoral. E necessario também uma avaliagdo a fim de correlacionar
tempos de tratamento e diferentes dosagens para determinar quais sdo as etapas

iniciais, e como se manifestam em escala temporal.
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7 CONCLUSAO

7

Por meio desses resultados € possivel observar que o dano ao DNA registrado
através de Aberracdes Cromossdmicas expde seus reflexos sobre os parametros
hemodindmicos. A cisplatina induz a queda na pressao arterial apdés 24 h de
exposicdo, e esse dado corrobora com outros encontrados na literatura. O fato de
haver uma correlacdo inversa entre o aumento da quantidade de aberracdes
cromossOmicas e a queda nos valores médios da pressao arterial, agrega interesse
aos resultados obtidos e mostra uma face pouco explorada dos efeitos que este

quimioterapico produz na fisiologia vascular.
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