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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

O céancer é uma doenca genética das células sométicas.
Tanto as mutacbes de ganho de funcdo dos oncogenes quanto as
mutacdes de perda de funcdo dos genes supressores tumorais
podem contribuir para a progressao de um tumor através do
desequilibrio dos controles normais que reprimem o ciclo celular
ou que promovem a apoptose (GRIFFITHS et al., 2001). No Brasil,
a estimativa para o ano de 2006 aponta que ocorrerdo 472.050
novos casos de cancer (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2006).

A cisplatina € uma das drogas de maior efeito citostatico
desenvolvida para o tratamento de carcinomas solidos (NICOLINI,
1988), e desde o0 seu desenvolvimento varios complexos metalicos
de platina e néao-platina foram sintetizados e testados com
atividade antitumoral, sendo que os compostos de ruténio tem sido
objeto de grande atencdo por ser um agente com propriedades
antimetastatica e de baixa toxicidade e 0s seus componentes
parecem penetrar na célula tumoral e ligar efetivamente ao seu
DNA e (KOSTOVA., 2006).

O papel das aberragcbes cromossdmicas nas neoplasias tem
sido estudado como potenciais oncogenes (proto-oncogenes) e se
ocorrer translocacdes nos sitios destes genes suas expressdes
podem ser trocadas como uma consequUéncia de suas re-locacdes
(MINDEN.,1987). As dele¢cGes cromossOmicas e rearranjos ou
perda total de cromossomos pode levar a eliminacdo de genes
supressores de tumor, resultando em céancer (PHILLIPS.,1987).

A cultura de linfocitos do sangue periférico constitui um étimo
sistema para se testar a capacidade de um agente (fisico ou
quimico), quanto a sua capacidade de causar danos no DNA e
também ser utilizada no monitoramento de individuos expostos
(RABELLO-GAY et al., 1991). Nos sistemas de liberacdo de novos
farmacos, testes genotoxicos sdo requisitados para o langcamento



dos mesmos no mercado. Como o laboratorio trabalha com a
verificagcdo do potencial de novas drogas que sao sintetizadas, vé-
se a necessidade de implantacdo de mais uma metodologia para o
sistema de liberacdo de drogas, fazendo com que haja
necessidade de um estudo genotéxico e otimizacdo de
metodologias. O estudo visa a avaliacdo e andlise citogenética de
cromossomos humanos em metafase e possiveis quebra de DNA,
deteccdo de aberracdes espontaneas e/ou induzidas pelo uso dos
novos compostos de ruténio cis-[RuCI2(NH3)4]CI e cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206).

2.METODOLOGIA
2.1 Drogas teste

Os compostos Cloreto de cis-tetraamindiclororuténio(lll) e
cis-tetraaminoxalatoruténio foram sintetizados pelo laboratério de
Quimica supramolecular da UFU e encaminhados ao LMG e CH
para estudos citogenéticos.

2.2 Droga controle

Como controle positivo foi utilizado a droga Rubidox
(Cloridrato de doxorrubicina 50mg da Bergamo®), solucdo em pé
liéfilo injetavel 50mg, obtida comercialmente do laboratoério.
2.3 Preparacdo do composto de Ruténio para ensaios bioldgicos in
vitro e droga controle

Os compostos cis-[RuCI2(NH3)4]ClI e cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) liofilizados foram pesados e dissolvidos
em meio RPMI incompleto nas concentracbes de 0,001 a
10mg.mL . O tratamento foi feito apés 24 horas de cultura. A
droga controle sera dissolvida em meio incompleto a uma
concentracdo final de 2pug.mL 1.

2.4 Grupo amostral e coleta das amostras

Foram selecionados doadores entre 20 e 30 anos, sem
histérico de doencas recentes, ndao fumantes, que ndo possuem
vicios, ndo sejam consumidores de alcool, que nao estejam
tomando medicamentos ou que trabalhem em laboratérios (BURIN
et al., 2001). As amostras de sangue periférico foram coletadas, no
laboratério, por puncdo venosa com seringas e tubos vacuntainer
heparinizadas.

2.5. Cultura de Linfécitos
A cultura de linfécitos foi realizada com base na metodologia
desenvolvida por Moorhead et al. (1960), com modificacdes.

2.6 Preparo das laminas para analise citogenética

Uma suspensdo de células foi distribuida sobre a lamina.
ApOs, o material foi corado com Giensa diluido em tampé&o fosfato
0,06 M, pH 6,8.

2.7 Estudo de troca entre cromatides irmas das células tratadas




Para analise das trocas entre cromatides irméas (TCl), a
solugdo de 5-bromo-2’-desoxiuridina sera adicionada no inicio da
cultura, na concentracao final de 10 ug.mL-! de meio de cultura. A
cultura serda mantida a 37°C e colhida apés 72 horas.

2.8 Estudo da acdo das drogas sobre o ciclo celular

Para este trabalho serd necessario outro grupo de amostras
repetindo a cultura de acordo com Moorhead et al (1960), com
modificacoes.

2.9 Anédlises das laminas

As aberracbes cromossbmicas foram analisadas em, no
minimo, 100 metafases por grupos analisados. As falhas (gaps)
serdo analisadas, e o0s resultados serdo apresentados em uma
coluna a parte segundo Savage (1976) para o critério de analise
das aberracdes cromossdmicas. Para as trocas entre cromatides
irmds serdo analisadas, no minimo, 50 metafases (RIBEIRO et al.,
2003).

2.10 Analise do DNA em eletroforese em Gel de Agarose

As amostras serdo analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8 e 1,5%, coradas com brometo de etidio, visualizado
em UV e o gel fotografado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho se encontra em fase de otimizacédo da técnica. No
inicio, foi testada apenas cultura sem tratamento, para analise
qualitativa e quantitativa das metafases. Apés a padronizacao do
protocolo, foram testadas quatro concentra¢gdes das novas drogas
(1,0 mg.mL 1, 0,dmg.mL® , 0,0lmg.mL ! e 0,00lmg.mL 1). Foi
encontrado metafases nas amostras tratadas na concentracdo de
0,00lmg.mL * e estas metafases se encontravam normais (Figura
01). Nas outras concentracdes de tratamento, os resultados
encontram-se indeterminados, pois nao foram encontradas
metafases em boas condi¢cdes de anélise. Foram mudados alguns
critérios da metodologia, como o tempo de exposi¢cao da cultura em
solugéo hipotdonica e a concentragao do fixador.

A quantidade de metafases por lamina foi insatisfatéria para
uma analise detalhada, uma vez que se pede que sejam feitas
analises de no minimo 20 metafases por tratamento.

4. CONCLUSAO
Existe a necessidade da continuacdo dos trabalhos para
melhor obtencédo de resultados.
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