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Avaliagao do efeito genotoxico da combinagao entre radiagao gama (60Co)
e um inibidor do 6xido nitrico sintase (aminoguanidina) em culturas de
linhagem tumoral humana (MCF7).
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Instituto de Pesquisas Energia e Nucleares - IPEN

INTRODUGAO

O oxido nitrico (MO) & um radical livre
presente no meio intracelular, cuja presenga
ou auséncia regula uma wvarisdade de
respostas fisioldgicas importantes incluindo
vasodilatagdo, respiragio, migragdo celular,
resposta imune e apoptose [1]. E dificil
identificar o papel especifico do NO na
carcinogénese, pois @ dependente da sua
concentragdo e interagdo  com  oufros
radicais livres, ions metalicos e proteinas, o
tipo celular & a base genética. O NO pode
ainda tanto causar danos ac DNA quanto
proteger da citotoxicidade, inibir & estimular
a proliferagdo celular e pode ser tanto prd
gquanto anti-apoptdtico [2]. Foi realizada a
inibicdo da produgdo de NO em células de
furmor mamario humano (MCFT) na tentativa
de alterar o equilibric que existe entre a
guantidade de NO produzide e os rumos
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METODOLOGIA

O ensaio do micronucleo fol realizado em
células tumorais de mama semeadas na
densidade 6x10° células/mL em laminas
colocadas em placas de Petri. As células
aderentes foram mantidas com meio RPMI
1640, suplementado com soro fetal bovino a
10%, 1% antibiéticos e incubados a 37 °C,
na presenca de 5% CO; por 72h. As células
foram pré-tratadas com 1mM & 2mM de
aminoguanidina, um inibidor da dxido nitrico
sintase, durante 24 horas antes da
iradiacoes, Apds iradiagdes a 0, 0.5, 1,
2Gy, foi adicionade meio de cultura
contendo 2pg/mL de cilocalasina B por 72 h.
Depois do tempo de incubagio, as laminas
com as células aderentes foram fixadas com
paraformaldeido (4%), secas ao ar e logo
coradas com laranja de acridina (100 pg/mL}
e examinadas com um microscopio de
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avaliando as frequéncias de microndcleos
{dano genotdxico) de MCF7 cultivadas in
vitro, tratadas ou ndo com um inibidor
{aminoguanidina) da expressdo génica da
enzima Axido nitrico  sintase  indutivel
(NOS2) [3] e irradiadas a 0, 0,5, 1 e 26y,

reproduzindo
radioterapicas.

OBJETIVO

Avaliar o potencial radiomodificador

inibicdo do dxido nitrico em células de tumor
mamaric  humano (MCF7)  werificandao
possiveis acbes da aminoguaniding em

mecanismos de genotoxicidade.

significante em relagio aos controles ndo
tratados, quando irradiadas nas doses de
05 e 1Gy. Culturas tratadas com 2mM &
irradiadas na dose de 2Gy. apresentaram
diferencga significante de reducio em relagdo
aos controles ndo tratados,

situacoes de  doses
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permitiv - répida identificagdo  entre  os
nicleos (verde claro), microndcleo (verde) e
citoplasma (vermelho).

RESULTADOS

Figura 1. Visualizagio de células MCFY
cultivadas em ladminas histologicas e coradas
com laranja de acridina. Setas indicam
micronucleos presentes nas células binucleadas
apresentadas.

Ma figura 2. As culturas tratadas com 1mM
de aminoguanidina apresentaram aumento
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Figura 4, Porcentagem de células binucleadas
com apenas um microndcleo (MN) em culturas de
MCF7, ndo—tratadas (NT) e tratadas com 1mM e
2mM de aminoguanidina e irradiadas com doses
0.5,1, 2 Gy, = p<0,05, » = p<0,01, = » » p<0,001



Figura 2. Porcentagem de células binucleadas
com microndcles (MN) em culturas de MCFT,
ndo—tratadas (NT} e tratadas com 1mM e 2mM de
aminoguanidina e irradiadas com doses 0, 0.5, 1,
2 Gys p=0,05, « « p=0,01, & & & p=0,001.

Ma figura 3, culturas ftratadas com 1mM
maostraram diferenga significante de aumento
de microndcleos nas doses de 0.5, 1 e 26Gy.
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Figura 3. Porcentagem de células binucleadas
com apenas um micronicleo (MN) em culturas de
MCFT7, nio-tratadas (NT) ¢ tratadas com 1mM e
2mM de aminoguanidina e irradiadas com doses
0.5, 1, 2 Gy. » p<0,05, » » p<0,01, » » » p<0,001

A figura 4. mostra redugdo significativa de
porcentagem de células binucleadas com
mais de um microndcleo em  culiuras
tratadas com 2 mM nas doses de 2Gy,

CONCLUSOES

As  culturas tratadas com 1mM  de
aminoguanidina apresentaram maior
radicssensibilidade em  relagdo  aos
controles e as tratadas. O tratamento com
2ZmiM  do  mesmo inibidor  mostraram
radioressisténcia comparadas as culluras
nac-tratadas.
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