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Resumo

A 5-fluorouracil (5-Fu) tem sido utilizada nos protocolos quimioterapicos como parte da terapéutica de alguns tipos de
cancer, como o de mama. Dentre seus efeitos, esta substancia inibe a enzima timidalato sintetase, prejudicando a sintese
de DNA, e incorpora-se a0 RNA, interferindo, assim, no processamento da sintese protéica. Em células normais a 5-
fluorouracil pode induzir mutacdes e apresentar efeitos genotdxicos, levando ao aparecimento de danos secundarios no
metabolismo humano. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito clastogénico e citotoxico desta substancia
em diferentes concentragdes, a fim de verificar aquela que causaria menor dano a célula. Como sistema teste foi tomada
acultura de linfécitos de sangue periférico de 72 horas, em seis pacientes com cancer de mama e quatro controles normais
do mesmo sexo, idade e habitos de vida. A 5-fluorouracil foi aplicada em G2, cinco horas antes do término da cultura nas
concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 pg/ml. As laminas obtidas foram coradas com Giemsa e analisadas ao microscopio.
A acfo citotoxica e clastogénica da 5-fluorouracil foi estudada através do célculo do indice Mit6tico e anélise das
aberragfes cromossdmicas com observacdo de 50 células em cada tratamento de acordo com os protocolos convencionais.
Os resultados obtidos mostram danos cromossdmicos em todas as concentragdes, com diferengas mais significativas na
concentracéo 2,5 pg/ml. Isto sugere que, em determinada concentracéo, a 5-fluorouracil satura os receptores de membrana
levando a célula a ndo mais responder ao aumento de concentragéo.
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INTRODUCAO

O céancer é um processo complexo e
multifasico, em que a transformacdo de uma
célula normal em uma célula cancerigena en-
volve tanto fatores genéticos como epigenéticos
(INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 1992). O distdr-
bio é caracterizado por um acimulo de eventos
que afetam genes envolvidos na regulagéo celu-
lar, tendo como resultado uma proliferacdo ce-
lular descontrolada.
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O céncer de mama, com alta taxa de in-
cidéncia, é um tipo de neoplasia em que ocorre
a formagdo de células malignas no tecido da
mama. Mulheres com uma histéria familial de
cancer de mama podem ter maior risco de apre-
sentar a doenca. Estima-se que, aproximadamen-
te, 5% a 10% das mulheres com cancer de mama
podem apresentar mutagdes nos genes BRCAL
e BRCAZ2, sendo que o risco de desenvolvimen-
to do cancer em mama de mulheres com muta-
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¢Oes nos genes relacionados é de 40% a 85%,
respectivamente (OFFIT, 1996). Outros fato-
res tém sido associados ao aumento do risco de
cancer de mama, entre eles menarca precoce,
idade avancada e historia familiar de cancer de
mama (ROSE, 1993).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer
(INCA) - Ministério da Salde, a estimativa para
0s casos de cancer de mama no Estado da Bahia,
em 2002, é de 1.280, representando 18,93% da
populacdo. Na capital, foram registrados 670 ca-
s0s, com taxa bruta de 51,01%, fato que justifica
0 interesse no estudo desta patologia. Conside-
rando-se sua frequéncia e importancia, torna-se
imprescindivel a procura de terapias adequadas e
efetivas para o tratamento da doenca.

O céancer de mama é comumente tratado
por varias combinagOes terapéuticas: radiagao,
quimioterapia e terapia hormonal. A aplicagdo
e selecdo da terapia pode ser influenciada pela
idade, menopausa da paciente, estagio da do-
enca, grau histolégico e nuclear do tumor pri-
mario, estagio do receptor-estrogeno (ER), es-
tagio do receptor- progesterona (PR), medida
da capacidade proliferativa e amplificacdo do
gene HER//neu.

A quimioterapia é realizada através do uso
de drogas para eliminar as células cancerosas.
Assim como a radioterapia, a quimioterapia atin-
ge as células com cancer e também as células
normais. As conseqiiéncias citotdxicas deste tra-
tamento dependem principalmente da droga e
da dose ministradas. Para o cancer de mama, é
usualmente utilizada uma combinacéo de dro-
gas que podem ser ministradas oralmente ou
aplicadas por via intravenosa. Dentre estas, sdo
muito utilizados os agentes alquilantes, como a
ciclofosfamida, e as fluorpirimidinas, como a 5-
fluorouracil.

Inicialmente  sintetizada por
Heidelberger e colaboradores (1957), a 5-
fluorouracil ganhou importancia clinica no tra-
tamento de carcinomas de mama, ovario,
gastrointestinais e de pele (CHABNER et al.,
1975) pela sua potente acdo inibidora sobre a
timidalato sintetase.

De acordo com Chabner e colaboradores
(1975), existem dois caminhos metabdlicos
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principais para que a atuagdo dessa substancia
lesione as células: (i) degradacdo hepéatica com
producdo de a fluoro b alanina, uréia, amonia e
CO, ou (ii) transformacdo nos nucleosideos 5-
fluorouridina (FUR) e 5-fluorodesoxiuridina
(FUDR). Estes Gltimos séo fosforilados, em di-
versos tecidos, para formar os produtos ativos
acido 5-fluorouridilico (ribonucleotideo) e &ci-
do 5-fluoroudesoxiuridilico (desoxirribo-
nucleotideo). O &cido 5-fluorouridilico, que se
incorpora a0 RNA, acarreta altera¢des na sinte-
se e na funcdo do RNA e perturba a estabilida-
de ribossdmica. Ndo obstante, estes efeitos sdo
de importancia secundaria comparados com a
inibicdo da timidalato sintetase pelo acido 5-
fluoroudesoxiuridilico.

Na presenca de um determinado co-fa-
tor (&cido N® N - metileno tetrahidrofélico),
0 acido 5-fluoroudesoxiuridilico liga-se
covalentemente ao centro ativo da enzima, for-
mando um complexo estavel (CHABNER et al.,
1975). Como conseqliéncia, instala-se o bloqueio
da conversdao do acido desoxiuridilico e acido
timidilico. Como, na maioria das células, esta é
a Unica via para sintese de acido timidilico e o
reservatorio celular deste acido é habitualmente
muito pequeno, a replicagdo do DNA ¢é rapida-
mente inibida (TAYLOR; HAUT; TUNG,
1962). Embora seja um inibidor da biosintese
de DNA, o acido 5-fluoroudesoxiuridilico ndo
é incorporado ao DNA. Segundo Gebhart
(1984), a 5-fluorouracil é uma substancia que
induz aberragdes cromossdémicas e trocas de
cromatides irmas, além de ser caracterizada como
mutagénica no sistema de cultura de linfécitos
e em outros sistemas.

A maioria das substancias utilizadas no
tratamento do cancer sdo potentes genotoxinas
capazes de lesar o DNA, provocando a morte
das células cancerigenas. Além de atingirem as
células-alvo, elas também podem ser absorvidas
por células normais, podendo provocar a ocor-
réncia de mutagbes e de outros efeitos
genotoxicos, levando ao aparecimento de tumo-
res secundarios. Assim, ao avaliar eventuais po-
tenciais clastogénicos das substancias quimicas
utilizadas na quimioterapia, procura-se aplicar
protocolos de tratamento que possam minimizar
os efeitos dos agentes utilizados.



Desse modo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo clastogénica/
mutagénica e citotdxica da ciclofosfamida e 5-
fluorouracil em diferentes concentracGes e ana-
lisar a resposta individual dos pacientes a 5-
fluorouracil utilizada com frequéncia no trata-
mento do cancer de mama.

MATERIAL E METODOS

A metodologia aplicada foi o estudo caso
controle com a analise cromossémica em células
obtidas de cultura de linfdcitos de individuos com
cancer de mama com protocolo quimioterapico
incluindo 5-fluorouracil e ciclofosfamida. A amos-
tra foi constituida por seis pacientes com cancer
de mama atendidos em clinica especializada de
Salvador-Bahia. O grupo controle foi formado por
individuos do mesmo sexo, da mesma faixa etaria
da paciente com céncer de mama e com 0s mes-
mos habitos de vida. Previamente ao estudo
citogenético, foi obtido o termo de consentimen-
to informado de pacientes de acordo com a Reso-
lucdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde.
Foi também aplicado um questionério com vistas
a apurar dados sobre habitos de vida e sobre a
histéria familiar com relagdo ao cancer.

Foram coletados cerca de 10ml de sangue
periférico heparinizado, utilizando-se seringas e
agulhas estéreis e descartaveis. Em camara
asséptica, foram transferidos 0,5ml de sangue para
cada 4,5ml de meio de cultura, cada um dos quais
contendo 3,8ml de meio RPMI 1640
suplementado com 0,6ml de soro bovino fetal e
0,1ml de fitohemaglutinina e antibioticos
(estroptomicina e penicilina). Os frascos foram
encubados em estufa a 37° C, por 72 horas, de
onde s6 foram retirados para a adi¢do dos respecti-
Vvos tratamentos.

O tratamento com a 5-fluorouracil foi
realizado nas concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0;
7,5; 10,0pg/ml e a ciclofosfamida foi aplicada
na concentracdo final de 6pg/ml. As drogas fo-
ram adicionadas as culturas 68 horas ap6s o ini-
cio do procedimento, o que correspondia a fase
G2. A ciclofosfamida, considerada como agente
radiomimético, foi tomada como controle posi-

tivo. Como controle negativo, foi feita cultura
sem adicdo de agentes. Ap6s 70 horas do culti-
vo, foram adicionadas 4 gotas de colchicina
(0,016pg/ml) em cada frasco, com seringa de
agulha calibre 25x7.

Decorridas 72 horas do momento da se-
meadura, deu-se inicio a colheita com tratamen-
tos de solucdo hipotdnica (KCL 0,075M aque-
cido a 37° C) por dez minutos e fixador prepa-
rado com metanol e acido acético na proporgao
de 3:1, de acordo com a técnica de Moorhead e
colaboradores (1960), adaptada ao emprego de
rotina no Laboratério de Genética Humana e
Citogenética do Instituto de Biologia - UFBA.
Apos trés fixacdes, o sedimento era ressuspenso
em aproximadamente 0,3ml de fixador e as la-
minas preparadas instilando-se uma gota do
material em lamina previamente lavada e
mantida em é&lcool a 4° C. Todas as
centrifugacBes foram feitas em centrifuga, a
1.000 rpm (rotagBes/minuto), por cinco minu-
tos.

A coloracdo das laminas foi feita com so-
lugdo de Giemsa diluido em tampéo fosfato (pH
6,8), na proporc¢do de 1:30, por seis minutos, e
a analise realizada em microscopio 6ptico co-
mum em objetiva de imersdo (100X). Foram
analisadas 50 metafases de cada individuo para
cada um dos tratamentos e concentragdes estu-
dadas. Avaliou-se o Indice Mitético (IM), o
ndimero de células andmalas, bem com a fre-
quéncia de aberracOes por célula. A andlise das
aberracOes cromossdémicas (AC) seguiu o crité-
rio de Preston e colaboradores (1981), e todos
os resultados foram ordenados em fichas de ana-
lise.

Foram consideradas quebras
cromossdmicas todas as descontinuidades na
estrutura que estivessem desalinhadas com o frag-
mento cromatidico complementar. Consideram-
se gaps (falhas) aquelas descontinuidades na
estrutura da cromatide que sdo menores do que
0 didmetro da mesma. Tantos 0s gaps quanto as
guebras foram classificados em cromatidicos e
isocromatidicos, com lesdo em apenas uma ou
em ambas as cromatides, respectivamente. Cé-
lulas que apresentavam mais de dez alteracdes
estruturais foram classificadas como
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multifragmentadas. Para classificagdo das alte-
racOes foi também utilizada a nomenclatura pre-
conizada no ISCN. (MITELMAN, 1995)

Em relagdo as alteragdes numeéricas, fo-
ram identificadas metéafases contendo 45 e 47
cromossomos bem como células poliploides.
Além do numero total de aberracdes estruturais
encontradas por célula, foi computado o total
de células aberrantes por individuo. O indice
Mitdtico (n° de células em divisdo/1.000 célu-
las) foi indicativo do efeito citotdxico das subs-
tancias aplicadas na cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de aberragdes
cromossdmicas dos pacientes com céncer de
mama e dos individuos controles encontram-se
sumarizados na Tabela 1. A Figura 1 apresenta
alteragBes cromossdmicas verificadas nos sujei-
tos da pesquisa. Dados sobre a genotoxidade da

5-fluorouracil sdo evidenciados no grafico com-
parativo entre as pacientes e o grupo controle
(FIGURA 2). O teste InStat 3.0 comparou a
frequiéncia de diversos tipos de aberracGes
cromossdmicas nas diferentes concentragbes da
5-fluorouracil, sendo utilizado como positivo
células tratadas com a ciclofosfamida. Os trata-
mentos com 5-fluorouracil nas concentracfes de
1,0pg/ml, 2,5pg/ml, 5,0pg/ml, 7,5pug/ml e
10,0pg/ml induziram aumentos significativos
na freqliéncia de aberragBes cromossdmicas, tan-
to em pacientes quanto no grupo controle. Os
gaps cromatidicos foram as alteragdes mais fre-
quentes. Verificou-se, entretanto, diferencas in-
dividuais quanto a sensibilidade a 5-fluorouracil
nas concentragdes testadas.

Nas pacientes, o teste apresentou diferen-
ca estatisticamente significativa quanto a
ocorréncias de gap cromatidico (p=0,0246),
dele¢do isocromatidica (p = 0,0324), células
hiperdipléides (p=0,0461) e indice Mitético
(p=0,0253). O achado de células hipodipldides

Tabela 1 - Resultados da andlise de aberragfes cromossdmicas

AC CROMOSSOMICA CROMATIDICAS
N - T T T
DELEGCAO
¢ AC HIPO | HIPER AC cL ™
DEL EST NUM AN
DIC | AN GAP || TROC
TRAT INT | TER $OC
P | CONT 300 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29,9
Alcreog | 250 | 8 4 8 14 26 4 0 64 26 21 47 108 17,8
Cl5F10g | 250 | 4 2 0 0 9 2 0 17 25 15 40 57 10,7
I 'S F25g [ 225 | 3 0 0 7 17 9 0 35 19 13 33 67 12,7
15 5-F50g | 300 | 7 2 1 4 10 1 0 25 32 21 54 78 15,2
T |2E75g [ 275 | 8 0 2 5 10 1 0 26 37 18 54 79 13,8
g |5Flog [ 250 | 9 1 3 3 6 1 0 23 26 13 40 63 13,4
S
TOTAL | 1850 | 39 | 9 14 33 78 18 0 190 165 101 268 452 113.5
C | CONT 200 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21,1
O [CP60g | 200 1 0 5 6 10 4 0 26 10 14 24 50 13,5
N [5-F1,0g | 200 1 0 1 1 8 1 0 12 12 5 22 34 6.9
T [5F25¢ | 175 7 0 0 1 11 4 0 23 23 7 19 42 7.7
R [5Fs50g [ 175 | 4 0 0 1 4 1 0 10 10 3 15 25 6,3
OlsF75¢ | 150 | 3 1 1 5 8 0 0 18 13 10 26 42 7.8
‘E~ 5-F10 g 175 | 0 0 0 0 17 7 0 24 24 12 18 42 9,0
S ltotaL |1275| 55 | 10 7 14 58 17 0 113 97 51 124 235 72.3

Nota : TRAT - Tratamento
AC - AberragBes cromossomicas
CONT - Controle
N - NUmero de células analisadas
DIC - Dicéntrico
AN - Anel
INT - Intersticial
TER - Terminal
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DEL ISO - Delegdo isocromatidica

TROC - Trocas

T AC ESTR - Total de aberragOes estruturais.

HIPO - Células hipopléides

HIPER - Células hiperpldides

T AC NUM - Total de aberragdes cromossdmicas numéricas
T CEL AN - Total de células anormais (com aberracdes)

IM - indice Mitético



Figura 1 - Metéfases de pacientes obtidas com a apli-
cacdo in vitro de 5-fluorouracil na con-
centracdo de 2,5 pg/ml, com setas indi-
cando quebra cromossdémica (chrb) e cro-
mossomo dicéntrico (dic)

apresentou diferenga muito significativa
(p=0,0021), numero total de aberragGes numé-
ricas (p=0,0040) e o nimero total de aberra-
¢Oes estruturais (p<0,0001), este Gltimo consi-
derado extremamente significativo. O teste ndo
mostrou diferengas significativas nas aberracdes
cromossémicas dicéntricas (p=0,1546), anéis
(p=0,7774), delegdo intersticial (p=0,1387) e
delecdo terminal (p=0,1925).

A aplicacdo do teste InStat 3.0 ao grupo
controle indicou significancia estatistica no nu-
mero de células hipodiploides (p=0,0369) e de
aberrag0es estruturais (p=0,0457). O teste mos-
trou também um valor p proximo do nivel de
significancia nas comparacdes feitas entre 0s gaps
cromatidicos (p=0,0944). A andlise foi néo sig-
nificativa para delecdo intersticial (p=0,6325),
delecéo isocromatidica (p=0,5054), delecio ter-
minal (p=0,4782), células hiperdipl6ides (p
=0,1118) e ao indice Mitético (p=0,1636).

A comparacdo dos dois grupos com o tes-
te InStat 3.0 revelou diferencas significativas
quanto a gaps cromatidicos (p=0,0234); muito
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Figura 2 - Freqliéncias das aberra¢des cromossdmicas
estruturais entre pacientes e controles sub-
metidas ao tratamento in vitro em diferentes
concentragdes

significativa para a andlise de células
hipodipléides (p=0,0012), para células
hiperdipldides (p=0,0041) e para o indice
Mitético (p=0,0021); extremamente significa-
tivo quanto ao numero total de aberragdes es-
truturais (p=0,0002) e ao nimero total de aber-
racBes numéricas (p=0,0007); mostrou um va-
lor de p préximo ao nivel de significancia para a
delecdo terminal (p=0,0679) e néo significati-
vo para a analise dos anéis (p=0,5478), delecdo
intersticial (p=0,2998), delecdo isocromatidica
(p=0,1573) e anéalise de aberragdes
cromossdmicas dicéntricas (p=0,3765).

Os agentes exégenos que induzem a efei-
tos nivel celular sdo agrupados em duas catego-
rias principais: genotéxicos e citotoxicos. Agen-
tes genotodxicos alteram a estrutura normal do
material genético e podem causar mutacdes
cromossbmicas e génicas. As substancias
citotoxicas causam modificagBes do aparelho
mitético ou deprimem a sintese de
macromoléculas essenciais a vida celular e, como
consequiéncia, causam diminui¢do ou atraso da
divisdo celular. Substancias alquilantes e as
fluorpirimidinas, como a ciclofosfamida e 5-
fluorouracil, respectivamente, sdo mutagénicas
e clastogénicas nos sistemas de cultura de
linfocitos e de células da medula 6ssea. Desse
modo, a presenca desses agentes citotoxicos é
suficiente para induzir danos cromossdmicos nos
pacientes tratados com 0s mesmos, como cons-
tatado no presente trabalho.
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A ciclofosfamida é uma droga largamen-
te usada no tratamento do cancer de mama, com
efeito citotoxico comprovado, exercendo um
efeito clastogénico sobre as células do tecido
somatico (KRISHNA et al., 1993). Esta subs-
tancia é bastante utilizada como controle posi-
tivo em diversos estudos, devido ao seu com-
provado efeito clastogénico e mutagénico sobre
as células da medula 6ssea e sobre linfocitos de
sangue periférico, tanto em sistemas in vivo
como in vitro. Os resultados presentemente ob-
tidos corroboram estes estudos comprovando o
efeito citotdxico da substancia.

O sistema utilizado neste trabalho para
avaliar a atividade citotoxica e clastogénica da
5-fluorouracil em diferentes concentragdes foi a
cultura de linfécitos de sangue periférico, siste-
ma amplamente utilizado na anélise de aberra-
¢Oes cromossdmicas e na troca de cromatides
irmds, induzidas tanto in vitro como in vivo. Este
método citogenético ndo é restrito para obter
apenas evidéncias da mutagenicidade e
carcinogenese; ¢ também apropriado para de-
tectar individuos com uma sensibilidade ou re-
sisténcia especificas as terapias, permitindo, as-
sim, selecionar uma terapia apropriada em ca-
sos individuais. (GEBHART, 1984)

Um fator muito importante neste tipo de
estudo é o tempo de cultura. A maioria dos pes-
quisadores recomenda a utilizagdo de culturas
de 48 horas ao invés de culturas de 72 horas,
uma vez que, nesta Gltima, algumas células en-
contram-se na segunda divisdo, o que pode pro-
vocar a eliminacdo de algumas aberracdes
(RABELLO-GAY et al.,1992). Richard e cola-
boradores (1993) sugerem que o aumento de
aneuploidias pode depender do tempo de cul-
tura, com maior freqliéncia em culturas de cé-
lulas de 72 horas do que em culturas de 48 ho-
ras. Ndo se pode descartar a possibilidade de
que, nas concentragfes usadas, as substancias
tenham a capacidade de interagir com fuso
mitotico ou com regido do centrémero, interfe-
rindo no processo de divisdo celular e, conse-
glentemente, levar ao aparecimento de
aneuploidias.

O presente estudo seguiu a metodologia
de culturas de 72 horas, que proporciona maior
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rendimento, considerando-se o tratamento des-
tas com um agente clastogénico (GEBHART,
1984). A toxidade da 5-fluorouracil, levando a
desregulacdo do ciclo celular dos individuos es-
tudados, tipico de pacientes com cancer, foi
verificada em estudo piloto. Além disso, a apli-
cagdo dos agentes nas Ultimas 5 horas de cultu-
ra permitiu avaliar eventuais danos em apenas
um ciclo.

E importante referir o fato de que tanto a
ciclofosfamida quanto a 5-fluorouracil foram
acrescentadas diretamente a cultura, evitando a
possibilidade de seus constituintes serem
reprocessados, ocultando, assim, a a¢do dos seus
metabdlitos.

A 5-fluorouracil, em todas as concentra-
¢Oes utilizadas, induziu alteragdes estruturais
extremamente significativas nas culturas de
linfécitos e um aumento na freqliéncia de célu-
las anormais, quando comparadas as pacientes
com o grupo controle. O gap cromatidico foi a
alteracdo mais freqliente, indicando o efeito do
agente apo6s a replicacdo do DNA sem reparo
do dano estrutural.

No presente estudo, foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas nas
pacientes, em relacdo a células hipodipldides ou
hiperdipléides, quando comparadas com o gru-
po controle. A diminuicdo do Indice Mitético,
tanto no grupo controle quanto nas pacientes,
forneceu a indicacdo de uma eventual
citotoxidade na cultura, o que pode acontecer
com o uso de agentes clastogénicos. Os resulta-
dos obtidos comprovaram a citotoxidade destas
substancias nas concentracdes e doses utilizadas
neste estudo. A ciclofosfamida e, principalmen-
te, a 5-fluorouracil interferiram no crescimento
celular, de tal modo que em alguns casos foi
possivel analisar apenas 25 metafases.

Ao comparar a freqiiéncia dos varios ti-
pos de alteragBes estudadas nas diversas concen-
tracdes de 5-fluorouracil, o teste InStat 3.0
mostrou diferengas estatisticamente significati-
vas para alguns destes tipos. As alteragBes que
ocorreram, em nUmero muito reduzido, ndo
permitiram estabelecer comparacOes estatistica-
mente significativas.



Analisando as diferentes concentracfes de
5-fluorouracil, constatou-se que esta substancia
induziu aberragBes cromossdmicas em todas as
concentragdes testadas, porém as células tive-
ram maior dano cromossdmico na concentracdo
2,5ug/ml. E interessante ressaltar que, nas con-
centracdes seguintes (5,0pg/ml, 7,5ug/ml e
10pg/ml), ndo houve aumento significativo de
danos cromossémicos, sugerindo que, a partir
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siderada também clastogénica, uma vez que in-
duziu a quebras cromossémicas nas culturas
submetidas ao tratamento in vitro. A
ciclofosfamida, utilizada como controle positi-
vo, demonstrou ser eficiente como indicador de
danos cromossémicos e ter efeito citotoxico.

Portadoras de cancer de mama mostra-
ram maior sensibilidade aos danos
cromossémicos provocados pela 5-fluorouracil

de uma determinada concentracdo, a 5-
fluorouracil pode saturar os receptores de mem-
brana, levando a célula a ndo mais responder ao
aumento desta droga.

e ciclofosfamida.

Os maiores danos cromossomicos foram
encontrados na concentragdo de 2,5ug/ml, su-
gerindo, assim, que as células, devido a satura-
¢do dos receptores de membrana, ndo respon-
deram em ordem crescente a0 aumento das con-
centracBes de 5-fluorouracil.

Os resultados obtidos neste estudo suge-
rem possiveis danos genéticos secundarios,
advindos da agdo de mutdgenos quimicos que
fazem parte do protocolo de quimioterapia.

CONCLUSOES

A 5-fluorouracil foi considerada, nas con-
dicdes in vitro estudadas, uma substancia
citotoxica em todas as concentracdes, levando a
menor frequéncia de divisdes celulares. Foi con-

Human lymphocyte assay on the recognition of the citotoxic effect and the
clastogenicity of the 5-fluorouracil

Abstract

5-fluorouracil is being use in chemotherapic protocols as part of the therapeutic of some Kinds of
cancer, like breast cancer. Among other effects, this substance inhibits the timidalato sintetasis, undermining
DNA synthesis, and incorporates itself in the RNA, thus interfering in the protein synthesis processing. In
normal cells, 5-fluorouracil can induce mutations and present genotoxical effects, leading to the appearance
of secondary damages to the human metabolism. This investigation aimed to evaluate the clastogenic and
cytotoxic effect of 5-fluoroacyl in different concentrations, to verify which would cause the lesser damage to
the organism. As a test-system we took a culture of 72-hours peripheric blood lymphocytes, in six patients
with breast cancer and four normal controls with the same sex, age and life habits. 5-fluorouracil was
applied in G2, four hours before beginning of culture in concentrations of 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 ug/ml.
The obtained slides were stained with Giemsa and analyzed under microscope. Cytotoxic and clastogenic
actions of 5-fluorouracil were studied through calculation of the Mitotic Index and Chromosome Aberration
analysis, with analysis of 50 cell for each treatment, according to conventional protocol. The obtained
results show chromosomal damage in all concentrations, with more significant difference in 2,5 pg/ml
concentration, which suggests that in a certain concentration, 5-fluorouracil saturates membrane receptors,
making the cell stop responding to increase in concentration.

Keywords: 5-Fluorouracil. Chromosomal aberrations. Breast cancer.
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