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Obavljena su ispitivanja genotoksi¢nog efekta amitraza

(3,6 mg/kg t.m, 1.8 mglkg t.m, 0.9 mg/kg t.m) na ¢elijama kostne srzi
misa HAN soja in vivo, pracenjem ucestalosti numerickih i strukturnih

hromozomskih aberacija, dok je citostatski efekat istog preparata

pracen preko mitotskog indeksa. Prva eksperimentalna doza

(3,6 mg/kg t.m) uslovila je statistiCki znacajno (p<0,01) povecanje mi-
totskog indeksa, dok su druga (1,8 mg/kg t.m) i tre¢a (0,9 mg/kg t.m)

eksperimentalna doza statisti¢ki zna¢ajno (p<0,01) smanjile vrednost
mitotskog indeksa kod jedinki oba pola. Sve primenjene doze pokazale

su sposobnost indukcije numeri¢kih (aneuploidije i poliploidije) i struk-
turnih (Robertsonove translokacije) hromozomskih aberacija. Na os-
novu dobijenih rezultata moZe da se zakljuci da ispitivana supstancija

pokazuje genotoksi¢ni dozno zavisni efekat.

Kljucne reci: amitraz, genotoksi¢nost, citostatski efekat, mitotski
indeks, strukturne aberacije, numericke aberacije

Uvod / Introduction

Amitraz je triazapentadiensko jedinjenje, N-(2,4-dimetilfenil)-N-[[(2,4-
dimetilfenil) imino]metil]-N-metilmetanimidamid, ¢lan formamidinske klase hemi-
kalija. Amitraz je u Sirokoj primeni u poljoprivredi i veterinarskoj medicini, kao vi-
soko efikasan akaricid i insekticid sa Sirokim spektrom delovanja. Interaguje sa
oktopaminskim receptorima u centralnom nervnom sistemu ektoparazita kao
agonist insekatskog neurotransmitera oktopamina i uzrokuje povecanje neuralne
aktivnosti ili smrti insekata [1, 2]. Amitraz je agonist oy-adrenoceptora i izaziva
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promene u biohemijskim i fizioloskim procesima. InhibiSe moZzdanu monoamin-
oksidazu i motorne funkcije kod pacova [3]. Suprimira nivo cAMP-a i oslobadanje
insulina iz p ¢elijske linije pacova [4] i smanjuje sadrzaj glutationa u jetri misa [5].

Amitraz indukuje aktivaciju multiplih formi citohrom P450-zavisne
monooksigenaze u jetri pacova i pokazuje slabu antiestrogenu aktivnost u MCF-7
¢elijama humanog kancera dojke, a istu aktivnost pokazuje i kod polno nezrelih
zenki pacova [6]. Amitraz je slabo toksian za sisare ako se unese oralno [7]. Uka-
zano je da je amitraz teratogen za laboratorijske Zivotinje [8, 9, 10, 11, 12, 13], ali i
da prouzrokuje tumore kod zenki miSeva, mada nije klasifikovan kao humani
kancerogen [11, 12, 14]. Pri neuobicajeno visokim koncentracijama, moze da
nastane trovanje ljudi, narocito dece, sa izrazenim klini¢ko toksikoloskim manifes-
tacijama [11]. Formamidini se metaboliSu kod intraperitonealno (i.p) tretiranih pa-
cova u prisustvu hepati¢nih oksidacionih sistema u 2,4 i 2,6 disupstituisane aniline
koji se dalje prevode u odgovarajuce nitrozobenzene koji su pokazali mutageni
efekat u Ejmsovom testu [15]. Osano i saradnici su pokazali da su izvorna jedinje-
nja pesticida, formamidina i hloroacetanilida, toksi¢nija u testu akutne toksi¢nosti
na larvama musice Chironomus riparius [16]. Microtox® testom (test akutne tok-
siénosti na bakterijama Vibrio fischeri) ukazao je da su degradacioni produkti for-
mamidina toksi¢niji od izvornih jedinjenja, a Mutatox® test (test genotoksi¢nosti
na bakterijama Vibrio fischeri) dao je pozitivne rezultate na genotoksi¢nost hloro-
acetanilida i formamidina, kao i njihovih degradacionih produkata [16].

Cilj rada je bio da se utvrdi postojanje eventualnog genotoksi¢nog
efekta amitraza i njegovih rezidua in vivo, prac¢enjem ucestalosti numerickih i
strukturnih hromozomskih aberacija u ¢elijama kostne srzi miSa HAN soja, dok
smo citostatski efekat ovog akaricida procenjivali na osnovu mitotskog indeksa.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Eksperiment je bio izveden na albino laboratorijskim miSevima soja
HAN oba pola (50 posto muzjaka i 50 posto zenki), uzrasta oko 7 nedelja, telesne
mase od 25 do 30 grama. Ispitivano je delovanje tri razli¢ite doze (3.6 mg/kg ami-
traza, Sto je LDsg za p&ele pri rasprsivanju; 1.8 mg/kg, Sto je 50 posto LDsg za pcele
i 0.9 mg/kg, Sto je 25 posto od LDy, za pcele). Svaki in vivo test obuhvata tri grupe
eksperimentalnih Zivotinja: pozitivnhu kontrolu [K(+)-tretman ciklofosfamidom],
negativnu kontrolu [K(-)-netretirane jedinke] i eksperimentalnu grupu. Eksperi-
mentalna grupa je podeljena na tri podgrupe — za svaku dozu po jedna (E1 - 3.6
mg/kg amitraza, E2 - 1.8 mg/kg i E3 - 0.9 mg/kg). Amitraz je aplikovan intraperito-
nealno dva puta u razmaku od 24 €asa, a zrtvovanja su izvedena 24 Casa posle
druge aplikacije. Eksperimentom je bilo obuhvaéeno osam ciklusa.

Preparacija kostne srzi miSeva i pravljenje citoloSkih preparata obav-
lieni su na osnovu metode koju su postavili Hsu i Paton [17], a modifikovao Stani-
mirovi¢ [18]. Procena hromozomskih aberacija (numeric¢kih i strukturnih) je obav-
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liena prou¢avanjem 2400 celija kostne srzi, odnosno, 1200 ¢elija koje poticu od
zenki i isto toliko koje poti¢u od muZzjaka. Dobijeni rezultati su statistiCki obradeni
primenom t-testa.

StatistiCka obrada je izvedena softverskim programom Statistica 6.0, a
za analizu varijanse kori§éen je ANOVA program.

Rezultati i diskusija / Results and discussion

Rezultati ispitivanja uticaja razli¢itih doza amitraza na proliferativhu
sposobnost ¢elija kostne srzi jedinki HAN soja oba pola (faktor A: muski pol a; i
zenski pol a,), odnosno na mitotski indeks, kao meru proliferacije ¢elija, prikazan
je u grafikonu 1.
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Grafikon 1. Mitotski indeks ¢elija kostne srZi miSa oba pola u kontrolama i eksperimentalnim
grupama
Graph 1. Mitotic index of bone marrow cells in mice (both sexes) in controls and experimental groups

Iz datog grafikona se vidi da razli¢ite doze amitraza razli¢ito utiCu na
proliferativnu aktivnost posmatrane vrste éelija oba pola. Prva doza (3,6 mg/kg -
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E1) stimuliSe proliferaciju ¢elija kostne srzi, odnosno, uslovljava povecéanje vred-
nosti mitotskog indeksa (8.30=0.60 muzjaci, 8.51+0.70 zenke) u odnosu na
negativnu kontrolu (6.05+0.26 muzjaci, 5.80+0.37 zenke). Druga (1.8 mg/kg -
E2) i tre¢a (0.9 mg/kg - E3) doza snizavaju vrednosti mitotskog indeksa kako kod
muzjaka, tako i kod zenki u poredenju sa netretiranim jedinkama iz negativne kon-
trolne grupe: E2=3.37+0.42 (muzjaci), E2=3.20+0.0.42 (Zenke); E3=2.82+0.35
(muzjaci) i E3=2.34+0.46 (zenke).

Analizom varijanse u dvofaktorijalnom ogledu i F-testom, utvrdeno je
da izmedu svih grupa Zivotinja postoje veoma znacajne razlike (p<0.01) uslov-
liene uticajem pola eksperimentalnih Zivotinja i razli¢itih doza ispitivane supstan-
cije.

Prva doza (3,6 mg/kg) u E1 je stimulativno delovala na proliferaciju
¢elija kostne srzi miSa, odnosno, uslovila je povec¢anje mitotskog indeksa. Druga
(1.8 mg/kg) i tre¢a (0.9 mg/kg) doza su, u nasem sluc¢aju, smanijile vrednost Ml
kod jedinki oba pola. Iz ovih rezultata se vidi da ista vrsta ¢elija moZe da reaguje, u
bioloSkom smislu, razli¢ito na razli¢ite doze iste hemijske supstancije. Poznato je
da ¢elije mogu da ispolje razliCiti stepen osetljivosti na citotoksi¢ne agense, u
zavisnosti od faze ¢elijskog ciklusa, od doze primenjene supstancije i od duzine
trajanja tretmana [19]. Prema Madoc-Jonesu i Maurou [20] ciklus-specifiCni
agensi deluju na ¢eliju u tacno odredenoj fazi ¢elijskog ciklusa, mada ne mora da
znaci da se tacka maksimalne osetljivosti ¢elija podudara sa momentom ispolja-
vanja citostati¢kog ili citotoksi¢nog efekta date hemikalije. Naprotiv, ciklus-spe-
cificni agens prvo stupa u reakciju sa najosetljivijim celijskim komponentama
odgovornim za proliferativnu aktivnost, a tek u kasnijem vremenskom periodu do-
lazi i do vidljivih posledica, tj. do smanjenja broja ¢elija. Ustanovljeno je da kod po-
jedinih ciklus-specifi¢nih hemijskih agenasa, u pogledu uticaja na proliferaciju
¢elija kostne srzi sa poveé¢anjem doze, ne dolazi i do manifestnog povecéanja cito-
toksi¢nog efekta koji bi se ispoljio ve¢im smanjenjem broja ¢elija. To je zato Sto ek-
spozicija takvim hemijskim sredstvima uslovljava delimi€nu sinhronizaciju ¢éelija
kostne srzi. Takvi agensi ostvaruju svoj citostatski ili citotoksi¢ni efekat na najoset-
ljivijim ¢elijama, dok u zivotu ostaju ¢elije koje su ili manje osetljive ili neosetljive na
dato hemijsko sredstvo. Te Celije nesmetano prolaze kroz deobu i viemenom se
njihova Celijska populacija uveéava sve dok odredena hemikalija i na ove ¢elije ne
ostvari potpuni citostatski ili citotoksi¢an efekat [21].

Amitraz je ispoljio citoproliferativan efekat koji je narocito izrazen u E1,
dok su E2 i E3 imale nizak Ml ¢ak i u odnosu na netretirane jedinke iz negativne
kontrolne grupe. Moze da se kaze da su Celije kostne srzi ispoljile dozno-zavisni
odgovor, mada je u poredenju sa negativnom kontrolom re¢ o supresiji odgovora
u E2i ES. Ovi rezultati su u saglasnosti sa nalazima Younga et al [22]. koji su us-
tanovili da 0.035 posto amitraza redukuje broj celija u WIL2NS limfoblastnoj
¢elijskoj liniji samo dva Casa posle izlaganja, tj. amitraz smanjuje broj limfocita u
centralnom krvotoku kod ljudi. Pretpostavljamo da je amitraz kod laboratorijskih
zivotinja uticao na loze celija krvi u kostnoj srzi. Takode, moZe da se pretpostavi da
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vece doze mogu brze da deluju u smislu citotoksi¢nog efekta, a samim tim i da
¢elije kostne srzi brze nadoknaduju izgubljeni pul ¢elija (kostna srz je visoko proli-
ferativno tkivo koje brzo nadoknaduje gubitak celija usled izlozenosti cito-
toksi¢nim agensima), pa da iz tog razloga kod E1 i E2 imamo nizak MI. Amitraz je
ispoljio citoproliferativan efekat $to moZze da bude polazna tacka za promene ge-
netickog materijala na nivou gena i hromozoma [23].

Pored uticaja na mitotsku aktivnost ¢elija kostne srzi miSa ispitivane
doze amitraza pokazale su sposobnost indukcije kako numeri¢kih hromozomskih
aberacija tipa aneuploidija i poliploidija, tako i strukturnih aberacija tipa Robert-
sonovih translokacija. Rezultati ovih istrazivanja prikazani su u tabelama 1 i 2.

U tabeli 1 su prikazani rezultati kako pojedinaéne u€estalosti aneuplo-
dija i poliploidija, tako i ukupna ucestalost tih numerickih aberacija hromozoma u
¢elijama kostne srzi jedinki oba pola u zavisnosti od eksperimentalnih doza (slika
1). Iz tabele 1 se vidi da su sve ispitivane doze amitraza pokazale sposobnost in-
dukcije numeri¢kih hromozomskih promena u éelijama kostne srzi, a poredenjem
induktivne sposobnosti ispitivanih doza i primenjenih kontrola vidi se da vrlo vi-
soke signifikantne razlike (p<0.001) postoje izmedu E1i E3, E1iE2, E3iK(+), E2
i K(+), dok takve razlike nisu uoCene izmedu K(+) i E1, odnosno izmedu E2 i E3.
Pol nema statistiCki znaCajan uticaj na pojavljivanje numeri¢kih hromozomskih
aberacija.

"

Slika 1. Poliploidija u kariotipu laboratorijskog misa HAN soja
Figure 1. Polyploidy in karyotipe of HAN mouse
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Jedan od sigurnih pokazatelja genotoksi¢nosti ispitivane supstancije
jeste pojava strukturnin hromozomskih aberacija [24]. Sve ispitivane doze ami-
traza pokazale su sposobnost indukcije strukturnih hromozomskih aberacija tipa
Robertsonovih translokacija (Rb). Preduslov za nastanak Rb translokacija, ako se
radi o supstanciji sa genotoksi¢nim potencijalom, jesu prekidi u neposrednoj blizi-
ni centromera na oba hromozomska kraka [25, 26]. Ovaj tip strukturnih aberacija
se javlja u svim eksperimentalnim grupama, mada doza primenjena u E1 pod-
grupi ima najvec¢u sposobnost indukcije Robertsonovog hromozoma (slika 2). 1z
tabele 2 moze da se zapazi da se ukupna zastupljenost Robertsonovih transloka-
cija kod svih eksperimentalnih grupa, medusobno, vrlo visoko znacajno
(p<0.001) razlikuje u zavisnosti od doze, osim kod E1 i K(+), gde razlika u broju
¢elija sa Robertsonovim hromozomom nije statisti¢ki znaéajna.

06.

-

Slika 2. Kariotip laboratorijskog misa HAN soja tretiranog najve¢om dozom amitraza
(3,6 mg/kg t.m) — strelica pokazuje Robertsonovu translokaciju
Figure 2. Karyotype of the HAN strain mouse treated with the highest dose of amitraz (3.6 mg/kg b.w)
arrow indicates the Robertsonian translocation

Nasi rezultati poveéanija frekvencije numeri¢kih (aneuploidija i po-
liploidija) i strukturnih hromozomskih aberacija (Robertsonove fuzije) su vero-
vatno posledica dejstva metabolita amitraza, Sto je u saglasnosti sa nalazima
grupe autora, Cije su studije radene na sisarskim test-sistemima in vivo i in vitro
[27, 28], kao i studije radene na bakterijama [29]. Svi navedeni radovi ukazuju na
genotoksi¢nost ispitivanih metabolita amitraza in vivo i in vitro. Kako su u Muta-
tox® testu (test genotoksi¢nosti na bakterijama Vibrio fischeri) dobijeni pozitivni
rezultati na genotoksi¢nost hloroacetanilida i formamidina, kao i njihovih degrada-
cionih produkata [16], a imajuci u vidu €injenicu da je i sam amitraz iz grupe for-
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mamidina, lako mogu da se o€ekuju sli¢ni efekti i samog amitraza, odnosno nje-
govih metabolita, mada u ovom slu€aju dobijeni rezultati genotoksi¢nosti de-
gradacionih produkata amitraza, odnose se na prokariotski sistem. U osnovi svih
navedenih promena su verovatno poremecaji u reper enzimskim sistemima, koji
usled ostecenja ne uspevaju da obave popravke oste¢enja na naslednoj osnovi
nastale dejstvom ovog radiomimetika [23].

Zakljucak / Conclusion

1. Razli¢ite doze amitraza razli¢ito utiCu na proliferativnu aktivnost
posmatrane vrste ¢elija oba pola: prva eksperimentalna doza stimuliSe prolifera-
ciju ¢elija kostne srzi (povecava vrednost MI) u odnosu na negativnu kontrolu, dok
druga i tre¢a snizavaju vrednost Ml u poredenju sa netretiranim jedinkama iz
negativne kontrolne grupe.

2. Analizom varijanse u dvofaktorijalnom ogledu i F-testom, utvrdeno
je da izmedu svih grupa Zivotinja postoje veoma znacajne razlike (p<0.01)
uslovljene uticajem pola eksperimentalnih zivotinja i razli¢itih doza ispitivane sup-
stancije.

3. Ispitivane doze amitraza mogu da izvr§e hemijsku indukciju nume-
rickih hromozomskih promena u ¢elijama kostne srzi laboratorijskog misa i te in-
duktivhe sposobnost mogu vrlo mnogo da se razlikuju (p<0.001) medu grupama
[E1-E3, E1-E2, E3-K(+), E2-K(+)], ali medu nekim eksperimentalnim grupama te
razlike nisu uo¢ene [E1 i K(+), E2i E3].

4. Ukupna zastupljenost Robertsonovih translokacija se, kod svih ek-
sperimentalnih grupa, medusobno, zna¢ajno (p<0.001), razlikuje Sto zavisi od
doze osim kod E1 i K(+) gde razlika u broju ¢éelija sa Robertsonovim hromozo-
mom nije statistiCki znaCajna.
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ENGLISH

EVALUATION OF GENOTOXIC POTENTIAL OF AMITRAZ BY CYTOGENETIC TEST
IN VIVO

Ivana . Pejin, Z. Stanimirovic, Jevrosima B. Stevanovic, Z. Kulisic

The genotoxic effect of amitraz (3.6 mg/kg b.m, 1.8 mg/kg b.m, 0.9 mg/kg
b.m) on bone marrow cells of HAN strain mice was examined in vivo by following the fre-
quency of numeric and structural chromosomal aberrations, while the cytostatic effect of
the same preparation was followed through the mitotic index. The first experimental dose
(3.6 mg/kg b.m) caused a statistically significant (p<0.01) increase in the mitotic index,
while the second (1.8 mg/kg b.m) and the third (0.9 mg/kg b.m.) experimental dose statisti-
cally significantly (p<0.01) decreased the value of the mitotic index in animals of both
sexes. All the applied doses exhibited an ability to induce numeric (aneuploidy and poly-
ploidy) and structural (Robertsonian translocation) chromosomal aberrations. It can be
concluded on the basis of the obtained results that the examined substance exhibits a
genotoxic dose-dependant effect.

Key words: amitraz, genotoxicity, cytostatic effect, mitotic index, structural aberrations,
numeric aberrations

PYCCKUN

OLIEHKA TEHOTOKCUYECKOI'O MOTEHUMANA AMUTPASA
LMTOrEHETUYECKMM TECTOM IN VIVO

UBaHa WU. MNeunH, 3. CtaHumuposuy, EBpocuma B. CteBaHoBuY, 3. Kynuwuny

CaenaHbl MCMbITaHUS! FeHOTOKCUYecKoro achdekTa ammTpasa (3.6 Mr/kr m.T,
1,8 Mr/kr m.T, 0.9 MIr/Kr M.T) Ha KNeTkax KOCTHOro mosra Mbiwn XAH wramma in vivo
CNEXKOW 4acTOTbl HYMEPAaLMOHHbIX U CTPYKTYPHbIX abeppaumii, noka UMTOCTaTU4ECKUiA
3ahbheKT TakOro »ke npenapara crexeH Yyeped MUTOTUYECKU uHaekc. MNepeas akcnepu-
MeHTanbHas gosa (3.6 Mr/kr M.T) obycrnoBuna CTaTUCTUHECKN 3Ha4MTenbHO (p<0.01)
yBenM4YeHne MMTOTUHECKOro MHAeKca, noka eropaq (1,8 mr/kr m.T) n Tpetbs (0.9 mr/kr
M.T) SKCMepuMeHTanbHas fo3a CTaTMCTUHECKN 3Ha4UTENBbHO (0<0.01) yMeHbLUIMAM CTOU-
MOCTb MUTOTMHECKOrO MHEKCa Yy OTAENbHbIX XMBOTHbIX 06a nona. Bce npumeHéHHbIe
[03bl NOKasanu cnocobHOCTb UHAYKLIMN HYMEPALMOHHBIX (aHEeyNonanm u Nonvniionanm)
N CTPYKTYPHBIX (TpaHcnokauumn PobepTcoHa) XpOMOCOMHbIX abeppauuii. Ha ocHoBe no-
NyYEHHbIX Pe3ynbTaToB MOXHO CAEeNaTh BbIBOZ, YTO UCMbITaHHAsA cybCcTaHLUUS NoKasbl-
BaeT reHOTOKCUYECKMIN [O3HO 3aBUCUMbIN 3hdeEKT.

KntoyeBble crnoBa: aMmTpas, FeHOTOKCUYHOCTb, LIMTOCTATUYEeCKUN aPdeKT, MUTOTUYE-
CKUW MHAEKC, CTPYKTYpPHble abeppauymm, HymepaLuoHHble abeppaunm
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