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——IT, INTRODUÇÃO

I.1. Mutagenese e carcinogênese: considerações gerais

Nos últimos cinquenta anos, os seres vivos têm sido amplamente

expostos a uma grande variedade de novas substâncias, tais como me
dicamentos, pesticidas, corantes, aditivos alimentares, cosmeti­

cos e poluentes do ar e da água. Muitos desses compostos exer­

cem sobre eles, de forma direta ou indireta, efeitos prejudi­

ciais principalmente representados pela mutagênese e pela carci­
nogênese. ' '

A mutageênese consiste no aparecimento de alterações.

transmissíveis da informação genética, as mutações, sendo desig
nado mutagênico o agente que induz tais alterações.

Quando as mutações resultam da modificação de uma
algumas bases nitrogenadas são classificadas como gênicas ou pun
tiformes. Nesse caso elas podem ser produzidas por mecanismos de |
substituição de bases, com a incorporação de seus anãlogos ao
DNA, dando lugar ao desemparelhamento na replicação seguinte, ou
nela inserção ou perda de bases, alterando a matriz de leitura

do código genético. As mutações gênicas não são observadas cito
logicamente, mas geralmente exercem efeitos detectáveis no fenóôó­

tipo do portador.

Quando ocorrem alterações microscopicamente visíveis
da estrutura ou do número de cromossomos, abrangendo uma grande quan­

tidade de bases nitrogenadas, as mutações sao classificadas como
cromossomicas, sendo comumente designadas por aberrações cromos­
somicas. As aberrações cromossômicas numéricas resultam de fa­
lha na disjunção dos cromossomos filhos, durante a migração ana­

fásica, e as aberrações cromossomicas estruturais resultam —”. de
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quebras únicas ou múltiplas na cromatina, com perda de segmentos

ou com posterior fusão dos pontos de quebra de forma irregular,

originando cromossomos aberrantes, por exemplo, com inversões, com

translocações ou em anel.
A carcinogênese consiste no aparecimento de tumores, formados

por um conjunto de células que se dividem de modo irregular, por uma série de
eventos consecutivos. A característica de multi­estadio do processo carcino­
geênico foi proposta independentemente por ROUS & KIDD (1941) e BERENBLUM

(1941a;b) e atê hoje tem sido aceita como um recurso operacional para  ex­

plicar a sequência dos eventos. As bases moleculares e biologi­

cas dessa caracteristica,que envolve as fases de iniciação e
promoção, não estão claramente delineadas, mas tem se tornado ca

da vez mais claro que muitos eventos carcinogeênicos envolvem

essas duas fases. Ao nivel molecular, a fase de iniciação pare­

ce ser o resultado da indução do dano às moléculas de DNA de cê

lulas com capacidade de divisão, as quais agem como substratos

para a produção de mutação (TROSKO & CHANG, 1980) . O mecanismo
molecular da promoção, ao contrario do de iniciação que altera
irreversivelmenteas moléculasde DNA, parece incluir uma varie­
dade de modos de "ligar e desligar" varios genes, que dariam uma

vantagem de crescimento seletivo a uma cêlula específica ,mutada
(TROSKO et alit, 1982).

Inicialmente era considerado 'carcinogênico: todo agente
OU processo que aumentava significativamente a frequência de neo­
plasmas malignos na população (CLAYSON, 1962). Posteriormente,
verificou­se que o mecanismo de ação tóxica dos compostos carci­
nogênicos era variado e puderam ser diferenciados,de acordo com
HELENE & SOMERA (1979) e BOUTWELL et alit (1982), quatro tipos
de agentes: (1) os carcinogênicos primários, que têm ação
direta, não requerem ativação metabólica e provocam câncer
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no próprio ponto de aplicação; (2) os procarcinogênicos,  car­

cinogênicos proximais ou secundários,que originam tumores em or
gãos específicos e dependem de ativação metabólica; (3) os .co­
carcinogênicos, com pouca ou nenhuma atividade carcinogênica por
si, mas que aumentam consideravelmente o efeito de um carcinogê­
nico secundário por facilitar a ativação metabólica deste ou al­

terar os mecanismos de reparo do DNA e (4) os promotores de tu­

mor, agentes que causam o aparecimento de poucos tumores quando

aplicados sozinhos, mas que quando aplicados repetidamente, em
uma mesma área, em sequência à aplicação de uma dose não­carcino
gênica de um agente carcinogeênico, aumentam significativamente o

aparecimento de tumores, no mínimo de três modos:  influen­

ciando a taxa de mutação, alterando o mecanismo de reparo, ou
causando a desrepressao de um gene regulador vizinho (BERENBLUM

& ARMUTH, 1981).

Os carcinogênicos primários são, principalmente, agen­

tes alquilantes e acilantes (iminas, epóxidos, sulfatos, sulfona
tos, mostardas, compostos halogenados, carbamatos, anidridos e

lactonas) que apresentam um centro eletrofílico por meio do qual
se ligam, por covalência, aos centros nucleofílicos de polinu­

cleotidios e de proteínas celulares.
A classe dos procarcinogênicos inclui os hidrocarbone­

tos aromáticos policíclicos, certas aminas aromáticas, alquilni­
trosaminas, compostos azoicos, alguns derivados halogenados e vã
rios produtos naturais, comoa aflatoxina Bj o safrol, a cicasi
na, e outros, que durante a sua biotransformaçaão originam compos
tos intermediários que vão reagir com os centros — nucleofílicos
celulares.

Os cocarcitiogênicos sao substâncias cuja importância

passou a ser mais destacada recentemente, porque potenciam a ati
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vidade de carcinogênicos secundários. O enxofre e seus compos­

tos, aldeídos e fenóis são exemplos de cocarcinogênicos que esti
mulam a biotransformação dos hidrocarbonetos aiomáticos 'policí­
clicos.

Entre os promotores de tumor, o agente mais potente
descrito é o êster de forbol 12­0­tetradecanoil­forbol­l3­aceta­

to (TPA), mas existem muitos outros esteres de forbol com grau

variadode propriedades promotoras, inflamatórias e iniciadoras
(SLAGA et alit, 1974). Outros compostos específicos com ativida
de promotora são conhecidos, entre eles o ácido iodoacético, a

antralina e um número de outros fenóis, como d­limoneno, certos

esteres de ácidos graxos e muitos agentes de superfície ativos
(BOUTWELL, 1974).

A concepção de que as formas reativas de Ccarcinogêni
cos químicos eram fortes agentes eletrofílicos foi primeiramen­

te notada no metabolismo tn vitrode N­.metil ­4­aminoazobenzeno

e 2­acetilaminofluoreno (MILLER & MILLER, 1966), sendo posterior
mente estendido esse conceito para as formas reativas de inúme­
ros carcinogênicos quimicos (MILLER & MILLER, 1969, 1981; MILLER,
1970). Dessa forma, a maioria dos compostos deve ser metaboliza
da a uma forma eletrofilica comum, ou seja, a eletrófilos reati­.
vos, antes que eles possam reagir com componentes celulares e
atuar como carcinogênicos. As ligações covalentes de carcinogê­
nicos químicos tn vivo são o resultado de reações entre : esses
eletrófilos reativos e sítios nucleofílicos de componentes celu­
lares, especialmente as moléculas informacionais DNA, RNA e pro­
teinas. Um bom esquema geral dos eventos moleculares e celula­
res na carcinogênese química foi apresentadopor MILLER & MILLER
(1982): ­
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PROCARCINOGÊNICO

N
carcinogênicos metabólitos não

proximais —B­ — eletrofílicos

carcinogênicos finais

(iniciadores)

eletrofílicos, mutagênicos

+ âtomos eletrofílicos N, O, S; C

das macromolêculas celulares

residuos carcinogeênicos que se ligam

covalentemente a macromolêéculas informacionais

(DNA, RNA, proteinas)

iniciação |
alterações específicas nas macromolêculas

criticas (epigenêéticas? genéticas? viral­genética?

viral­epigenêtica?)

— v

expressão alterada da informação genética

promoção clone celular

iÁ

tumores grandes
ha
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1.2. Natureza e relacionamento dos processos­mutageênicos e car­

cinogenicos

O DNA ou a cromatina nuclear são alvos de constantesle
soes provocadas por agentes químicos, mas nos sistemas vivos de

senvolveram­se vários processos enzimáticos de reparo dessas le­

soes. Uma determinada lesão do DNA pode acionarum mecanismo de
reparo que reverta a porção lesada à forma normal (por exemplo,

por fotorreativação ou por reunião da quebra de uma cadeia sim­

ples), que elimine o dano (por exemplo, por reparo de excisão),

ou que supere seus efeitos inibitórios no seguimento do processo

biossintético (por exemplo, por reparo pos­replicação).

De maneira geral, pode­se considerar a ocorrência de

muitas semelhanças entre os mecanismos de mutagênese e o modo de

ação dos principais carcinogênicos químicos (MILLER & MILLER,
1971 e WRIGHT, 1980). Cada vez hã mais indícios e evidên­

cias de que muitos desses compostos são genotóxicos, isto E, nas
suas formas ativas podem provocar mutações em sistemas de prova
microbianos (AMES, 1976; 1979; AMES et alt1, 1975; MCCANN & AMES,
1976; MCCANN et alíz, 1975) e inclusive, em mamíferos (BISHUN et

alii, 1973; HSU et alii, 1977; PETERSON et alit, 1979; LAKE et

alit, 1980; TRITTON & YEE, 1982).

WRIGHT (1980) propos a classificação dos carcinogeêni­

cos e mutageênicos genotóxicos em dois tipos: os precursores e

os finais. Os agentes genotoxicos finais possuem as propriedades

intrínsecas necessarias para interagir com o material genético

queé o alvo celular critico, iniciando o processo genotóxico.Os
agentes genotóxicos precursores não possuem propriedades genotõ­

xicas por Si, mas são convertidos pelo metabolismo de organismos
susceptíveis, em agentes genotóxicos finais. Em conseqtiiên­
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cia, são inativos em sistemas biológicos nos quais faltam enzi­

mas necessárias para convertê­los nas formas genotoóxicas finais.

Já a classificação proposta por CLAYSON (1981) identifica os

carcinogênicos genotóxicos como agentes iniciaisque aumentamsig
nificativamente a incidênciade tumores na população e têm a ca­
pacidade de alterar a informação genética nos sistemas de testes,
enquanto que os agentes promotores de carcinogênese são conside­

rados não­genotóxicos e, embora aumentem significativamente a in

cidência de tumores na população, não têm a capacidade de alte­

rar a informação genética em sistemas de testes.

Alguns exemplos interessantessobre os mecanismos  pe­
los quais os agentes genotoóxicos podem atuar são encontrados nos
trabalhos que mostram uma relação qualitativa entre a fidelidade
da síntese do DNA e a carcinogênese. Entre esses pode­se citar

o de LOEB et alit (1977) que estabeleceu o efeito de trinta e um
metais, previamente identificados como carcinogênicos­mutagênicos, como

possivelmente carcinogênicos­mutagênicos ou como . não­carcinogêni­

cos­mutagênicos. Dos oito metais tidos como carcinogênicos (pra

ta, berílio, cadmio, cobalto, crômio, manganês, níquel e chumbo),
todos provocaram uma diminuição na fidelidade da duplicação pela

DNA­polimerase em pelo menos 30%; dos três possivelmente carcino

gênicos, o cobre afetou significativamente a polimerização da mo

leécula, enquanto o ferroe o zinco não a alteraram, semelhante­
mente ao que ocorreu com todos os compostos tidos como não­carci

nogênicos. Esses autores concluíram pela validade da avaliação
de alterações na fidelidade da sintese de DNA para a detecção de
metais potencialmente mutagênicos ou carcinogênicos. Resultados

similares em relação ao efeito sobre a replicação do DNA haviam sido

obtidos por MAKINO & OKADA (1974) com vários compostos carcinogê
nicos, como nitrogênio mostarda, mitomicina C, óxidode 4­nitro­

FS
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



quinalina (4NQ0), N­metil­N'­nitrosoguanidina (MNNG), alguns dos
quais já utilizados terapeuticamente como agentes anti­tumorais.

A estabilidade da ligação de compostos carcinogênicos ao
DNA tn vivo também sugere um mecanismo molecular para a inicia
ção tumoral. Essa interação pode ser mutagenica, afetando a exa
tidão com a qual o DNA modificado é copiado pela DNA­polimerase

celular. SIROVER & LOEB (1974) mostraram que a modificação do
molde sintético do polinucleotídio com fB­propiolactona, um poten
te mutagênico e carcinogenico, aumentava a incorporação de mnu­
cleotiídios não­complementares tanto em embriões de ouriço do mar,
como em virus do mieloblasto de aves.. Quando o molde foi trata­

do com o carcinogênico, houve uma estimulação inicial na Ssínte­

se, seguida por uma diminuição dessa com o aumento das modifica­'
ções do molde, demonstrando uma relação entre o composto carcino
gênico e os erros na replicação do DNA em cêlulas normais. Con­
tudo, o DNA não foi identificado como o alvo primário de ação de
todos os compostos carcinogênicos. A adriamicina, um dos mais

importantes antibióticos usados no tratamento do câncer humano,
e por si mesmo um agente carcinogênico potente, mostrou­se capaz
de exercer sua atividade interagindo apenas com a superficie ce­
lular (TRITTON & YEE, 1982), podendo atuar, portanto, ­como um

agente nao­genotóxico.

1.3. Procedimentos experimentais para a avaliaçãoda atividade
mutagenica..

A similaridade química entre mutagênicos e carcinogêni

cos primários, aliada às evidências. de que cerca de* noventa por cen

to dos carcinogênicos.são mutageênicos (MILLER & MILLER, 1971),
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apoia a utilização de testes para avaliação de mutagenicidade de compostos
que foram identificados ou sugeridos como carcinogênicos.

O grau de sobreposição das ações de substâncias car­
cinogênicas e mutageênicas depende muito do composto testado e do

sistema de teste utilizado. Para agentes como aminas aromati­

cas e nitrosaminas a sobreposição das atividades carcinogênica.
e mutagênica é praticamente total, enquanto que com outros com­
postos, tais como êsteres, epoxidos e carbamatos, a sobreposição

é quase nula (DE SERRES, 1976). E£É possível, no entanto, que mui
tos dos agentes considerados como não­genotoóxicos não tenham si­

do avaliados corretamente pelos sistemas de testes utilizados,is
to é, que o teste não fosse sensível para detectar as altera­
ções genéticas induzidas (BARTSCH et alít, 1982).

Diversos procedimentos experimentais têm sido :. usados

com o objetivo de avaliar a potencialidade mutagênica de substan

cias. A seguir, resume­se os principais.

1.3.1. Testes em sistemas bacterianos

O teste em sistemas bacterianos mais conhecidofoi de­
senvolvido por AMES et alit (1975), empregando principalmente 1i
nhagens de Salmonella typhimurium. As linhagens mais usadas

apresentam mutações gênicas que conferem à bactéria um prê­requi

sito nutritivo, a histidina. Assim, as cêlulas não crescem se o
meio de cultura não contiver esse aminoácido, a não ser que ocor

ra uma reversão ou supressão da mutação original. O teste pode

ser feito com ou sem ativação metabólica. No primeiro . caso,
acrescenta­se ao meio de agar contendo as células e a substância
a ser testada um extrato de enzimas ativadoras, as oxidases de

função mista, conhecidas como fração*S­9, obtidas do fígado de

rato, com o objetivo de verificar se o composto em estudo é mu­

FS
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



tagênico em sua forma original, ou se necessitaser metabolizado
para se tornar mutagênico.

As preparações são colocadas em placas de Petri com

meio de cultura sem histidina, incubadas por dois dias a 37ºC e

após esse período, verifica­se se houve a formação de colôniasre
vertentes. Um mutagênico potente produz um grande número de co­

lonias por placa.

Esse teste apresenta vantagens, por ser rápido, de bai
xo custo, sensível e de boa reprodutibilidade (BARTSCH et alit,
1982).

1.3.2. Testes indiretos por meio de hospedeiros

Os testes com hospedeiros intermediários têm como prin
cipal característica a capacidade de detectar não sô as altera­

ções genéticas produzidas por compostos que são ativos por si

mesmos, como pelos compostos que são ativados por enzimas dos te­.
cidos ou pela flora intestinal do hospedeiro. Esses testes con­

sistem no tratamento por via oral, intraperitonial ou por inala­
ção, de um mamífero, em geral camundongo ou rato, com um mutagê
nico químico. Ao mesmo tempo em que esse mamífero é tratado, são
introduzidos, intraperitonialmente, organismos indicadores como

bactêrias, fungos ou células de mamíferos, nos quais a frequeên­
cia de mutação gênica ou os efeitos citogenêticos podem ser medi

dos. Após um periodo de tempo adequado, esses organismos indica
dores são retirados do hospedeiro e a indução de mutantes é esti

mada. A comparação entre a ação mutageênica do composto, direta­
mente sobre o organismo indicador, e indiretamente por intermêédio
do hospedeiro, pode demonstrar se esse teve capacidade para des­

toxificar o composto ou se formaram­­se produtos mutagêficos como
resultado do seu metabolismo (LEGATOR, 1976).
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Em alguns casos pode­se usar também sangue ou produto
de excreção (urina, por exemplo) de um animal tratado com a dro­

ga, para testar o efeito dos metabólitos em organismos indicado­
res, como Salmonella typhimurium, linhagens de fungose Drosophila.

1.3.3. Detecção de letais

A detecção de mutagenicidade pelo sistema de letais po
de ser feita com duas têcnicas: pela estimativa da frequência
de letais recessivos autossomicos e ligados ao sexo, como ocorre,

frequentemente, com Drosophila e pelo teste dos dominantes le­

tais. Em Drosophila sao utilizadas técnicas de cruzamento dos

indivíduos submetidos ao composto, com outros indivíduos de 1li­
nhagens portadoras de genes marcadores,como letais dominantes ba
lanceados, cromossomo X em anelou de inversões responsáveis

pela supressão da permutação genética. Os cromossomos selvagens

são colocados em homozigose e pela analise da descendência pode­

se detectar o efeito letal. A base genêtica da letalidade domi­
nante, princípio do teste dos dominantes letais, É a indução de
danos cromossômicos e rearranjos, tais como translocações, que
resultam em zigotos inviáveis. Para esse teste, camundongos ma­

chos tratados são cruzados com um grupo de fêmeas virgens ...não­
tratadas. Duas semanas apos o cruzamento, as fêmeas são sacrifi
cadas e avalia­se a incidência de mutações dominantes letais,

produzidas nas cêlulas germinativas masculinas, contando­se os
x

implantes embrionicos mortos (EPSTEIN & ROHRBORN, 1971).

1.3.4. Estudos citogeneticos

1.3.4.1. Micronúcleos

São chamados de micronúcleos os pequenos núcleos que

aparecem ao lado de núcleos principais e que contêm fragmentos

ou cromossomos inteiros que se retardam na migração anafásica e
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não são incluídos no núcleo principal (NATARAJAN & OBE, 1982).
A ocorrência de micronúcleos pode ser investigada tn vitro, em

culturas de linfócitos, e tn vivo, em medula Óssea e cêlulas meio

ticas animais e vegetais (SCHMID, 1975; COUNTRYMAN & HEDDLE,1976;
NATARAJAN & OBE, 1982).

O teste de micronúcleos em medula óssea & realizado com

esfregaços de cêlulas hematopoêticas, após a aplicação sub­cutã
nea da substância a ser testada em pequenos mamíferos. Os micro
núcleos podem ser encontrados em mieloblastos, mielócitos e eri­

troblastos, sendo esse último tipo celular o mais adequado para
analise (SCHMID, 1975).

O teste de micronúcleos meiótico &é baseado nos mesmos
principios do teste de micronúcleos em medula óssea. Em organis­
mos animais, esse teste consiste na pesquisa de micronúcleosin­
duzidos durante as divisões de redução meiótica, como resultado
de quebras cromossômicas, e observados em células pos­meióticas
jovens. Nos organismos vegetais, as espécies mais amplamente
usadas pertencem ao gênero Tradescantia, cujos cromossomos são
extremamente sensíveis aos mutagênicos e sujeitos a quebras, com
produção subseqilente de fragmentos acentricos que resultam em mi
cronúcleos no estadio de têtrades.

O teste de micronúcleos permite a rápida obtenção de

resultadose, por isso, é comumente utilizado em genética toxico
lógica. Contudo, detecta apenas alterações cromossômicas gros­

seiras e, portanto, seus resultados devem ser considerados como

indícios para a execução de testes mais sensiveis.
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1.3.4.2. Tndice mitoótico e aberrações cromossomicas estruturais
e numericas

Os testes citogenêticos tn vitro consistem na adiçãodo
composto a ser testado, em várias concentrações, ao meio de cul­

tura das cêlulas por diferentes períodos de tempo. Após esse
período, as células (fibroblastos ou linfócitos, geralmente) são
preparadas para analise cromossomica por pré­tratamento com ini­
bidor de mitose (colquicina) e solução hipotonica.

A introdução do composto pode ser realizada én vivo em

organismos tratados experimentalmente, em seres humanos profis­

sionalmente expostos ou com intoxicação aguda. Ainda para estu­

do do efeito do composto tn vivo,em mamíferos, podem ser anali­
sadas preparações de testículos (para verificação da presença de
“translocações recíprocas nos espermatócitos) ou esfregaços de sê
men corados com corantes fluorescentes (para testar falha na dis
junção do cromossomo Y).

Os testes citogenêticos tn vitro e tn vivo permitem de
tectar o Índice de proliferação celular e a ocorrência de aberra
ções cromossômicas estruturais e numéricas. A proliferação celu

/

lar pode ser estimada pelo índice mitotico, ou seja, pela propor
ção de cêlulas em divisão em um dado momento, sendo que esse pa­

râmetro pode fornecer informações sobre a ocorrência de altera­

ções na duração do ciclo celular em consequência à ação de deter
minado agente, que é, então, considerado cicloativo.

As aberrações cromossomicas estruturais, isto €, que
causam anomalias na morfologia dos cromossomos constituem uma

fração substancial das mutações produzidas por mutagênicos fisi­
cos ou químicos.

!
&

Para que se forme uma aberração estrutural ê necessãá­

rio que ocorram quebras nos cromossomos. > SHAW (1970) pro­
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pôso termo clastogênicopara designar todo agente capaz de pro­
duzir quebras cromossomicas.

As alterações numéricas implicam ganho ou perda de cro
mossomos. Ocorrem devido a falha na disjunção, isto €&, erros na
separação dos cromossomos na mitose ou na meiose e podem causar

prejuízos severos para o portador.

1.3.4.3. Trocas entre cromatides­irmãs (TCI)

O fenômeno de TCI pode ser definido como a ocorrência

de trocas recíprocas envolvendo porções simétricas do DNA de cro
mátides­irmas. A análise da morfologia dos cromossomos que se
replicavam na presença .de S­bromodesoxiuridina (BrdU). permitiu
observar que, após o tempo equivalente a dois ciclos de replica­

ção, um grande número de metãfases continha cromossomos em que as
cromátides mostravam um padrao de desespiralização desigual. Estu
dos com auto­radiografia e BrdU triciado evidenciaram que a cro­
maátide mais desespiralizada correspondia a que havia incorporado
a BrdU radioativa nos dois filamentos da molécula de DNA, enquan

to a outra mais espiralizada o havia incorporado em apenas um fi
lamento. Coradas por Giemsa, uma das cromátides se apresentava

mais palida que a outra e, eventualmente, era possível” observar
trocas entre as cromâtides­irmas (ZAKHAROV & EGOLINA, 1972).

LATT (1974) foi o primeiro a descrever uma técnica de
coloração diferencial dessas cromátides com fluorocromos, apos
a incorporação da BrdU. Uma têcnica mais simples, que utiliza
o. processo de desnaturaçaão seguido de coloração por Giemsa, foi
desenvolvida logo após por KORENBERG & FREEDLENDER (1974) e ten

sido amplanente lusada por garantirum melhor nível de . resolução
H

' Í H

­2 . ­ .

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



foi considerada, desde o início, como um mêtodo sensível para
testar mutagenicidade quimica (WOLFF, 1979). Apesar de não se
conhecer muito sobre seu significado biológico, em certos casos,

tem sido encontrado um número aumentado de trocas, mesmo “quando
a dose do composto estã abaixo da concentração requerida para a
detecção de aberrações cromossômicas clãssicas (KUCEROVÁ, 1982).
Por outro lado, alguns compostos sabidamente clastogênicos não
se mostraram indutores de TCI (GEBHART, 1981),o que leva a consi

derar a marcação das TCI como uma têcnica adicional, e não subs­

tituta, aos testes citogenêéticos.

1.3.4.4. Associação de satelites

. Nas preparações de cromossomos humanos, os cromossomos * acro­
cêntricos dos grupos D e G frequentemente encontram­se associados pelos

seus satélites. Tal fenômeno de associação de satélites, parece

ser o resultado da participação conjunta de cromossomos acrocên­
tricos na formação do nuclêolo, ou seja, na transcrição e proces
samento dos precursores do RNAribossomico (RNAr) 18S e 28S.

O processo de síntese celular do RNA pode ser perturba
do por vários compostos químicos (CROOKE, 1979) que, portanto,al
teram a frequência com que os cromossomos acrocêntricos apares­

"cem associados na placa metafâásica, refletindo a sua participa­

ção na organização do nuclêolo.

Apesar dos inúmeros sistemas de testes ja disponíveis
para se testar a mutagenicidade de compostos químicos, muitos fa

tores ainda se colocam contra a extrapolação dos resultados de
sistemas unicelulares para os organismos de mamíferos e

desses para o homem. A farmacocinética da absorção, distribui­
ção e excreção do mutagênico administrado, a natureza e quantida
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de de seus metabólitose a atividade mutagênica desses metabóli­
tos podem afetar profundamente a expressao da mutação. No entan

to, a grande quantidade de novos compostos que entram no ambien­

te e a impossibilidade de testã­los em sistemas de testes de lon

ga­duração, tornam necessário uma prê­seleção e o estabelecimen­

to de prioridades para os testes de longa­duraçaão. Os resulta­

dos positivos de testes para mutagenicidade em sistemas microbia

nos e de mamíferos não podem implicar automaticamente “um efei
to carcinogênico no homem, pois resultados positivos ou negati­"­

vos desses testes não substituem testes de longa duração pa­

ra carcinogenicidade em animais. Os ensaios para mutagenicidade
mediados por tecidos são altamente efetivos para predizer o po­

tencial carcinogênico, mas não dão indicação das espécies biolo­

gicas ou Orgãos­alvo da.ação carcinogênica do agente; além dis­

so, a potência relativa do composto como mutagênico não pode ser

correlacionada com sua potência como carcinogênico em experimen­

tos em animais ou no homem (BARTSCH, 1976).

1.4. Produtos naturais de plantas da familia Euphorbiaceae

A fotossíntese é o processo primário de síntese na na­

tureza, pelo qual as plantas clorofiladas utilizam a energia so­

lar para a produção de compostos orgânicos a partir de dióxido

de carbono e água. Os produtos iniciais são carboidratos que

originam, por uma serie de reações, um conjunto de compostos or­

gânicos de baixo peso molecular e estrutura simples: açúcares,
ácidos orgânicos e aminoácidos.
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A partir desses produtos primários, por vias metaboli­
cas específicas que compõem o metabolismo secundário, são forma­

dos os produtos secundários ou produtos naturais, dos quais os
terpenóides, os fenóis ou compostos aromáticos, os flavonóides,
e os alcalóides constituem os grupos mais importantes.

Entre os terpenôóides produzidos pelas plantas, encon
tram­se os esterois, amplamente distribuídos no reino vegetal e
os carotenóides, que têm participação no processo fotossintéti­
co. A borracha é outro exemplo de terpenóide, contendo de 3000

a 6000 unidades de isopreno. Um outro grupo importante dentre

os terpenóides são as giberelinas, fitohormonios essenciais pa
ra o desenvolvimento vegetal, tendo sido ja descritas mais de

cinquenta tipos diferentes, todos de ocorrência natural. Muitos
terpenóides contendo de 10 a 15 carbonos estão presentes . em
óleos essenciais, de importância para a indústria de perfumaria

e cosméticos. Quase todos os terpenoides sao hidrocarbonetos

de cadeia longa ou ciclica, formados por simples condensação ca­

beça­cauda de duas a quatro unidades de isopreno com subsequente
ciclização dos polímeros resultantes, dando mono, sesqui e diter
penos, ou dimerização de três e quatro unidades de polímeros pe­
la condensação cauda­cauda, dando triterpenos, como OS esteróis,
e tetraterpenos, como os carotenóides.

As plantas da família Euphorbiaceae são conhecidas por
provocarem reações dermatológicas alérgicase irritantes no ho­
mem (HICKEY et alit, 1981) e inflamação na mucosa do nariz, boca
e olhos (HECKER & SCHMIDT, 1974; EVANS & SCHMIDT, 1976). Hã cer
ca de dez anos, tornou­se evidente que os princípios irritan­
tes dessas euforbiáceas tóxicas são misturas complexas de eêste­
res dos álcoois diterpenos tetracíclicos polifuncicnais, como O
forbol e o ingenol e seus derivados (HERGENHAHN et alii, 1974;
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OPFERKUCH & HECKER, 1974; KINGHORN & EVANS, 1975; UPADHYAY &
HECKER, 1975; EVANS & SCHMIDT, 1976). Tais compostos estão pre­

sentes no látex, que ê uma substância em geral de aparência bran
ca­leitosa, produto dos tubos laticíferos não­articulados encon
trados em diferentes órgãos dessas espécies, que exsuda da plan
ta quando esta € injuriada,

Além dos diterpenos tetracíclicos, o látex das plantas

euforbiáceas apresenta triterpenos tetracíclicos e pentacíclicos.

Desses, são exemplos mais comuns os esteróõis cicloartenol, uma

mistura de fB­amirina e germanicol, campesterol, estigmastesol e

sitosterol. Recentemente foi citado que células cultivadas de

Euphorbia tirucallt L. sintetizavam os esterõis eufol e tirucalol, que
são característicos da planta intacta (BIESBOER & MAHLBERG, 1979).
Os resultados de BIESBOER et alii (1982) com vários cultivares
de F. pulcherrima mostraram que existe um alto nível de estabi­

lidade para o modelo de síntese de esterois e triterpenos no 1ã
tex de espéciesde Fuphorbia que possuem tubos laticíferos não.
articulados.

Da familia Euphorbiaceae, os generos Croton e. Euphorbia

são bem estudados, e representam a fonte de uma ou mais classes

de diterpenos. O óleo da semente de Croton tiglium foi o primei
ro composto das espécies dessa família a ser isolado no fim do século dezeno­­
ve. Muitos investigadores atribuíram as propriedades vesicantes

do oleo de C.tíigliuma um ácido chamado de "crotonol". Acreditava­

se que este ácido pudesse estar relacionado com o ácido oleico.
Posteriormente, empregando a fração do Oleo de C. tíiglim soluvel em
etanol, Dunstan & Boole (1895, em HECKER & SCHMIDT, 1973) ex­

trairam uma resina neutra de comprovada ação tóxica.

Em 1914, Boehm (em HECKER & SCHMIDT, 1973), com um pro

cedimento modificado na preparação da "resina do Croton", obteve
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um composto cristalino, o qual denominou forbol, por ser originã
rio de uma espêcie da família Euphorbiaceae. Todavia, a estrutu
ra do forbol só foi elucidada por HECKER (1967), como um àâálcool

diterpeno tetracíclico. A partir daí os procedimentos de extra­

ção foram aperfeiçoados e atualmente, com têcnicas de distribui
ção multiplicativa e cromatográficas, têm­se isolado e identifi­

cado novos compostos químicos de várias espécies de .Fuphorbtia.

Nesse gênero, o diterpeno mais comum é o ingenol, que ocorre no

latex junto com um ou mais êsteres diterpenos como o ingol e 1a
tirol. Esses dois últimos, apesar de não irritantes, têm estruturas químicas
particulares que sugerem um importante papel na biogênese de uma
parte dos princípios ativos dos diterpenos (KINKHORN & EVANS,

1975; UPADHYAY& HECKER, 1975). £É interessante notar que o 1lã­
tex das EFuphorbta exibe, de modo similar ao oleo de Croton, ati­

'vidade cocarcinogênica na epiderme de camundongo (ROE & PEIRCE,
1961; HERGENHAHN et alit, 1974; STENBACK, 1978).

O mais potente dos diêsteres de forbol é o 12­0­tetra­
decanoil­forbol­l13­acetato (TPA), inicialmente isolado do oleo

de Croton, que tem sido um importante componente para explicar

os vários . estadios no mecanismo da carcinogênese (BOUTWELL,
1964; 1974; DIAMOND et ali7z, 1980 e BLUMBERG, 1980). A designa­

ção desse composto por TPA foi feita por HECKER (1968), mas ele

é também conhecido por forbol miristato acetato (PMA), segundo
proposto por VAN DUUREN (1969). £EÉ capaz de promover o aparecimen
to de tumores em doses de 0,5 a 10 nmol por aplicação em um volu
me de 0,2 ml de acetona, sendo o mais efetivo agente promotor de

tumor, embora existam muitos outros Esteres de forbol com grau

variado de propriedades promotoras, inflamatórias e irritantes

.(BOUTWELL et alii, 1982). Essa variação de intensidadepode ser
devida, segundo HECKER (1968), àesterificaçaão dos álcoois com
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cadeias curtas ou longas de lipídios.—

. Cada alcool pode dar origem a muitos compostos irritan

tes com potência variada, dependendo da natureza dos componentes
ácidos esterificados dos ésteres. Assim, BAIRD & BOUTWELL (1971)

relacionaram a ação de promoção com a presença de uma cadeia li­
pídica, o que é consistente, portanto, com um aumento de solubi­
lidade da membrana celular. Desse modo, os diêsteres de cadeia
longa, forbol­didecanoato e tetradecanoil­forbol­acetato, ambos
com ácidos altamente lipofílicos presos à sua molécula, foram ci
tados como fortes promotores de tumor, enquanto que oO ester do
ácido benzóico, forbol­dibenzoato, com grupos ácidos menos lipo­
fílicos, foi citado como um promotor fraco, e o forbol e o for­

bol­diacetato, que são mais hidrofílicos, como promotores muito

fracos.

BAIRD et alít (1971) concluíram que existe uma correla

ção entre a capacidade de promoção de tumor e a estimulação da
síntese de DNA, RNA e proteina dos diêsteres de forbol. Assim,
os promotores de tumor 12­0­tetradecanoil­forbol­l3­acetato e oO

forbo1­12­13­didecanoato induziram uma rápida estimulação da in
corporação de timidina triciada em DNA e RNAe leucina triciada
em proteina, enquantoo forbol­12,13­dibenzoato, um promotor fra
co, foi menos efetiívo,e o forbol e o forbol­12,13­diacetato, pro
motores muito fracos,não induziram qualquer mudançana incorpora
ção. A incorporação de precursores de RNA pode refletir um au­
mento de expressão gênica, sendo possivel que o tratamento .— com
ésteresde forbol também resulte na expressão de regiões do geno
ma que não são normalmente transcritas. Isto permitiria que uma
cêlula iniciada, contendo uma alteração, fosse convertida em uma

cêfrula tumoral.
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1.5. Objetivos

A Euphorbia tirucallit L. tem despertado o interesse de
pesquisadores como fonte de produtos altamente energeêticos, por

apresentar em seu látex uma mistura de Oleos de baixo peso mole­

cular que poderiam ser utilizados como meio alternativo .. para

obtenção de energia (PARCEVAUX & ALLIRAND, 1977), além de ter si
do referida como portadora de princípios ativosde interesse far
macêutico (NEIVA, 1966).

Com este trabalho pretendeu­se testar a ação. ex­

trato de E. tirucalli L. e algumas de suas fraçoes (frações aquo

sas ricas em açúcares e âacidos orgânicos e frações acetônicas Ti
cas em lipídios e forbol)em linfócitos humanos cultivados, com
vistas a investigar seus efeitos sobre a duração do ciclo celu

lar, detectar a indução de efeitos clastogênicos e verificar a

ocorrênciade alteraçõesnas frequências de trocas entre cromã­
tides­irmãs e de associações de satélites entre cromossomos acro
cêntricos.
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II. MATERIAL E METODOS ——

IIT.]1. Doadores

Os linfócitos foram obtidos de quatro individuos do se
xo feminino, com idade variando de 30 a 33 anos, que não tinham

sido expostos a raios X ou a qualquer tratamento com agentes qui

micos nos últimos seis meses (com exceção do doador utilizado no
Experimento II, que era fumante moderado) e nem tinham mantido
contato direto com Euphorbta tirucalli L. Cada experimento foi

| desenvolvido com linfócitos de um determinado doador.

11.2. Planta estudada

A espécie utilizada no presente .: .estudo, Euphorbta
tirucallt L., pertence à classe Dicotiledoneae, Ordem Geraniales,
familia Euphorbiaceae, gênero Euphorbia. Sua origem ê ainda

controvertida e entre os inúmeros nomes populares atribuídos, o

mais comum é avelós. Ela é descrita por CORREA (1931) como um
arbusto de numerosos ramos verticilados, cilíndricos, estriados,

verdes, lactescentes e aáfilos (Figura 1). Não se sabe ainda se
esta espécie é monóica, dióica ou hermafrodita, e parece que não

existe flor masculina, nem, portanto, fruto no Brasil. Por ou­

tro lado, esta espécie frutifica em Marrocos e no Senegal e a

floração parece depender das condições do meio (PARCEVAUX

ALLIRAND, 1977).

O avelôs é uma planta espontânea nas regiões aridas do

Nordeste do Brasil, perfeitamente adaptada aquelas condições, e

subespontânea em outros Estados, como Amazonas, Pará, Rio de Ja­
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"Figura 1. Euphorbia tirucalli L.
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neiro e São Paulo, onde tem—­sido utilizada como planta .ornamen­
tal, apesar de altamente tóxica. Os espécimes empregados neste

estudo foram coletados em Jaboticabal, SP.

11.3. Frações analisadas
Estudaram­se cinco frações, isoladas de E. tíirucalli,

pelo Dr. Erancisco Carvalho, no Laboratório de Fisiologia Vege­

tal da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinarias, Campus de

Jaboticabal, UNESP, que empregou a têcnica de distribuição multi
plicativa e cromatograáfica descrita por HECKER & SCHMIDT (1974).

As frações foram obtidas por meio do seguinte esquema de extra

ção: 200g de ramos laterais, provenientes de quinze plantas, fo­
ram homogeneizados em liquidificador com 200 ml de acetona, sen­
do que esta quantia de acetona foi acrescentada mais quatro vezes, totali­
zando 1.000 ml. À seguir, fez­se a concentração a vãcuo a 40%, ob­
tendo­se o extrato total hidroacetonico (ETH). Prosseguiu­se com
a extração em cloroformio, por ser esse o solvente que melhor se
para os compostos presentes no extrato total. Nessa fase de se­
paração foram utilizados 220 ml de clorofórmio (100 ml em uma pri
meira vez, 50 ml na segunda e finalmente 70 ml). Como produto,
resultou um composto de cor. amarela pálida. Em seguida, com um
funil de separação, foram obtidas duas fases, sendo a — primeira
denominada fase aquosa combinada (133 ml) e uma segunda denomina
da fase clorofôórmica (87 ml). A fase aquosa foi concentrada a

“vãcuo a 60ºC até atingir um volume de 92 ml, seguindo­se a preci
.pitação dos ácidos orgânicos a 1ºC por um período de mais ou me­

nos quatro dias. Como produto, obteve­se um sobrenadante, que

constituiu­se na fração aquosa rica em açúcares (FAA), e o preci
pitado, que apos ser dissolvido em 100 ml de água, constituiu­se
na fração aquosa rica em ácidos orgânicos (FAO). A fase .cloro­

formica, por sua vez, sofreu o processo de evaporação clorofórmi
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—— ca, primeiro em jato de.ar a 41ºC atê atingir um volume de 5 ml

e depois à temperatura ambiente atê a secagem, por um período de

mais ou menos dois dias. Em seguida, fez­se a diluição em 40

ml de acetona, centrifugou­se, obtendo­se um precipitado contendo

alguns polímeros de isoprenoide e o sobrenadante,que foi evapo­
rado à temperatura ambiente, dissolvido em 25 ml de hexano e cen

trifugado. Desse passo resultaram o sobrenadante e o precipita­

do que foram evaporados à temperatura ambiente e dissolvidos em
o

acetona. O sobrenadante constituiu­se na fração acetonicarica em
'

­

"

Hlipídios (FAL), e jo precipitado na fração acetonica rica!em forbol (FAF).

11.4. Experimentos desenvolvidos

Foram feitos quatro Experimentos: 1, II, IIIA e III,
sendo analisados 25 grupos experimentais. A discriminação des­

ses grupos em relaçãoà fração testada, à concentração utilizada
do solvente e aos parâmetros estudados e apresentada na Tabela 1.

II.5. Estudo cromossomico

As culturas de linfócitos foram desenvolvidas em meio
de cultura DIFCO RPMI 1640, suplementado com 20% de soro AB huma
no e estimuladas por fito­hemaglutinina fornecida pela Profa..Dra.

Iris Ferrari, da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, USP.

Cada grupo experimental foi preparado com 10 ml do
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Tabela 1. Grupos experimentais e parâmetros analisados nos quatro experimentos.

Experimento Grupo experimental Concentração (ul/ml) Parâmetros analisados no experimento
Fração Codigo Composto Solvente

Extrato total hidroacetônico

Controle

Controle acetona

ETH­20 20
ETH­10 10
ETH­5
ETH­1

CI

CII

Índice mitótico

Frequencia de anomalias
estruturais e numericas

Frequência de associação de
satelites

Extrato total hidroacetônico

Fração aquosa rica em açúcares
Fração aquosa rica em ácidos orgânicos FAO­S5
Fração acetonica rica em lipídios
Fração acetônica rica em forbol
Controle

Controle acetona

ETH­5

FAA­5

Índice mitótico

Frequência de anomalias
estruturais e numericas

Frequência de associação deFAL­5
satelites

FAF­S

CI

CII

Extrato total hidroacetônico

Fração acetônica rica em lipídios
Fração acetônica rica em forbol
Controle

Controle acetona !

Frequência de trocas entre
cromatides­irmas

ETH­5

FAL­5

FAF­5

No
CI

Freglência de associação de
satelites

Extrato total hidroacetonico.

Fração acetoônica rica em lipídios.
Fração acetônica rica em forbol
Controle

Controle acetona

ETH­5 Freqliência de células em 12,
ETH­2 2º e 3º divisão

Frequência de trocas entre
cromatides­irmas

FregUencia de associação de
satelites
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­meio de cultura completo, 0,4 ml de fito­hemaglutinina e cerca

de 15 gotas de suspensão de linfócitos, e dividido em duas rêpli
cas. As culturas foram mantidas a 37ºC por cerca de 70 horas,

sendo que oitenta minutos antes da interrupção foi adicionado
0,1 ml de solução de colquicina a 1,67% em cada rêplica. As sus­

— pensões celulares foram, a seguir, hipotonizadas en KCl a 0,075 M, por

nove minutos, a 37ºC, e fixadas em metanol acêtico 3:1. De cada

" rêplica foram preparadas cinco lâminas, totalizando dez lâminas

para cada grupo experimental. A coloração foi feita ­em solução

tamponada de Giemsa a 2% (pH 6,8) apos hidrólise em HCL a 1 N,

por 7 minutos a 60ºC.
Nos experimentos III.A e III.B, nos quais se objetívava O

estudo das trocas entre cromatides­irmãs (TCI), no início da cul
tura adicionou­se 5­bromodesoxiuridina (BrdU), Sigma, obtendo­se

SM. Todos os frascos foramuma concentração final de 3,25 x 10

recobertos com papel aluminio, para evitar a fotoólise da  BrdU.

Apos a colheita da cultura, da maneira ja descrita, as lâminas
foram coradas pela têcnica FPG (Fluorescência plus Giemsa), se­

gundo KORENBERG & FREEDLENDER (1974). Inicialmente, cada lâmina

foi coberta com um filme de soluçao de HOECHST 33258 (2­(2­(4­hy
droxi­phenyl)­2­benzimidazolyl)­6­(l­methyl­4­piperazul)benzimi­

dazole) na concentração de 0,94 x 107'M; em seguida foi exposta,
sem lamínula, à luz ultra­violeta,por 12 minutos, a uma distân­
cia de 15 cm. Apos lavadas e secas as lâminas foram incubadasem
solução salina com pH 8 a 8,3 e temperatura de 87 a 89ºC, por
cerca de 1 minuto. A solução salina foi preparada com 137,99 ç&

de sulfato acido de sódio monohidratado (NaH,PO,), diluído em
900 ml de água destilada. Para se obter o pH entre 8,0 a 8,3 fo

ram adicionadosa esta solução salina, lentamente, cerca de 40,5
ml de hidróxido de sodio (NaOH) a 10 N. AÀ medida que as lâminas
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iam sendo retiradas dessa solução salina, eram imediatamente la­
vadasem água destilada e coradas do modo usual.

As lâminas foram codificadas e a seguir procedeu­se à
análise em teste cego. Considerou­se como índice mitótico a fre
quência de células em divisão em 1000 núcleos. A proporção per­
centual do Índice mitótico de cada grupo, emrelação ao do con­
trole I, foi designada como indice mitótico relativo.

De cada grupo experimental dos ExperimentosI e II pro
Curou­se analisar 50 metáfases, assinalando as anomalias estrutu
rais ou numéricas encontradas. Metãfases com eventos anômalos

foram fotografadas e, em alguns casos, as fotos ajudaram na in­
terpretação mais precisa das anomalias.

As anomalias estruturais encontradas foram falhas e que
bras. Considerou­se como falha, quando a descontinuidade era me
nor que a largura da própria cromátide e o segmento distal perma
necia em alinhamento. Quando a lesão ocorreu em uma só cromâáti
de, a falha foi considerada cromatiídica e nos casos em que ocor­

reu em ambas as cromátides, cromossômica. Quando a descontinui­
dade era maior que a largura da própria cromátide, e havia

o deslocamento do segmento, a anomalia estrutural foi consi­

derada como quebra. Nesse caso, essas podiam ser cromatídicas
ou cromossômicas, caso atingissem uma ou ambas as cromátides,res
pectivamente.

Nos Experimentos III.A e III.B procurou­se analisar,de
cada grupo experimental, um mínimo de 20  metãáfases. A anaáli­

se de TCI foi executada em células de segunda geração tn víitro.

Quando se encontrava tal situação, e desde que a metãfase se

apresêntasse completa e sem superposições que impedissem a leitu

ra, OS Cromossomos eram esquematizados, adotando­se o criterio

FS
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



—­ de discriminar com cores as cromátides de cada cromossomo e os

sete grupos cromossomicos. Os cromossomos do grupo A(l, 2 e 3)

e o cromossomo 16 foram identificados individualmente.

A associação de satélites entre os cromossomos acrocên
tricos dos grupos D e G foi investigada em todos os experimentos.
Considerou­se os cromossomos associados quando a distância entre
eles não excedia o comprimento do braço longo do maior cromosso­
mo G da metáfase em estudo.

A análise cromossômica foi feita em microscópio compos

to marca Carl Zeiss, modelo standard WL, e em microscópio Carl

Zeiss, modelo Laboval 3. Para a avaliação do Índice mitoticouti

lizou­se 400 aumentos, para a investigação da ocorrência de ano­

malias cromossômicas, 1.250 aumentos e para a análise de TCI,

1.600 aumentos.

As fotomicrografias foram feitas com equipamento foto­
gráfico MC63, marca Carl Zeiss, usando­se filme Kodak Panatomic

X, de 32 ASA. Para a revelação do negativo usou­se o . Revelador
Kodak D­72, em diluição 1:1, por dois minutos e trinta segundos
­à 20ºC, e as copias foram feitas em papel Kodabromide F4.

II.6. Analise estatistica

Para a análise estatística dos resultados foram utili­

zados os seguintes testes:

1. Teste G ou razão log­verossimilhança (SOKAL& ROHLF,

1969), para comparação das distribuições de freêqiências de cêlu­
las em divisão (indice mitótico), de células com anomalias estru
turais e numéricas e de associações de satêlites por cêlula.

2. Teste de Qui­quadrado (SOKAL & ROHLF, 1969), para
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comparação das frequências observadas de TCI em relação às fre­
qlências esperadas, de acordo com o tamanho dos cromossomos, pa­
ra a comparação das frequências de TCI entre o controle e os gru
pos tratados, e para a comparação do número de cêlulas com alta
frequência de TCI entre o controle e os grupos tratados, confor­

me recomendado por CARRANO & MOORE II (1982).

3. Testet de Student (SOKAL & ROHLF, 1969) para com­
—paração das freqillências médias de associações de satélites entre

o controle e os grupos tratados.

4. Teste de Wilcoxon (LEHMANN, 1975), para comparação

da frequência de TCI em cada cêlula (dados combinados) e das fre
quências médias de TCI por cromossomo ou grupo cromossomico (da
dos pareados) entre o controle e os grupos tratados.

Em todos os testes foi fixado em 0,05 ou 5% o nível de
significância, sendo assinaladoscom um asterisco os valores que
permitem a rejeição da hipotese de nulidade.
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III.RESULTADOS

IIIT.1. Escolha das concentrações a serem testadas

. Para uma avaliação inicial das concentrações que deve.

riam ser utilizadas montou­se o Experimento I, no qual foram tes
tadas quatro concentrações do extrato total hidroacetônico (EIH):
1, 5, 10 e 20 ul/ml.

Na Tabela2 apresentam­se o indice mitótico (IM), o ín­
dice mitotico relativo (IMR) e a freqillência de anomalias cromos­
sômicas estruturais nas metáfases analisadas nesse Experimento.

Aplicando­se a estatística G, para comparação das frequências de
células em divisão entre o controle I (CI) e os demais grupos, ve
rificou­se que, enquanto o controle II (CII) não diferia do CI,

todos os grupos submetidos ao ETH foram significativamente dife­
rentes do CI.

As culturas tratadas com 20 ul/ml de ETH não cresceram

e a grande redução do IM nos grupos ETH­5 (cercade 50%) e ETH­10
(cerca de 90%) dificultou a analise cromossômica pela escassez

de material. Além disso, no grupo experimental ETH­10, os cro­
mossomos 'apresentavam­se dobrados e muito contraídos, não se con

seguindo 50 metáfases em condições de análise.
Considerando­seos resultados acima referidos, esco­

lheu­se a concentração de 5 pl/ml como a conveniente para a ava­

liação do efeito das diferentes frações do avelos no ciclo celu
lar e nos cromossomosde linfócitos humanos.
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Tabela 2. Indice mitótico (IM), índice mitótico relativo (IMR) e frequência de anomalias
cromossomicas estruturais (quebras e falhas) nos grupos experimentais (G.E.) do
Experimento I e valores de G (1 grau de liberdade) para números de núcleos em di
visão nos tratamentos, em relação a CI. ns: não significativo; *: significativo
(P < 0,05). Grupos experimentais conforme Tabela 1.

IM IMR Nº de metafases
(%) Analisadas Com anomalias ($%)

60 3 (6%)

a6 11 (223)

11 7 (184)

o

85 1 (2%)

2 (4%)
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I1I1I.2. Tndice de proliferação celular

O índice mitótico (IM) e o Índice mitótico relativo
(IMR) foram estimados para as cinco frações analisadas no Experi
mento II: ETH, FAA, FAO, FAL e FAF, cada uma delas introduzida

nas culturas na concentração de 5 ul/ ml, e para as três frações
analisadas no Experimento III.B: ETH, FAL e FAF, nas concentra­

ções de 5 e 2 ul/ml na primeira fração e 2 ul/ml nas duas úÚlti­

mas. O CII recebeu uma alíquota de acetona equivalente, ou se­
ja,5 ul/ml no Experimento II e 5 e 2 ul/ml no Experimento IILI.B.
Os resultados estão apresentados na Tabela3, e da Tabela 4 cons
tam os valores de G para comparação das frequências de celulasem
divisão entre o CI e os demais grupos experimentais. No Experi­

mento II, três grupos experimentais (ETH­5, FAL­5 e FAF­5) mani­

'* festaramum Índice mitótico reduzido em relação ao CI, sendo tal
redução significativa nos grupos que receberam as frações aceto­
nicas ricas em lipídios (FAL­5) e em forbol (FAF­5). No.Experi­
mento III.B, nenhum grupo experimental apresentou redução signi
ficativa do indice mitótico em relação ao CI.

Na Tabela 5 apresentam­se as frequências de cêlulas

que estão no primeiro, segundo ou terceiro ciclo de divisão celu .

lar nas culturas dos diferentes grupos experimentais do Experi­
mento III.B. A identificação do ciclo de divisão celular . foi

possivel pela introdução de bromodesoxiuridina por ocasião da se

meadura das culturas. Os cromossomos que se replicam pela pri­

meira vez na presença dessa substância não demonstram qualquer
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Tabela 3. Tndice mitótico (IM) e índice.mitótico relativo (IMR)
nos Experimentos II e III.B.

Experimento Nº de núcleos

Total Em divisão

2001 14

2004 32

2005 24

2006 02

2001 12

2031 20

2002 24
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Tabela 4. Valores de G (1 grau de liberdade) para comparaçãodas
frequências de cêlulas em divisão entre os grupos ex­
perimentais (G.E.) dos Experimentos II e III.B. ns:
não­significativo (P> 0,05); *: significativo
(P < 0,05).

Experimento Grupos Estatística G “Significância

comparados
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diferenciação entre as cromátides­irmas (Figura 2.A), enquanto que
os que se replicam pela segunda vez revelam coloração diferen­
cial entre as cromátides­irmãs, sendo a cromátide mais clara aque
la que incorporou BrdU nos dois filamentos e a cromátide mais es
cura a que incorporou BrdU em apenas um filamento (Figura 2.B),e
nas cêlulas do terceiro ciclo de replicação encontram­se cromos­

somos com segmentos cromatídicos irmãos claros (Figura 2.C).

De maneira geral, todos os grupos experimentais apre­
sentaramuma freqlêencia maior de cêlulas em segunda divisão,sen
do que tal situaçãosó não foi observada no grupo experimental
CII­5, que apresentou uma proporção mais elevada de células em

primeira divisão, em comparação às de segunda e terceira. Os gru
pos experimentais ETH­5, FAL­2, CII­2 e CI apresentaram freqten­

cias de cêlulas em primeira divisão superiores as de terceira,en
quanto que situação inversa ocorreu nos grupos experimentaisETH­2
e FAF­2.

A distribuição das cêlulas em primeira, segunda e ter­
ceira divisões em CI diferiu significativamente da dos ou­

tros grupos experimentais, com exceção de CII­2 (Tabela 6).

111.3. Frequencia de anomalias cromossômicas estruturais e nume
ricas

As frequências de anomalias cromossômicas estruturais
e numéricas foram pesquisadas no Experimento II e os resultados

referentes as anomalias estruturaissão apresentados na Tabela7.
Em cada grupo experimental foram analisadas 50 metãáfases, sendo
que em FAL­5 foi registrada a maior proporção de anomalias estru

turais, seguido por FAF­5.e ETH­5. As anomalias estruturais en­
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Tabela 5. Frequência de cêlulas em primeira, segunda e terceira
divisoes no Experimento IILI.BE.

1º divisão 2º divisão 3º divisão Total de

Nº $ Nº 4 Nº $ cêlulas

65 32
|

63 10 201

30 15 52 68 203

81 . 39 53 16 209

30 15 58 54 200

51 40 17 200

31 55 29 201

25 54 44 : 208a= e
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Tabela 6. Valores de G para comparação das distribuições de cê­
lulas de primeira, segunda e terceira divisões entre
o controle I e os outros grupos experimentais. Graus
de liberdade = 2. ns: naão­significativo(P > 0,05);
*: significativo (P < 0,05).

Grupos experimentais Valores de G Significancia

comparados
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cm

contradas foram aberrações instáveis, representadas por quebras

ou falhas, cromatidicas ou cromossômicas (Figura 3A, B, C, D) e

estavam presentes em todos ­os grupos experimentais, com exceção
de CII­5. Outras anomalias estruturais, como fragmentos e anéis,

não foram encontradas, mas observou­se eventos quadrirradiais em
três cêlulas, sendo duas no grupo experimental FAL­S = (Figu­

ra 3E, F) e uma no grupo experimental FAF­S5.

Na Tabela 8 apresentam­se as médias das frequências das
anomalias estruturais por metáfase analisada e por metáfase com

anomalias e a discriminação dos tipos de eventos anômalos encon­
trados.

Entre os eventos anomalos observados pode­se constatar

que, de modo geral, as aberrações cromossomicas por quebras fo­
ram as mais frequentes, a ocorrência de quebras cromatídicas e

cromossomicas variando nos grupos experimentais FAL­5 e FAF­S5,

que apresentaramuma proporção bem maior de quebras .:cromossami
cas. Nos grupos experimentais em que se observou.a ocorrência

de falhas, essas apareceram em proporções equivalentes entre OS

tipos cromatidico e cromossomico, com exceção do grupo experimen­

tal FAL­5, que so apresentou falhas cromatidicas., Geralmente ca
da metaáfase apresentou um evento anômalo, fazendo exceção uma

metãfase no grupo experimental ETH­5, duas no grupo experimental

FAL­5 e uma no grupo experimental FAF­5, que apresentaram quatro
eventos anômalos nos dois primeiros casos e dois eventos anoma­

1os nos últimos.

Os resultados obtidos com a aplicação do teste G, com

1 grau de liberdade, para a comparação da frequência de anoma­

lias estruturais de cada um dos grupos experimentais com o con­
e

trole I constam da Tabela 9. Os valores encontrados possibili­
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Tabela «. Frequência de anomalias cromossomicas estruturais em 50 metãâãfases
nos grupos experimentais (G.E.) do Experimento II.

Frequência de metãfases com anomalias estruturais

Total . . Quebras ou falhas . Quadrirradiais

Nº %
:

% Nº %



Figura 3. Metáfases parciais mostrando: (A) cromossomo do
grupo D com falha cromatídica; (B) cromossomo
do grupo B com falha cromossomica; (C) cromosso
mo 2 com quebra cromatídica; (D) cromossomo 3
com quebra cromossomica; (E) figura quadrirra­
dial envolvendo um cromossomo do grupo E e um
cromossomo do grupo F; (F) figura quadrirradial.
envolvendo dois cromossomos do grupo C.
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Tabela 8. Frequência de anomalias estruturais por metáfase analisada e por metâáfase com eventos ano­
malos, e discriminação dos eventos anôomalos nos grupos experimentais (G.E.) do
to II.

Experimen

Anomalias/ Anomalias/ Quebras Falhas.

metãáfase metáfases Cromat. Cromos.

analisada anomalas

Quadrirradiais
Cromat. Cromos.

x Ss x

dv
AVAVAY

4 5 6 7 8 9 10 11 12 unesp *. 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 9. Valores da Estatística G (1 grau de liberdade) para
comparação das frequências de anomalias estruturais
entre o Controle I e os outros grupos experimentais,
no Experimento II. ns: nao­significativo; (P> 0,05);
*: significativo (P < 0,05).

Grupos comparados Estatística G —  Significancia

12,40

0,12

1,11

323,12

12,41

1,40
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tam a rejeição de hipótese de igualdade, ou seja, acusam uma di­

ferença entre as populações de células do CI e dos grupos experi
mentais ETH­5, FAL­5 e FAF­S5.

Nos grupos experimentais com maior frequencia de even­

tos anomalos, quase todos os grupos cromossômicos foram afetados,

como pode ser observado na Tabela 10. Em tais grupos experimentais foi feita

uma análise da distribuição dos eventos anômalos, considerando­se,
como referência, a participação dos componentes de cada lote cro
mossômico no conteúdo total do genoma. Os dados da Tabela 11 mos
tram que nenhum valor da estatistica G indicou diferença signifi
cativa ao nível de 5%, significando que o número de quebras ob­

servado em cada grupo cromossomico não diferiu do esperado teori
camente. Os valores do comprimento relativo de cada cromossomo
em relação ao lote autossomico haplõide, empregado neste câlcu­

lo, são dados de Lubs et alit (Paris Conference, 1971).

Além das aberrações cromossômicas estruturais, foram

registradas células com aberrações cromossômicas numéricas, apre
sentando hipodiploidia (45 cromossomos) ou hiperdiploidia (47
cromossomos). Pelos dados da Tabela 12, verifica­se que todos

os grupos experimentais apresentaram células hipodiplóides em

proporçõesmais ou menos semelhantes(menos de 10% das cêlulas ana
lisadas), com exceção do grupo experimental FAL­5 que apresentou

um índice mais elevado (20%), além de ter sido o Unico a apresen
tar uma célula hiperdiplóide, com um cromossomo extra do grupoD.

Os valores da estatistica G para comparação das distri
buições das frequências de células aneuplóides em CI e nos ou­
tros grupos experimentais acusaram diferença significativa entre
CI e FAL­5 (Tabela 13).

Vários grupos* cromossômicos estão envolvidos nas per­

das em cêlulas hipodiplóides (Tabela 14). A comparação da dis­
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Tabela 10. Distribuição das quebras e falhas pelos grupos cromossomicos e
por âreas cromossomicas nos grupos experimentais (G.E.) do Expe­
rimento II. p = braço curto; q = braço longo; c = região centro
mêrica.

Grupos cromossoômicos envolvidos nas quebras ou falhas

A? AB B C+X Dq
Pp Cc

dv
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Tabela 11. Valores da estatísticaG para comparação da .distri­
buição de aberrações cromossomicas estruturais pelos
grupos cromossomicos considerando a sua participação
no conteúdo total do genoma. Graus de liberdade= 6.
ns: não­significativo (P > 0,05).

Grupo experimental Estatística G Significancia
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Tabela 12. Frequência de cêlulas diplõides, hipodiplóides (com 45 cro­
mossomos) e hiperdiplóides (com 47 cromossomos), em 50 metã
fases de cada grupo experimental (G.E.) do Experimento II.

Í

Frequência de metáfases

diploides hipodiploides  hiperdiploides

Nº % Nº % Nº 3

47 94

46 92

47 94

39 78

47 94

47 94

48 96



Tabela 13. Valores da estatística G para comparação das frequen
cias de cêlulas euplõides e aneuplóides entre o con­
trole I e os outros grupos experimentais do . Experi­
mento II. Grau de liberdade = 1. ns: não­significa
tivo; (P > 0,05); *: significativo (P< 0.05).

Grupos comparados |

Significancia



Tabela 14. Cromossomos ausentes nas celulas hipodiploides nos
grupos experimentais (G.E.) do Experimento II.

Grupos cromossomicos

Tabela 15. Valores da estatistica G para comparação da distri­
buição de perdas observadas por grupos cromossoômicos
com as esperadas casualmente com base na quantidade
de cromossomos de cada grupo, nos grupos experimen­
tais (G.E.) do Experimento II. Graus de liberdade =
6. ns: não­significativo (P > 0,05).

"Estatística Significância
G

(FAA­5) + (FAO­S) 5,60

FAL­5 5,20

(FAL­5) + (FAF­S5) 3,98

(ETH­5) + (FAA­S) + (FAO­S) + (FAL­5) + (FAE­5) 2,10

Sr
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tribuição de perdas observadas por grupo cromossômico, com a

esperada com base na quantidade de cromossomos de cada grupo no

lote diploide, estã apresentada na Tabela 15. Não há diferença
significativa no grupo experimental FAL­5, nas combinações dos

grupos experimentais tratados com as frações aquosas (FAA­5 e

FAO­5) e com as frações acetoônicas (FAL­5 e FAF­5), ou na combi­

nação de todos os grupos submetidos ao tratamento (ETH­5, FAA­S5,
FAO­5, FAL­5 e FAF­S5).

I1I.4. Freglencia de trocas entre cromatides­irmãs (TCI)

A analise da frequência de trocas entre cromátides­
irmas foi efetuada no Experimento III, que foi subdividido em

III.A, no qual foram testadas as fraçoes na concentração de

5 ul/ml, e IIIT.B, no qual foram testadas duas concentrações das
frações, ou seja, 5 ul/ml e 2 ul/ml.

A Tabela 16 mostra as mêdias das frequências e os .valores
maximo e minimo de TCI por célula nos diferentes grupos' experi­

mentais dos Experimentos III.A e III.B. O número médio de TCI
por celula variou, no Experimento III.A, de 10,8 : 2,7 (FAF­5) a
15,1 2 6,0 (ETH­5) e no Experimento III.B, desenvolvido com lin­
fócitos de outro doador, de 14,3 * 5,1 (CII­2) a 24,5 * 4/4
(ETH­5).

Na Tabela 16 não foram computadas as TCI centromeéricas.

No Experimento III.B computou­se também as TCI centromêricas e

os valores do teste de Wilcoxon para comparação das frequências

de TCI nos dois tipos de análises estão na Tabela 17. Todos os

grupos experimentais mostraram uma «diferença significativa na

frequência de TCI, quando se incluiu as TCI centroméricas.
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A comparação das frequênciasde TCI por metáfase, pelo
teste de Wilcoxon (Tabela 18), não acusou diferença entre os gru
pos tratados e o controle do Experimento III.A. No entanto, no

Experimento III.B, todos os grupos tratados com as diferentes
fraçoes do avelós diferiram significativamente do controle.

Na Tabela 19 são apresentados os valores de qui­quadra

do da comparação das frequências de TCI observadas no controle e
nos outros grupos experimentais. Nesse caso, no Experimento

III.A o controle diferiu significativamentedo FAF­5, que apre­
sentou uma frequencia média mais baixa. No Experimento  III.B

foram detectadas diferenças significativas entre o controle e os

grupos ETH­5, ETH­2 e FAL­2, todos com frequências mêdias supe­
riores às do controle.

Para comparação das distribuições de TCI por cromosso­

mo ou grupo cromossomico entre o controle e os demais grupos, uti
lizou­se o teste de Wilcoxon para dados pareados, sendo os resul
tados também apresentados na Tabela 19. So diferiram significa­

tivamente do controle os grupos FAF­5, do Experimento III.A, e

ETH­5, do Experimento III.BE.

As frequências de TCI por grupos cromossomicos, ou pe
los cromossomos que puderam ser identificados, estão apresentados
nas Tabelas 20 (Experimento III.A) e 21 (Experimento III.B). Os

valores médios mais elevados de TCI por cromossomo são encontra­
dos nos cromossomos dos grupos A e B e os mais baixos nos dos

grupos F e G. A comparação das frequências observadas de TCI

por cromossomo ou grupo cromossoómico e as esperadas com base nos
seus tamanhos relativos ao genoma “total (dados de

LUBS et alii, em Paris Conference, 1971) eé apresentada nas Tabe­

las 22 (Experimento III.A) e 23 (Experimento III.B). Enquanto
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Tabela 16. Frequências de TCI nos Experimentos III.A e IILI.B.

Experimento G.E. Nº de Nº de TCI/celula Limites das frequências
cêlulas TCI (excluindo as centromêricas) de TCI/cêlula

­— + . ­ .

x = Mínimo Maximo

29

19

16

20

33

30

32
30

22

26

28



Tabela 17. Comparação dasmédias das freqUências.de TCI incluindo ou não as trocas centromêri.
cas nos diferentes grupos experimentais (G.E.) do Experimento III.B3.
*:; significativo (P < 0,05).

Nº de
'

­ * TCI/cêlula
cêlulas incluindo as excluindo as

Teste de Wilcoxon (dados combinados)

centromêéricas centroméricas

Ss | Ss Vaior calculado Valor crítico Significância

5,5 — 543,0 471,0

1035,5 898,6

1284,5 — 1162,8

1590,0 1460,5

510,5 471,0
505,5 471,0

492,5 471,0
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Tabela 18. Resultados do teste de Wilcoxon para comparação entre os gru
pos tratados e CI (dados combinados), no Experimento III.B.

Experimento Grupos Tamanho da amostra — Valor Valor Significancia
comparados controle tratada calculado crítico

n . m

CIXETH

CIXFAL­S5

CIXFAF­5

| CIXETH­S5

| CIXETH­2
|

CIXFAL­2

CIXFAF­2

CIXCII­S
CIXCII­2
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Tabela 19. Comparação, pelo teste de qui­quadrado, das frequências de TCI observa­
das no controle Le nos outros grupos experimentais (Gl=1) e, pelo .teste
de Wilcoxon para dados pareados, da distribuição dos TCI por cromossomo
ou grupo cromossoómico entre o controle e cada grupo tratado.
ns: nao­significativo (P > 0,05); *: significativo (P < 0,05)

Experimento Grupos
comparados

Teste de qui­quadrado Teste de Wilcoxon Significância
2

X Significância Valor Valor

calculado crítico

CIXETH­5

CIXFAL­5.

CIXFAF­5

CIXETH­5
CIXETH­2

CIXFAL­2

CIXFAF­2

CIXCII­S

CIXCII­2

0,17

0,06
10,24

47,20

12,81

8,10

0,60
0,16

0,21

153,5

21,5

7,5

0

10,0
13,0

22,0

21,5

21,0

10 11 12
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Tabela 20: Frequências de TCI por cromossomo Ou grupo cromossomico nos grupos experimentais
|

. '(G.E.) do Experimento III.A.

Nº de Cromossomo ou grupo cromossômico
metã­ :

fases B C+X D 16 17+18

ETH­5 10 26 59 4 3

0,36 0,20" 0,07

0,62 0,52 0,27

108 11 12

0,33

0,58

82

ES
AVAVAY

vAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 unesp “17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27/ 28



Tabela 21. Frequência de TCI por cromossomo ou grupo cromossomico nos grupos experimentais (G.E.)
|

do Experimento III.B.

Nº de

metã­

fases B C+X D 16 17­18

Cromossomo.ou grupo cromossomico

o20 192 15 14
0,60 0,537 0,17
0,80 0,58 0,38

198 11 19
0,44 , 0,19 0,16
0,65 , 0,44 0,40

nu
n

XI
AZ

nu
XR

IA o

Q 227 21 18
0,44 0,32 0,14
0,67 0,41

N
x

s

o 207 » 17
0,35 ; 0,11
0,56 ; 0,34nu

X
A

Z
o 131 09

0,40 0,11
0,62 0,532nu

X
IA

o 110 12
0,34 , , 0,15
0,60 , 0,539nn

K
IA

o 119 11
0,37 , 0,14
0,58 ,; 0,34nn

X
IZ

AAA
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Tabela 22: Valores de x” para comparação das distribuições de TCI em relação ao tamanho relativo dos cromos
somos metafãásicos, no Experimento III.A. Graus de liberdade = 9; ns: nao­significativo (P> 0,05).

Cromossomos ou grupos cromossomicos

C+X D 16 17­18

: 5,5 7,0 5,0 29,5
|

28,7

54,0

53,8

Ob.

Esp.

Tamanho rela­ .
tivo do loten 8,44 8,02

(LUBS et alit, 1971)
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Tabela 23: Valores de x” para comparação das distribuições de TCI em relação ao tamanho relativo does cromos­
somos metafâsicos, no Experimento III.B. Graus de liberdade = 9; ns: não­significativo (P> 0,05);
*; significativo (P < 0,05). Tamanho relativo do lote n» conforme tabela anterior.

Cromossomos ou grupos cromossoômicos

16 17+18



no Experimento III.A não se detectou diferença significativa em

relação ao esperado, no Experimento III.B sô os controles mostra

ram distribuição de TCI relacionada com o tamanho dos cromosso­

mos; nos demais grupos experimentais (ETH­5, ETH­2, FAL­2 e

FAF­2) houve diferença significativa,. principalmente devida a fre.
quência de TCI maior que o esperado nos cromossomos do grupo |,

e menor que o esperado nos grupos F e G.

III.5. Frequencia de associações entre os cromossomos  acrocen­

tricos

As associações entre os satélites dos cromossomos acro

cêntricos dos grupos D e G foram pesquisadas nos grupos experi­

mentaisde todos os experimentos. A Tabela 24 resume os acha­
dos, apresentando as frequências de associações totais e por cê
lula, dos tipos de associações, de cromossomos por associação e
de cromossomos associados por metáfase.

As frequências de associaçõespor cêlula não manifesta
ram diferenças nas distribuições dos controles e dos outros gru­

pos experimentais dos quatro experimentos (valoresde G na Tabe
la 25), com exceção de FAF­S5, do Experimento III.A. As frequên­

cias dos tipos de associações também se distribuiram sem diferen
ça entre os controles e a maior parte dos grupos experimentais
de cada experimento (valores de G na Tabela 25), fazendo exceção

o ETH­10, do Experimento I, e o ETH­5 do Experimentos II,

Os valores de t para comparação das médias de associa­

ções por celula, de cromossomos por associação e de cromossomos

associados por cêlula são apresentados na Takela 26. O únicogru

po que diferiu do controle com relação ao número de associações
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por cêlula e de cromossomos associados por cêlula foi o FAL­S,
do Experimento II, com valores mais baixos que o controle. Com
relação ao número de cromossomos por associação,só ETH­5 do Ex­
perimento III.B diferiu significativamente do controle, que apre
sentou um valor mais elevado.

Os quatro cromossomos do grupo G contribuíram com uma

parcela menor que os seis cromossomos do grupo D parao total de

cromossomos associados por metáfase, nos Experimentos IL, III.Ae

III.B, mas no Experimento II a frequência de participação : em

associações dos cromossomos desses dois grupos foi semelhante.

Os valores do teste Gpara comparação das distribui­

ções das frequências de associações por cêlula e dos tipos de
associações entre os controles dos vários experimentos (Tabela

27) mostraramuma diferença significativa quanto ao primeiro pa­
râmetro entre os controles dos Experimentos I e II e entre os

controles dos Experimentos II e III.B. Todavia, os con­

troles dos diferentes experimentos não diferiram entre si quanto
­aos tipos de associações.

Quando os controles I dos diferentes experimentos foram comparados

pelo teste t (Tabela 28), observou­se que os dos Experimentos I e II diferi­

ramsignificativamente quanto.às médias de associações por celu­
la e de cromossomos associados por cêlulas, mas não diferiram

quantoao número médio de cromossomos por associação. O mesmo
resultado pode ser observado quando .da comparação dos controles
dos Experimentos ITe IITI.A, e IT e IIT.B. Os controles dos Ex­
perimentos 1, III.A e III.B não diferiram entre si com relação
aos três parâmetros considerados.
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Tabela 24: Distribuição das associações cromossoômicas em metáfases dos quatro experimentos.

Experimento G.Ê. Nº de Nº de . — Associações por cêlula Tipos de associações Cromos somos Cromossomos associados |
metáfases associações por associação por metáfase

GrupoD GrupoCG D+G
DS GG DDD DOG DCG GCG outros xs xs xs

17
j 2,1 1,4 0,9 0,9

20
| 1.9 1,5 2,9

25 3 1,9 1,3 09,9

31 1 2,2 1,2 1,0 3,21,8
20 : 2,114 1,0 3,12,1

43 2,011 1,2
3H 1,9 1,1 1,1 3,9 2,0

28 1,8 1,2 1,2 3,7 2,0

28 1,6 1,3 1,1 3,2 2,2
35 7 2,014 1,2 3,92,3

37 4 2111

35 2 2,614 | 4,22,1

4 1,6 1,3 2,5 1,8
1,6 1,3 2,4 1,7
1,2 1,4 2,1 2,2

1,51,0 2,9 1,7

14 2,0 1,9

1,3 : 2.4 1,8

1,6 : 2,6 1,8

1,0 1,8 1,8

1,0 2,1 1,6

1.8 3,1 1,9

1,4 2,51,7



' Tabela 25: Valores de G para comparaçãodas distribuições das frequências de associações
por cêlula e tipos de associações entre o controle e os grupos experimentais.
Gl = Graus de liberdade; ns: nao­significativo (P> 0,05); *: significativo
(P < 0,05).

Experimentos Grupo comparado ! Nº de associações Tipos de
com CI por cêlula associações

GI  Significância G1 Significância

N
Y

V
O

V
V

O
O

N
N

N
A

O
:=3

3
3
3

4
3
3
3
3
3

3
2
3

3
3
3
3
2
3 1

UA
PDP

N
O

]
U

t
DA

XW
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Tabela 26: Valores de t para comparação entre o controle e os grupos experimentais. ns: não­
significativo (P > 0,05); *: significativo (P < 0,05); G1 = Graus de liberdade.

Experimento — Grupo x de assoc./cêl. x de cromos./assoc. x cromos.assoc./cêl.
comparado GI Significância + Gl Significância + Gl Significância
com CI |
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Tabela 27: Valores de G para comparação das distribuições dos
números de associações por cêlula (3 graus de liber­
dade) e tipos de associações (6 graus de liberdade)
entre os controles. ns: não­significativo (P > 0,05);
*: significativo (P < 0,05).

Grupos comparados Nº de associações Tipos de associações
por cêlula

Significancia Significancia

CI(M) XCIMI) co 7,80

CI(I) X CI(IIL.A) 2,20

CI(I) X CI(III.B) 2,00

CI(II) X CICIIL.A) 6,20

CI(II) X CI(III.B) 10,80

CI(III.A) X CI(III.B) 0,80
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Tabela 28: Teste t para comparação das médias entre controles dos diferentes experimentos.
Gl = Graus de liberdade; ns: não­significativo (P > 0,05); *: significativo
(P < 0,05).

Grupos comparados de assoc./cêl. x de cromos./ass. x de cromos.ass./cel.

GI Significância Gl Significância t (GQ Significancia

CI(I) X CI(II)

CI(I) X CI(IIL.A)

CI(I) X CI(III.B)

CI(II) X CICIILA)

CI(II) X CI(III.B)

CI(III.A) X CI(III.B)
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IV. DISCUSSÃO

IV.1. Indice de proliferação celular e aberrações cromossomicas

Duas das cinco frações estudadas, a fração aquosa rica

em açúcares (FAA) e a fração aquosa rica em ácidos orgânicos

(FAO) não manifestaram efeitos quanto aos . parâmetros

estudados. Segundo CARVALHO et alii (1981) os açúcares encontra

dos na fração FAA são mutáveis e de fermentação alcoólica,  en­

quanto que os âcidos organicos da fração FAO parecem ter — como
principais componentes os ácidos cítrico e málico, uma vez que

esses acumulam­se em plantas que possuem fotossíntese do tipo

CAM (metabolismo acido das crassuláceas), como a EFE. tirucalli.

Esse processo metabólico mantem um balanço positi­

vo de carbono nos tecidos, constituindo­se em um eficienteme­
canismo de economia de água, fato esse observado no avelós por

PARCEVAUX & ALLIRAND (1977).
Nas culturas em que foi adicionado BrdU, foi ,possivel

identificar as células do primeiro, segundo e terceiro ciclo de

divisao celular, sendo que todos os grupos experimentais apresen

taram uma distribuição dessas cêlulas significativamente diferen

te de CI e CII­2. Os grupos experimentais ETH­5 e FAL­2 apresen *
taram uma frequencia maior de células em primeira divisão em com
paração com a de células de terceira divisão, enquanto situação

inversa foi observada nos grupos experimentais ETH­2, FAF­2 e

CII­5. Pode­se supor que nos grupos que apresentaram menor fre

qUência de celulas em terceira divisão (ETH­5 e FAL­2) houve um

retardamento do ciclo celular e em ETH­2, FAF­2 e CII­5 tenha ha
vido uma inibição da resposta mitogênica, resultando na diminui­
ção do número de cêlulas que se transformariam em blastos. Nes­
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ses casos, nas poucas cêlulas que sofreram diferenciação, a­divi
são processou­se mais rapidamente, tendo maior número de células

atingido os três estadios do ciclo.

A falta de correlação, entre a taxa de proliferação ce
lular e indice mitótico, também foi observada por CROSSEN &
MORGAN (1977) em linfócitos de dez indivíduos normais. A gran
de variação individual observada foi atribuída a uma estimulação

diferencial das cêlulas B e T, com crescimento mais pronunciado
das últimas.

Ao contrário das frações aquosas, o extrato total hi­
droacetonico (ETH) e as frações acetônicas ricas em lipídios
(FAL) e em forbol (FAF) mostraram efeitos cicloativos e clastoge
nicos na concentração de 5 ul/ml. O extrato total hidroacetôni­

co é o primeiro composto obtido pelo processo de extração, sen­

do, portanto, uma mistura de todos os componentes das outras fra

çoes, não se podendo descartar uma ação sinergistica desses dife

rentes compostos retardando o ciclo celular e causando danos ao material ge­

nêtico. Além disso, a acetona é um composto sabidamente citotóxico, isto €,

que altera as funções celulares vitais, podendo ter auxiliado nesses efeitos.

O efeito mais drástico no Indice mitótico e a maior

frequência de aberrações cromossomicas foram registrados no gru
po experimental contendo a fração FAL­5. Dentre essas, a inci­

dência maior foi de anomalias estruturais. Entre os lipídios
presentes na fração FAL, encontram­se os triterpenos eufol e ti­

rucalol, identificados em F. tirucalli por BIESBOER & É. MAHLBERG

(1979), sendo que o eufol ocorre em grande quantidade no lãátex,

e o tirucalol se acumula em outras cêlulas, alêm dos tubos la­

ticíferos. Os ácidos lipídicos de ocorrência natural são cita­
dos como tendo fraca atividade promotora de tumor (DIAMOND et alti1i, 1980) e,
em comparação con os ésteres de diterpenos, só são promotores
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em doses muito mais elevadas. No entanto, estudos epidemiológi­
cos em seres humanos, têm demonstrado uma clara associação entre
o alto consumo de lipídios na dieta e os cânceres de cólon, seio
e próstata (REDDY, 1982; BRENTANI, 1982), o que está de acordo

com o achado de que, em animais, a gordura é um promotor de carcinogênese e

.presunivelmente um carcinogênico (AMES, 1983). As gorduras insatu­

radas e o colesterol são facilmente oxidados e a reação de pero­
xidação da cadeia lipídica produz uma variedade de compostos mu­

tagênicos e carcinogênicos, tais como hidroperóxidos lipídicos e

hidroperôxidos do colesterol, endoperóxidos, enóis, aldeídos, al
queoxidos e radicais hidroperoxidos (AMES, 1982; 1983). — . Uma

grande proporção dos lipídios provenientes da dieta alimentar &ê

oxidada nos peroxissomos, onde cada remoção de duas unidades de
carbono gera uma molêcula de peróxido de hidrogênio,que é .. .um
agente mutagênico, promotor e carcinogênico (REDDYet aliz, 1980).

Provavelmente, o efeito toxico dos lipídios seja decorrente do
mecanismo de geração de radicais de oxigênio, afetando todos os

aspectos da organização celular, incluindo a estrutura da membra

na celular e o aparelho mitótico (AMES, 1982).

Para que ocorra absorção no intestino dos ácidos lipí­

dicos ingeridos é necessaria a existência de ummecanismo espe­
cial. Sabe­se que essas substâncias são capazes, em virtude de

sua solubilidadena porção lipídica das membranas celulares, de
se difundirem. Todavia, para que haja a rápida entrada dos lipí

dios na cêlula, eles devem se encontrarsob uma forma hidrossolú
vel e livremente difusivel. Em relação a esse aspecto, a bile

desempenha um papel fundamental na preparação dos lipídios, faci
litando sua absorção pelo intestino delgado (SELKURT, 1979). Desse modo,

pode­se entender porque os hábitos alimentares de povos do Ocidente, caracte
rizado por altos niveis de gorduras, resultam em altas
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concentrações de ácidos biliares no intestino, em contraposição.
aos hábitos alimentares de japoneses e africanos, pobres em gorduras e ricos

em fibras vegetais que são consideradas como de baixo risco para
incidência de neoplasias. Realmente, testes em mamíferos mos­

traram. que os ácidos biliares possuem grande ação promotora da

carcinogênese intestinal. No caso, uma dieta rica em fibras exer
ceria uma influência oposta em relação à concentração de estímu­
los promotores dos lipídios (WEISBURGER et altt, 1982).

Outro grupo experimental que apresentou redução no
indice mitótico e alta frequência de anomalias cromossômicas es­

truturais foi o FAF­5. Os êsteres de forbol são compostos de

ocorrência natural, não­carcinogênicos por si, embora alguns

apresentem propriedades promotoras de tumor; desse modo, têm si­

do extensivamente empregados tn vitro como fatores de crescimen­
to, mitogênicos e reguladores da diferenciação celular, na tenta
tiva de esclarecer o mecanismo multi­estadio da carcinogênese

(BERENBLUM, 1954; VAN DUUREN & SIVAK, 1968; VAN DUUREN, 1969;

BOUTWELL, 1964, 1974; BOUTWELL et altt, 1982).
Muitos diêsteresde forbol foram isolados (de dife­

rentes espécies de Euphorbia, sendo que esses compostos variam
em suas atividades irritantes e prômotoras. ROE & PEIRCE (1961)

demonstraramque o extrato acetôónico de EFuphorbia tirucalli foi
o mais potente na promoção de tumores em ratos, comparado aos de ou
tras nove espécies de Fuphorbia, quando aplicado após uma dose
única de 9,10­dimetil­1,2­benzantraceno (DMBA). Tal atividade

promotora não foi confirmada posteriormente por outros autores

(FÚRSTENBERGER & HECKER, 1972; HECKER, 1978; KINGHORN, 1979b;
HICKEY et alii, 1981; MARKS et alii, 1982) que, contudo, detecta
ram no extrato de FE. tirucalii efeitos tóxicos e irritantes tão

potentes como os do TPA. KINGHORN (1979b) isolou a fração res­
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ponsãvel pela atividade irritante do extrato acetônicode F. ti­
rucalli, por concentração em éEter, identificando o composto 12­
0­2Z­4E­octadienoil­4­deoxiforbol­l3­acetato por cromatografia

em coluna, seguida por cromatografia em camada fina. No entan­

to, alêm deste composto, um substituto da longa cadeia ester foi

encontrado nessa espécie por FURSTENBERGER & HECKER (1977), como
parte de um éster de outro álcool diterpeno.

Esses autores isolaram, do extrato acetônico dessa es­

pécie, duas frações êsteres (I e II) altamente irritantes, sendo

que a fração I caracterizava­se pela presença de forbol e inge­

nol, identificados como 12, 13, 2Z20O­tri­O­acetilforbol e 3, 5, 20­

tri­O0O­acetilingenol, respectivamente. A fração II caracteriza

va­se pela presença de forbol, de onde foram isolados quatro fa­

tores (Tis a Tig). O fator Tir foi. identificado como 13­0­ace­
til­12­0­[(22,4E)­2,4­octadienoil] forbol, o Ti, como 13­0­ace­
til­12­[(22,4E)­2,4,6­decatrienoil) forbol, o Ti. como 13­0­ace­7

til­12­0­(2,4,6,8,10­tetradecapentaenoil) forbol e o Tig como
13­0­acetil­12­0­(2,4,6,8­tetradecatetraenoil) forbol. Similar­
mente, da fração I foi isolado o fator Tig, identificado como
12­0­acetil­13­0­(2,4,6,8,10­tetradecapentaenoil) forbol. Tais
resultados confirmam a ocorrência de diferentes tipos de diterpe
nos nessa espécie (KINGHORN, 1979b).

A analise espectrofotométrica da fração FAF que foi
testada no presente trabalho revelou..a presença de compostos com
comportamento semelhante ao dos padrões 4­beta­forbol­13­alfa­20
diacetato e 4­beta­forbol­l12­beta­ZO­triacetato. No entanto,tor
na­se dificil identificar os fatores que estariam presentes na

fração FAF, principalmente porque se trata de uma fração impura,

ao contrário do extrato acetônico empregado por HECKER & SCHMIDT
(1974). Pode­se concluir, contudo, que os Esteres de forbol pre

Ah
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



sentesna fração FAF causam efeitos danosos ao material genéti­

co, na concentração de 5 ppm. Essa mesma concentração provocou

redução do Indice mitótico, sendo que um efeito comitogênico po­

de ter sido responsável pelo aumento no Indice mitótico verifica

do na concentração de 2 ppm.

O mesmo efeito comitogênico, ou seja,a ação sinergis­

tica dos ésteres de forbol com compostos sabidamente mitogeêni­
cos, como à fito­hemaglutinina e insulina, foi descrito por MAS
TRO & MULLER (1974) em linfócitos de bovinos e por DICKER & RO­

ZENGURT (1978) em cêlulas da linhagem de roedores Swiss 3T3. So

bre os efeitos dos Eesteres de forbol de Euphorbia tirucalli no

ciclo celular, são apenas conhecidos os achados de MARKS & FURS­
TENBERGER (1980) que encontraram efeito mitogênico, em baixas

concentrações, empregando um dos fatores, o Tig, na epiderme de
camundongo. No entanto, não são conhecidos seus efeitos em ou­

tros sistemas.

Os dados de literatura sobre a ação de outros diêste­

resde forbol na síntese de DNA tn vitro são contraditórios e pa
recem depender do tipo de linhagem celular, assim como do estado

de crescimento da cultura. Para LOTEM & SACHS (1979) o TPA ê

considerado um agente perturbador da regulação normal de diferen
ciação e proliferação celular, enquantoque outros autores mos­
tram que esse diester pode tanto aumentar a atividade do ciclo
celular de cêlulas quiescentes cultivadas (DIAMOND et aliz, 1974;

YUSPA et ali1v, 1976; DICKER & ROZENGURT, 1978), como inibir a

síntese do DNA (ABB et alt1i, 1979; ROVERA et alit, 1980; TOMEI &

WENNER, 1979), ou inibir a sintese inicialmente, mas a seguirau
mentar a incorporação de DNA (FUSENIG & SAMSEL, 1978; SUSS et

alii, 1972).

Existem diferentes interpretações para a diversidade
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de respostas dos diêsteres de forbol no ciclo celular.  SUSS et

alii (1972) mostraram que a incorporação de timidina em células

HeLa é deprimida por doses baixas de certos derivados de &êEste­

res de forbol promotores, mas não por derivados não­promotores

desses ésteres. Observações similares, em epiderme de camundon­

go, foram feitas por SLAGA et altt (1974) e por PETERSON et alii

(1977) que descreveram a inibição transitoria da síntese de DNA

como requisito bâásico para o processo de promoção. Posterior
mente, KINZEL et alii (1981) evidenciaram que o decréscimo na in

corporação de timidina, causado pelo .TPA em células HeLa, rela­­

cionava­se com as mudanças que ocorriamno ciclo celular, .exis­
tindo uma sensibilidade diferencial das celulas nas ..diferentes

fases do ciclo. Entretanto, para TOMEI et alit (1981), a sensi­

bilidade ou não aos efeitos proliferativos do TPA reside nos es­

tados farmacológicos cineticamente distintos da fase Gl.

Em resumo, a capacidade do TPA em agir sinergisticamen
te com doses subotimas de mitogênicos, seus efeitos sobre os ma­

crófagos, assim como sua atividade semelhante à da interleucina 1

(fator de ativação de linfócitos) poderiam explicar as diferen­

ças nas suas atividades mitogenicas e comitogênicas em celulas

de várias espécies (por exemplo: homem, camundongo, bovinos),nos
varios tecidos (sangue perifêrico, gânglios linfáticos, timo eme

dula) e sob várias condições de cultura. Em casosem que o TPA pa
rece ser mitogênico, é possível que as cêlulas já tenham — sido
parcialmente ativadas 2àn vitro ou que, alternativamente, exista

uma dose subotima do material mitogênico no soro ou meio de cul­

tura. O fato de que, em certos tipos de células, o TPA não te­

nha sido mitogênico, mas tenha agido de forma sinergiística .. ou

tornado as células mais sensíveis a outros fatores de crescimen­
to, E uma boa razão para suspeitar que o TPA não seja um mitogê­
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——nico puro para linfocitos (MASTRO, 1982).
Existem vários trabalhos que enfocam a atividade muta­

gênica dos eêsteres de forbol. BAIRD et alii (1971) analisaram o

efeito de uma única aplicação com a mesma dose molar de 12­0­TPA;

forbol­12­13­didecanoato (potentes promotores de tumor) ; forbol­
12­13­dibenzoato (fraco promotor); forbol e forbol­l12­13­diaceta

to (promotores muito fracos) da incorporação precursora de DNA,

RNA e proteína na epiderme de camundongo, relatando que suas Ca

pacidades de promover tumorização estão correlacionadas com

suas capacidades de estimular a síntese de DNA, RNA e proteina.

Embora, segundo McCANN et alii (1975), o TPA não tenha

sido mutagênico no teste de Ames, LANKAS et alit (1977) mostra­

ram que o forbol e o TPA causaram um aumento na frequencia de mu

tações dominantes tn vitro e aparecimentode tumores tn vivo, em celulas de
hamster chinês. Esses dados estão de acordo com os de TROSKO et

alii (1977), que demonstraram um aumento na frequência de muta­

çoes induzidas por esses promotores. Entretanto, nem todos os

pesquisadores detectaram tal efeito. THOMPSON et alit (1980) não

encontraramum aumento significativo na indução de mutações em
cêlulas de hamster chinês pelo TPA. Segundo esses autores, a
promoção feita pelo TPA não provêm de mecanismos envolvendo re­
combinação genética ou expressão alteradade alelos recentemente
mutados. Tal aparente discrepância poderia ser explicada se a
mutagênese induzida pelo TPA ocorresse sob condições de ensaio,
nas quais houvesse cooperação metabólica. A cooperação metaboli­

ca reduziria a expressão de mutação e a sua inibição pelo TPA

provocaria, em consequência, um aparente aumento de mutações. To
davia, ensaios realizados em condições nas quais não havia coope
ração metabólica não confirmaram tal efeito do TPA na frequência
de mutações (KINSELLA, 1981).
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Em vista de tais dados conflitantes, EMERIT & CERUTTI
(1981) testaram a hipótese de que o TPA induziria dano cromosso­

mico por via indireta, por meio da formação de uma espécie de

oxigênio intermediário ativo. Eles concluíram que o TPA indu­
zia frequências aumentadas de aberrações cromossomicas (fragmen­
tos acêntricos, figuras tri e quadrirradiais, quebras e falhas

cromatídicas e cromossômicas) em linfócitos humanos estimulados

por fito­hemaglutinina, com produção baixa de trocas entre cromã
tides­irmãs. Esses dados estão de acordo com os de FUSENIG &

DZARLIEVA (1982) e com os de DZARLIEVA & FUSENIG (1982), que,

além de aberrações cromossomicas e numéricas, encontraram um mo­

derado aumento de trocas entre cromatides­irmãs em cêlulas epi­

dêrmicas de camundongos recêm­nascidos. Segundo esses autores,

o aumento na frequência de aberrações cromossomicas representaum
novo aspecto do mecanismo de ação de eEsteres de forbol.

Muitos estudos biológicos e bioquímicos têm evidencia­
do que o sítio inicial de ação dos êsteres de forbol parece ser
a membrana das cêlulas­alvo (VAN DUUREN & SIVAK, 1968; WEISSMANN

et alii, 1968; SIVAK et azit, 1969; VAN DUUREN, 1969). FRANTZ et
alii (1979) levantaram a hipotese de que os efeitos mitogênicos

dos ésteres de forbol seriam exercidos atraves de uma via hormo­

nal específica, em vez de serem uma resposta celular realçada por

outros mitogênicos. Tais achados permitiram levantar a hipótese de que
os ésteres de forbol agem via receptores análogos àqueles de mui
tos hormônios (PECAR et alii, 1982), que se ligam à membrana de
modo específico (BLUMBERG et alii, 1982 e DI PAOLO et aliti,1982).
COLLINS & ROZENGURT (1982) analisaram a relação entre concentra­

ção do ligador, ocupação do receptor e respostas celulares emcul

turas de células quiescentes da linhagem Swiss. 313 e outros tipos de células
murine, demonstrando que o nívelde ocupação de uma única classe
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de sítios de ligação de alta afinidade pelo forbol­12­13­dibuti­.

rato triciado CH) ­PDBUJ estã correlacionado com a grandeza da
resposta proliferativa apresentada pelo forbol­12­13­dibutirato

(PDBu), indicando que a alta afinidade de sitios de ligação de­
tectada em células 3T3 media efeitos mitogênicos dos ésteres de
forbol nessas celulas.

Essas suposições foram reforçadas pelos resultados de
SHOYAB & TODARO (1982) que demonstraram a existência, no soro de

mamíferos, de uma proteina ligadora que interage especificamente

com ésteres de forbol e ingenol biologicamente ativos, sendo,
portanto, receptores específicos para tais compostos.

Estudos sobre o efeito de Esteres de forbol em linfoci
tos humanos mostraram que o forbol 12,13­dibutirato, em concen­
traçoes nanomolares, afetou a morfologia dessas células, alteran

do a composição bioquímica da membrana plasmática, induzindo agre

gação dos linfócitos em poucos minutos (PATARROYO et alit, 1982).

Esta ligação foi interpretada como um reconhecimento intercelu­
lar entre elementos do sistema imune, mediado por próteinas da

— superfície celular (PATARROYO et aliz, 1983).

No entanto, para DELEERS & MALAISSE (1982), os sítios
primãrios de ação dos ésteres de forbol não estão totalmente elu

cidados. A ligação desses êsteres com receptores específicostem
sido encontrada em culturas de fibroblastos de embrião de galinha

— (DRIEDGER & BLUMBERG, 1980), em epiderme de camundongo (ASHENDEL
& BOUTWELL, 1981; SOLANSKI & SLAGA, 1981) e em linfócitos huma­
nos (SANDO et alíz, 1981), sendo que a alta afinidade entre o es

ter de forbol e o receptor estaria envolvida na resposta biológi
ca desses agentes.

A interação dos êsteres de forbol com fosfolipiídios em
membranas artificiais, com. uma ou duas camadas lipídicas,
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foi demonstrada pelos trabalhos de DELEERS et alii (1981; 1982) e DELEERS &
"CMALAISSE (1982). Esses autores concluiram que a inserção de êsteres de for­

bol no domínio fosfolipídicode membranas vivas representa o evento primârio
na resposta biológica desses agentes, e que a relativa capacidade de ligação
de cada um dos diferentes êsteres de forbol não diferia de sua capacidade de
atuar como promotor de tumor. Em sequência decrescente de atividade promoto­

ra classifica­se o: 12­0­tetradecanoil­forbol­13­acetato (TPA) ou forbol­12­
miristato­l3­acetato (PMA), o forbol 12, 13­didecanoato (PDD), o 40­forbol 12,
13­didecanoato (40­PDD) e o forbol 12,13­diacetato (PDA). As diferenças nas

ligações estão relacionadas com a configuração de cada êster de forbol. Pela

analise da estrutura, os autores mostraram que a configuração espacial dos es
teres de forbol promotores de tumor como o PDD é mais adequada do que a de

agentes biologicamente inativos, como o 40a­PDD, para a inserção no domínio

fosfolipiídico. Além disso, deve­se levar em conta que a atividade dos este­
res de forbol estã altamente relacionada com o comprimento da cadeia lipídica

(HECKER, 1978), com a posição e comprimento dos substitutos dos esteres (DEL­

CLOS et alii, 1980) e com a conformação tridimensional da molécula (BRASSEUR

et alii, 1982).

De modo. geral, pode­se atribuir a frequência aumentada de quebras,
no grupo experimental contendoa fração FAL, à elevada presença de compostos
lipídicos, que devem ter uma afinidade com a membrana celular maior do que os
compostos presentes na fração FAF. Provavelmente, os esteres de forbol pre­
sentes nessa última fração contenham pequeno número de ácidos lipídicos — em
sua molêcula, garantindo­lhe a característica de composto menos potente. Por
Sua vez, a fração ETH contém os compostos presentes nas outras quatro frações
testadas, entre eles os lipídiose esteres de forbol, que manifestaram um
efeito clastogênico mais acentuado nas frações isoladas (FAL e FAF) nas quais

"havia maior concentração do principio ativo, enquanto que na fração ETH eles
estão mais diluídos e misturados aos compostos presentes em FAA e FAO.

Em relação às aberrações cromossomicas numéricas, a hipodiploidia

Sr

cem 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



79

observada nos grupos experimentais EIH­5, FAA­5, FAO­5, FAF­S, CII­5 e CI, pa
rece estar relacionada com a metodologia empregada. ­ No entanto, O grupo expe

rimental FAL­S5 apresentou uma freqilência de cêlulas hipodiplóides significati
vamente diferente do CI, o que sugere o envolvimento de outros fatores. Há in
dicações de compostos que atuam modificando as propriedades das menbranas, ou
de elementos do aparelho mitótico ou, ainda, alterandoo controle da disjun­

ção dos cromossomos durante o processo de divisao celular, de modo a favore­
cer o aparecimento de células aneuplóides: ZIMMERMANN et álii (1984), por
exemplo, demonstraram que o oncodazol, um anti­neoplásico, interage com a tu­
bulina dos microtúbulos, induzindo aneuploidia em culturas de leveduras e de

cêlulas de bovinos. Por conseguinte, pode­se supor que na fração FAL­5 se en
contrem, em concentração suficiente para atuar, agentes químicos capazes de
ocasionar tais alterações, justificandoa freqlência maior de células aneu­
ploides.

IV.2. Trocás entre cromat ides­irmãs (TCI)

Embora o mecanismo exato e o significado das TCI não estejam ain­
da bem entendidos, estã claro que elas refletem um reparo dependente da fase
S, em seguida a uma quebra cromossomica. A idade do doador, a ocorrência de

tabagismo e as condições das culturas de linfócitos, especialmente a concen­

tração de BrdU no meio, a quantidade e o tipo do soro empregado parecem exer­

cer influênciana frequência de TCI (NATARAJANet alit, 1982). Um outro fator

importante é a capacidade que alguns compostos têm de interferir no ciclo ce­
lular. Como as trocas entre cromátides­irmãs ocorrem durantea fase S do ci­
clo celular, é provável que agentes que alonguem essa fase, também aumentem a

frequencia basica de TCI (KINZEL et alit, 1981). Não se observou,no presen­
te estudo, relação entre a frequência de células em primeira, segunda e ter­

ceira divisões e a frequência de TCI, à semelhança do encontrado por HEEREMA

et alit (1982). Uma correlação positiva entre essas variáveis foi citada por

LINDBLAD & LAMBERT (1981).

De maneira geral, a freqlência de TCI, no presente estudo, apre­

sentou­se associada à concentração do composto no grupo experimentalEIH, mas

EE
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



80

não nos tratados com as frações FAL e FAF. Na concentração de 5 ul/ml, essas

frações aumentaram significativamente a frequência de aberrações cromossomi­

cas, sem se mostrarem efetivas na indução de TCI, coincidindo com resultados
de estudos com outros compostos, como oO estireno (HANSTEEN et
alii, 1978; UGGLA et alizt, 1979),0o cloreto de vinila (MERETOJA et

alii, 1978) e compostos sabidamente carcinogênicos, como o meta­
pirileno e nitrosodietanolamina (RAY­CHAUDHURI et alii, 1982).

No grupo experimental FAF, foi observada, na concentração de

5 nl/ml,uma diminuição na frequência de TCI. Nesse caso, não se
pode descartar a possibilidade de um erro de análise, pois a acen
tuada contração cromossomica pode ter dificultado a de­

tecção das TCI localizadas nas posições distais dos braços cro­

mossomicos. Além disso, deve­se considerar a hipótese de varia­

ção individual à resposta de induçãode TCI, uma vez que as con­
centraçoes de 2 e 5 pl/ml das frações FAL e FAF foram testadas

em cêlulas de individuos diferentes.

A frequência de TCI foi significativamente maior em to

dos os grupos experimentais do Experimento III.B, quando incluiu

se no computo as TCI centroméricas. Isso indica a necessidade

de padronização dos critérios de análise para possibilitar a com

paração dos resultados.

Os diferentes testes estatísticos aplicados, qui­quadra
do e duas modalidades doteste de Wilcoxon, mostraram boa corre­

lação em alguns resultados. No Experimento III.A, houve coinci­

dência de resposta nos três testes, que demonstraram não haver.

diferença entre as frequências de TCI do controle e os grupos
ETH­5 e FAL­5. Entretanto, a frequência de TCI encontrada no

grupo FAF­5 diferiu significativamente da do controle, pelos tes

tes de Wilcoxon por dados pareados e de qui­quadrado, mas não OO.

fez pelo teste de Wilcoxon por dados combinados. No Experimento

III.B, todos os grupos tratados (ETH­5, ETH­2, FAL­2 e FAF­2)
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apresentaram frequências­diferentes das do controle pelo teste
de Wilcoxon (dados combinados), havendo confirmação dessa dife­
rença para os três primeiros grupos experimentais pelo teste de

' qui­quadrado e apenas para o primeiro grupo experimental pelo

teste de Wilcoxon (dados pareados). !

Os diferentes resultados encontrados pelos testes esta
tísticos de qui­quadrado e as duas modalidades de Wilcoxon em re

lação às TCI podem ser perfeitamente explicâáveis, porque as

hipoteses testadas são diferentes. Como teste de qui­quadrado

foram comparados.os valores totais de cada grupo experimental, en
quanto que com o teste de Wilcoxon, com dados combinados, foram

comparados os valores de TCI por célula, Situação em quea variabilidade
intragrupal pode alterar o significado da variabilidade intergru
pal. Por outro lado,para o teste de Wilcoxon com &dados  pareados,
foram empregadas as médiasde TCI por cromossomoOU grupo cromossômico.

A comparação da distribuição de TCI, tendo como parâme

tro os valores esperados em relação ao tamanho relativo dos cro­
mossomos, foi calculada em cada grupo experimental pelo teste de

qui­quadrado e os resultados mostram concordância com os
encontrados no teste de Wilcoxon por dados combinados. Desse mo

do, não houve diferença entre as frequências de TCI entre o con­
. trole e oOS grupos experimentais do Experimento III1.A; todavia,no

Experimento III.B, todos os grupos tratados diferiram do contro­

le I, que apresentava frequências de TCI menores nos cromosso­
mos do grupo B e maiores nos grupos F e G. MORGAN : & CROSSEN

(1977) jã haviam encontrado resultados similares em indivíduos

normais. O aumento na frequência de TCI nos cromossomos do gru­

po B pode ser devido a uma maior susceptibilidade desses cromos­
somosà BrdU, jã tendo sido observada por ENGEL et alii (1967)

"uma alta frequência de quebras nos cromossomos do grupo B causa­

Sr

cem 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



da por essa droga. A menor frequência de trocas em cromossomos

pequenos jã foi observada por LATT (1974a), CHAGANTI et alii
(1974) e GALLOWAY & EVANS (1975) e, talvez, seja devida a uma

baixa incidência de TCI na região centromêérica que constitui

grande porção desses cromossomos.

A indução de TCI por êsteres de forbol é um evento de

ocorrência discutida. KINSELLA & RADMAN (1978) relacionaram oO
aumento na incidência de TCI em culturas de fibroblastos de pul­

­ mão de hamster chinês, tratadas com TPA na concentração de 1 ppm,

com a segregação mitótica anormal envolvida no processo de promo

ção de tumor do seguinte modo: os agentes promotores agiriam in
duzindo as enzimas necessárias para a recombinação genética, que

levaria aos eventos de segregação, permitindo a expressao de mu­

danças cromossomicas genéticas ou epigenêéticas recessivas, pre­

sentes na cêlula iniciada. No entanto, THOMPSON et alii (1980)

não encontraram segregação mitoótica ou aumento na incidência de
TCI em cêlulas de hamster chinês.

Quando a fração FAF foi estudada em uma. concentração

de 2 ul/ml observou­se um aumento na frequência de TCI. Há de se
ressaltar que todos os trabalhos que citam a indução desse efei­
to pelo TPA empregaram concentrações do composto variáveis de
0,1 a 2 ul/ml.

As causas das diferenças entre os resultados dos traba

lhos que confirmam o aumento de TCI induzida pelo TPA (KINSELLA

& RADMAN, 1978; NAGASAWA & LITTLE, 1979; GENTIL et al1i1, 1980;

DZARLIEVA & FUSENIG, 1982), em contraposição aos que negam tal

afirmação (LOVEDAY & LATT, 1979; POPESCU et al1it, 1980; THOMPSON

et alit, 1980; HSUEH et alii, 1981), assim como o modo de ação
do TPA em cêiulas normais e transformadas, não sao conhecidos.

No entanto, hã indicações de que os radicais livres atuem como
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importantes intermediarios na indução de TCI por TPA. (EMERIT &
CERUTTI, 1981; NAGASAWA & LITTLE, 1981), assim como sugestões de

que a alteração da permeabilidade celular e a redução da ligação
dos fatores de crescimento da epiderme (SHOYAB et alít, 1979) se
jam, mesmo que parcialmente, responsaveis pelo aumento de TCI.

IV.3. Associação de satelites

A associação de satélites ê um fenômeno biológico ca­

racterístico de cada indivíduo (MATTEI et alit, 1981), sendo que

a freqlência de associações não parece ser casual (PATIL & LUBS,

1971; COOKE, 1972; MATTEI et alit, 1981) e varia dentro da popu­

lação (HOUGHTON & HOUGHTON, 1978). Os cromossomos que  partici
pam desse tipo de associação são facilmente distinguidos do res­

tante do genoma, por apresentarem regiões de constrições secundãa
rias, reconhecidas como sitios de organização do nuclêéolo ou re­

gioes organizadoras nucleolares (RONs). HENDERSON et alii (1972)
e EVANS et alit (1974) demonstraram,por hibridização tn situ,
que as RONs representam as localizações cromossomicas dos genes
que codificam para o RNA ribossômico 18S e 28S. No homem, essas

regioes estão presentes nos braços curtos dos cinco pares de cro
mossomos acrocêntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (OHNO et alii, 1961a).

Os resultados do presente estudo, em relação à frequen
cia de associação de satélites, mostraram variação entre os dife
rentes doadores, o CI do Experimento II diferindo dos CI do Expe

rimento I e do Experimento III.B, devido à distribuiçãodo núme­
ro de associações por cêlula. O doador do Experimento II apre­
sentou uma frequência maior de cromossomos associados por celula,

não porque cada associação tivesse mais cromossomos envolvidos,
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mas sim pela maior frequência do número de associações por cêlu­

la.

Não houve diferença quanto à distribuição do número de

associações por cêlula entre o controle e os grupos tratados dos

quatro individuos, com exceção do grupo FAF­5 do Experimento I1II.A,
que tinha frequência menor de associações queo controle. No en
tanto, a diferença detectada nesse grupo não parece ser devida à
ação dos compostos presentes na fração forbol, pois não se repe­
tiu .com os outros doadores.

Em relação à comparação dos grupos tratados com seus

respectivos controles, em cada indivíduo, observou­se que o gru­
po FAL­5 do Experimento II diferiu do seu controle por apresen­

tar uma frequência menor de cromossomos associados por cêlula de

vido a uma menor freqlUência. de associações por metáfase. Outro

grupo que diferiu do seu controle foio ETH­5 do .. Experimento
III.B, que apresentou um menor número de cromossomos por associa
ção, contudo, sem que isto chegasse a interferir na frequência
de associações por cêlula e no número mêdio de cromossomos asso­

ciados por celula.

Dos numerosos alvos potenciais para a ação de drogas

no núcleo celular, somente alguns tem sido estudados em detalhe,

entre os quais estão o nuclêolo, os poros nucleares, a cromatina

metafãsica e o aparelho mitotico (DASKAL, 1979).

O nuclêolo interfasico normal é formado por elementos
fibrilares e granulares, que representam a cromatina nucleolar e

particulas prê­ribossomicas, respectivamente. Quando as células

são tratadas com antimetabolitos capazes de se ligar ou se inter

calar no DNA e; portanto, interferir em sua atividade de síntese

de RNA, ocorre a segregação nucleolar e os componentes indivi­
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­

duais tornam­se distintos e fisicamente separados. TIsto &ê uma
manifestação ultra­estrutural da inibição da síntese de RNA ri­
bossomico. Como exemplo de drogas que atuam desse modo pode­se
citar actinomicina D, antraciclina, nogalomicina, brometo de etí
dio e agentes alquilantes, tais como mitomicina C e cis­platina,
em concentrações elevadas (CROOKE, 1979).

Outros fatores, tais como infecções, subnutrição e ra­
dioatividade tambêm parecem atuar ao nivel do nuclêolo, nele pro
vocando alterações morfológicas e fisiológicas. Lesões nucleola

res, caracterizadas por aumentona quantidade de cromatina intra
nucleolar e pelo aparecimento de densas condensações dentro do

nuclêolo (GRANBOULAN et alit, 1963), e por um aumento no tamanho
do nuclêolo (LOVE et alii, 1964) foram encontradas em células de
mamíferos, infectadas por vírus de DNA que se duplicam no núcleo
dessas cêlulas. Por outro lado, virus de DNA e RNA que se dupli­
cam no citoplasma aparentemente não afetaram o nucléolo (LOVE et

aliíít, 1964). Alterações no regime protéico podem acarretar mu­
danças na morfologia do nucleéolo. SVOBODA & HIGGINSON (1964) es

tudando a ultraestruturade células de fígado de ratos, submeti­
dos a alimentação com proteínas, destacaram, entre outros efeitos,
um aumento do volume nucleolar. Em relação aos efeitos das ra­

diações sobre o nuclêolo, os trabalhos de NIX et alít (1965) e

MIRONESCU & DRAGOMIR (1967) mostraram que houve alteração no

mero de nuclêolos, na sua estrutura, no volumee no ­ grau
vacuolização. SINGH & GHOSH (1978) relataram um aumento

frequência de associação de satélite causado por radiação, no en

tanto, esses resultados não foram confirmados por HOUGHTON (1979).

No presente estudo não se pode detectar a ocorrênciade
alterações funcionais das regiões organizadoras do nuclêolo, ou

mesmo dessa organela, que se refletissem em variações no padrão

de associação dos cromossomos portadores de RONs.



RESUMO E CONCLUSÕES

Este estudo teve por objetivo investigar a açao,

linfocitos humanos cultivados, de cinco frações obtidas de

Euphorbia tirucallt L. (aveloós), com vistas a detectar alterações

na duração do ciclo celular, indução de aberrações cromossomicas

e mudanças nas frequências de trocas entre cromatides­irmãs(TCI)
e nas associações de satélites entre cromossomos acroceêentricos.

As frações, obtidas pela têcnica de distribuição multi
plicativa, foram extrato total hidroacetônico (ETH), fração aquo
sa rica em açúcares (FAMA), fração aquosa rica em ácidos orgâni­
cos (FAO), fração acetoônica rica em lipídios (FAL) e fração ace­
toónica rica em forbol (FAF).

Foram realizados quatro experimentos: I, II, IIIL.A e

II1.B, cada um utilizando linfócitos de um determinado doador.

Das cinco fraçoes testadas na concentração de5 ul/ml,
três (ETH­5, FAL­5 e FAF­5) apresentaram efeitos cicloativos,com
redução do Índice mitótico nas culturas com elas tratadas. Tal
resultado não foi verificado em avaliação posterior, quando tais

frações foram empregadas na concentração de 2 ul/ml.

A maior frequência de aberrações cromossômicas foi en­

contrada nas metáfases tratadas com as frações ETH­S5, FAL­S5 e

FAF­5, evidenciando — à atividade clastogênica dos compos
tos presentes nessas fraçoes. As anomalias estruturais registra
das foram aberraçoes cromossomicas instáveis, representadas por
quebras ou falhas, cromatídicas ou cromossômicas e eventos qua­

drirradiais. De modo geral, as aberrações cromossomicas por que

bras foram as mais frequentes, sendo que a distribuição das que
bras nos cromossomos ou grupos cromossômicos parece .ter­ sido casual.
As anomalias numéricas ocorreram em proporções semelhantes em
todosos grupos experimentais, com exceção do grupo experimental
FAL­5, que apresentou uma incidência maior de células hipodiploi
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As frações que apresentaram atividade cicloativa e

clastogênica foram estudadas, em duas concentrações(2 e 5 v1/
ml), quanto à frequência de trocas entre cromâátides­irmãs (TCI).

Os controles apresentaram em torno de 14 TCI por célula. Nos gru
pos experimentais tratados com as duas concentrações do extrato

total hidroacetônico (ETH­2 e ETH­5)a frequência de TCI diferiu
significativamente da dos controles, sendo os valores mais ele­

vados encontrados na maior concentração. Ao contrário, os gru­

pos experimentais tratados com as frações acetoônicas ricas em 1i

pidios e emforbol não foram efetivos como indutores de TCI na
concentração de 5 ul/ml, mas apresentaram uma frequência de TCI

maior na concentração de2 ul/ml. A redução na frequência de
TCI no grupo experimental FAF­5 e a não detecção de aumento no

grupo experimental FAL­5 podem ter sido devidas à toxicidade dos

compostos presentes nessas frações, que teria induzido uma con­.

tração cromossômica acentuada. Assim, não pode ser negligencia­
da a possibilidade de ter ocorrido uma subestimativa na avalia­
ção das frequências de TCI, principalmente das localizadas na po
sição distal dos braços cromossoômicos.

A frequência observada de TCI por cromossomo diferiu
da esperada com base no tamanho dos cromossomos nos grupos trata

dos com as fraçoes ETH­5, ETH­2, FAL­2 e FAF­2; os cromossomos

do grupo B apresentando frequencia de TCI maior do que a espera­

da e os dos grupos F e G frequências menores do que as espera­

das.

Não houve diferença nas frequências de associações

satélites dos cromossomos acrocêntricos entre os controles e

outros grupos experimentais de cada experimento, com exceção

FAF­5 (do Experimento III.A), com diferença na distribuição
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frequências de associações por cêlula, e de FAL­5 (do Experimen­

to III.A), com diferença na frequência média de associações por

cêlula. De modo geral, não houve diferença em relação aos tipos

de associações, destacando­se somente o ETH­5 do Experimento I1II.B,
com um número menor de cromossomos por associação, e o FAL­5 do
Experimento II, com um número menor de cromossomos associados

por cêlula, devido à redução de associações por cêlula jã referi
da. No entanto, foi encontrada diferença significativa entre o
controle do Experimento II e os dos Experimentos I e III.Bem

relação à frequência de cromossomos associados por cêlula, devi­
do ao fato de haver, no primeiro, uma freqgllência mêdia de asso­
ciações mais elevada que nos Últimos. Esses achados reforçam
observações anteriores sobre a existência de variação individual

nas frequências de associações de satélites dos cromossomos acro

cêntricos, mas não fornecem indícios de alteração no processo de

síntese do RNA celular.

Em conclusão, os resultados sugerem que os compostos presentes no

extrato total hidroacetonico (ETH) e nas frações acetonicas ricas em li­

pídios e forbol de Euphorbia tirucalli L. sao cicloativos e clas

togênicos na concentração de 5 ul/ml, são efetivos na indução de

TCI na cóncentração de 2 ul/ml e não alteram o processo de sínte

se de RNA pela célula de modoa refletir­se no padrão de associa
ção de satélites.

EE
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



VI. SUMMARY

The effects of chemical fractions of Euphorbia

tirucall? L. (aveloz) on chromosomes of cultured human

lymphocytes were investigated with the objectives of detecting

changes of cell cycle length, induction of chromosomal anomalies
and influence on the frequencies of sister chromatid exchanges

(SCE) and satellite associations of acrocentric chromosomes.

Five fractions were obtained by the multiplicative

distribution method: total hidroacetonic extract (ETH), aqueous

sugar­rich fraction (FAA), aqueous organic acids­rich fraction
(FAO), acetonic lipids­rich fraction (FAL) and acetonic

phorbol­rich fraction (FAF).

Four experiments were performed 1, II, III.AandIILI.B,

each of which utilized lIymphocytes of a specific donor.

Of the five fractions tested at 5 ul/ml dosages, three

(ETH­5, FAL­5 and FAF­5) demonstrated cycloactive effects, with

reduced mitotic indices. However. these results were not

confirmed with treatments using 2 ul/ml dosages.
The highest frequencies of chromosome aberrations were

observed in metaphases treated with ETH­5, FAL­5 and FAF­5
fractions, which demonstrates the clastogenic activity of
components of these fractions. Unstable chromosome aberrations,

such as breaks or gaps, of both chromatid and chromosome types,

and quadriradial figures were observed. The breaks occurred in

a higher frequency and revealed an apparently randomn

distribution for the different chromosomes or chromosome groups.

With the exception of FAL­5, which showed a higher frequency of

hypodiploid cells, the numerical anomalies were registered at

"similar proportions in all treated groups.

The fractions with cycloactive and clastogenic effects

were studied as to the frequency of sister chromatid exchange
EE
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— (SCE) using two dosage levels, 2 and 5 pl/ml. The controls

presented about 14 SCE/cell. SCE frequency of ETH treated

groups were significantly higher than the control, with the

highest value being related with the higher dosage level. On

the other hand, lipid ­ and phorbol ­ rich acetonic fractions

were ineffetive as SCE inductors at 5 ul/ml concentrations, but
showed higher SCE frequencies at 2 ul/ml. The decreased SCE
frequency observed in FAF­5 treated cells and the failure of

increase with FAL­5 could be due to the toxicity of compounds

included in these fractions which, would have induced a

pronounced chromosome contraction. Consequently, the

possibility of an under estimation of SCE frequency can not be

discounted, especially as regards SCE occurring distally on the
chromosome arms.

The observed frequency of TCI per chromosome differed

from the expected in the cells treated with ETH­5, ETH­2, FAL­2

and FAF­2 fractions on the basis of chromosome length. The B

group chromosomes presented SCE frequencies higher than expected

and the F and G groups smaller than expected.

The frequency of satellite associations of acrocentric

chromosomes does not differ among the controls and the different

experimental groups, with the exceptions of FAF­5 of Experiment

III.A, which showed a difference in the distribution of
associations per cell and FAL­5 of Experiment IIL.A, which showed

a difference in the mean frequency of associations per cell. In

general, there was no difference as to the types of associations,

with the exceptions of ETH­5 of Experiment III.B, with a smaller
number of chromosomes per association, and FAL­5 of Experiment

II, with a smaller number of chromosomes associated per cell, as
a consequence of the reduction of associations per cell.
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However, significant. differences were observed between the

control of Experiment II and those of Experiments I and III.B as

regards the frequency of chromosomes associated per cell. This

was due to the control of Experiment II having a higher mean

frequency of associations than was observed in the controls.of
the other experiments. These findings reinforce earlier
observations of the existence of individual variation in the

frequency of associations of satellites of acrocentric

chromosomes, but do not provide evidence of an alteration in the
synthesis of celular RNA.

In conclusion, the results suggest that the ETH, FAL

and FAF fractions are cycloactive and clastogenic at 5 ul/ml

concentrations and induce SCE at 2 ul/ml concentrations.
However, they do not alter the process of RNA synthesis in the

cell in a manner which has consequences in the satellite

association pattern.
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