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"Cada um de nos onde se encontre agora

permanece em meto da colheita daquilo

que plantou, com a possibilidade de

efetuar novas sementeiras".

Andre Luiz
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I. INTRODUÇÃO

Os produtos naturais, que são compostos originários

do metabolismo secundário dos vegetais, vêm sendo utilizados co

mo recurso terapêutico em escala cada vez maior, tanto popular

mente como em medicina homeopática ou veterinária. O seu custo

e mais baixo em relação ao. dos medicamentos formulados por mul

tinacionais ou pela indústria nacional a partir de materia pri

ma importada, cujos preços são sobrecarregados por taxas de im

portação e exploração de direitos. Esse fator, aliado a preca­

riedade da situação sócio­econômica e cultural em nosso país,

propicia o seu emprego de forma indiscriminada pela população.

No entanto, a ocorrência de efeitos adversos nos usuários de

quase a totalidade desses produtos € imprevisível, pela falta

de controle de manifestações colaterais e, especialmente, pela

escassez de informações de natureza científica sobre os seus

mecanismos de ação no organismo humano ou de outros mamiferos.

Esses produtos podem ser obtidos a partir de vege

tais frescos, na forma de um extrato, ou de vegetais desseca

dos, na forma de uma tintura.Um dos produtos naturais de uso

corrente é a tintura da planta Thuya occidentalis. A tuia E uma

arvore endêmica do leste da América do Norte, freqgtllentemente cul
tivada na Europa e relativamente rara no Brasil (GRIPENBERG,

1949; GENTCHUJNICOV, 1976), Os compostos químicos característicos

do oleo essencial, que é produzido pelas folhas dessa planta e

e encontrado na sua tintura, são a tuiona, isotuiona, sabinena,

fenchona, pinapicrina, a­, B­ e y­tuiaplicinas, ocidentalol,cci
diol, y­eudesmol, fB­sitosterol, n­nonacosanol e.os ácidos tuje
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tico, cáprico, lâáurico, mirístico, esteárico, olêico e, predo

minantemente, o ácido palmítico (NAKATSUKA & HIROSE, 1956;

STECHER, 1960; VON RUDLOFF & NAIR, 1964; LAMER­ZARAWSKA, 1972;

WITTE e col., 1983). Na tintura de tuia encontra­se, ainda, ta

nino (STECHER, 1960).

Alguns desses compostos. têm seus efeitos sobre se
res vivos já estudados, como a tuiona, uma cetona monoterpênica

bicíclica (STECHER, 1960; BEZANGER­BEAUQUESNE e col., 1975), re

conhecida como produto estupefaciente (TÊÉTAU & TÊTAU, 1960, cf.

PLAZY, 1969) e psicotrópico (METZLER, 1977); as a­, B­ e y­tuia

plicinas, compostos muitos semelhantes aos terpenoides (ERDTMAN

& GRIPENBERG, 1948), com ação fungicida (GRIPENBERG, 1949; KHANA

& CHANDRA, 1976); a B­sitosterol, utilizada na terapia de hiper

colesterolemia (STECHER, 1960); os ácidos esteárico e palmítico,

reconhecidos como inibidores da proliferação celular (WENZEL &

HALE, 1978a; BUTTKE & CUCHENS, 1984); e o tanino, usado topica­

mente como adstringente e internamente como antidoto para vene
nos, especialmente alcaloides e metais pesados (STECHER, 1960).

Vários desses compostos também foram identificados

em outros organismos. As tuiaplicinas e a tuiona são encontra

das em outras espécies do gênero Thuya. Segundo BEZANGER­BEAUQUESNE
e col. (1975), esse último composto & o princípio ativo das

plantas Artemísia abstnthitum, Artemisia vulgaris, Salvia offi

cinalis e Tanacetum vulgare, e O tanino é o de várias espécies

do gênero Aspergillus, utilizadas em terapia moderna.
Antigamente, em medicina alopática, a tintura de

tuia era indicada para uso interno em tratamento de enurese,cis

tite e desordens menstruais, e para uso externo em casos de ir

ritaçoes, sendo conhecidas situações de envenenamento e morte de
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correntes do uso de seu óleo como abortivo (STECHER,1960). Atual

mente, a tintura de tuia é largamente aplicada na medicina ho
meopática, por exemplo, na terapia de úlceras, fendas, fistulas,

blenorragia, reumatismo blenorrágico, espermatorreia, gota mili
tar, balanite, pielite, hipertrofiada próstata, asma infantil,
efeitos colaterais de vacinas, variola, esclerite, nevralgias

faciais, piorreia alveolar, acne facial, cancros epiteliais, pa
pilomas da laringe, vegetações adenoides, leucemia, excrescen
cias esponjosas, condilomas, polipos.e verrugas (CAIRO, 1968).
Em medicina veterinária E empregada principalmente na terapia

de epiteliomatose contagiosa das aves. Alêm disso, o decocto de

suas folhas tem sido usado, popularmente, como expectorante,
diurético, anti­helmíntico e no tratamento de reumatismos

(GENTCHUJNICOV, 1976).

Varias dessas aplicações sugerem que tal planta con
tenha compostos depressores de alguma etapa da divisão celular,

como, por exemplo, da sintese de DNA ou da síntese de proteínas.

Todavia, não se encontrou informações bibliográficas sobre os

cfeitos, ao nivel celular, da tintura de tuia.

1.1. Metodologia para avaliação da atividade cicloativa

A atuação de um agente químico no ciclo celular po

de processar­se de várias maneiras. De modo geral, tais agen
tes, denominados cicloativos, podem interferir nas reações . de

sintese dos nucleotideose das enzimas que participam dos — pro
cessos de duplicação e transcrição, na propria molécula de DNA

ou na formação do fuso mitotico, que promove a migração cromos­
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sômica para os polos das celulas­filhas. Por isso, independente

do mecanismo de ação, os agentes cicloativos inibem a prolifera

ção celular, ou seja, impedem ou retardam a divisão celular.

A taxa de proliferação celular, em células cultiva
das, pode ser investigada por meio do indice mitótico e pelas

freqliências de metáfases de primeira, segunda e terceira divi

sões celulares. O indice mitótico é um parâmetro amplamente uti

lizado para avaliar o grau de crescimento das celulas em cultu­

ra; entretanto, os criterios usados para a sua estimativa têm

variado em diferentes trabalhos. Os autores utilizam como refe

rência ora a frequência de celulas em metáfase, ora a ".freqtlen

cia de celulas que apresentam cromossomos como filamentos iden
tificávceis, o que já ocorre na: prófase mediana, ora a taxa de

síntese de DNA e de proteinas. Na tabela 1 são citados algunses

tudos, na área de mutagênese quimica, com diferentes critôrios

para a estimativa do indice mitotico.

As frequênciasde metáfases de primeira, segunda e
terceira divisoes celulares, nas culturas de curta duração, po

dem ser investigadas pela aplicaçãode técnicas de coloração di
ferencial de cromatides­irmãs (LATT, 1974b). Dessa forma, é pos

sivel detectar agentes que retardam a cinética celular pela sim

ples verificação de um aumento na frequência de metáfases de

primeira divisão e diminuição das de segunda e terceira divisões

nas culturas tratadas, quando comparadas com as não tratadas pe

lo agente.
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1.2. Metodologia para avaliação de mutações cromossômicas

A potencialidade clastogênica de um agente, isto €,

à sua capacidade de induzir aberrações cromossômicas estrutu

rais,é comumente avaliada pelo teste de micronúcleos e pela anã
lise cromossomica.

Os micronúcleos originam­se de fragmentos acentri

cos, resultantes de deficiências cromossômicas, e de cromosso
mos diceêntricos ou em forma de anel, que não são capazes de par

ticipar normalmente do movimento anafásico da divisão celular

(HEDDLE & CARRANO, 1977; HEDDLE e col., 1978a). Como conseqUulen

cia, não são incorporados nos núcleos­filhos e podem ser remane

jados para o citoplasma na forma de núcleos pequenos, cada um

contendo um ou mais cromossomos ou fragmentos cromossomicos.

semelham­se aos núcleos normais em todos os aspectos, exceto
lo seu tamanho, e são facilmente reconhecidos na análise das

lulas fixadas.

O teste de micronúcleos tem sido muito empregado

avaliação de mutagenicidade e de carcinogenicidade, tanto por

agentes químicos, como a mitomicina C, a ciclofosfamida, o etil

metanosulfonato e o metilmetanosulfonato (FRANK e col., 1978;

HEDDLE e col., 1978b; SALAMONE e col., 1980;YAMAMOTO & KIKUCHI,
1981; DEGRASSI & RIZZONI, 1982), quanto por agentes físicos, co
mo os raios X (HEDDLE e col., 1978b; DEGRASSI & RIZZONI, 1982).
Constitui­se em uma técnica auxiliar, econômica e rápida, de

avaliação das aberrações cromossomicas no homem (COUNTRYMAN &

HEDDLE, 1976; JENSEN & HUTTEL, 1976; FRANK e col., 1978; HEDDLE
e col., 1978a; HEDDLE e col., 1978Db; HOGSTEDT & MITELMAN, 1981;
DEGRASSI & RIZZONI, 1982; HEDDLE e col., 1983; HEDDLE e col.,
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1984) e, em alguns casos, mostrou­se até mais sensível que a anã
"

lise dos cromossomos (JENSEN & HUTTEL, 1976; JENSEN & NYFORS,

1979; DEGRASSI & RIZZONI, 1982). Tais vantagens também foram re
feridas em estudos desenvolvidos com outros mamíferos (FRANK e

col., 1978; YAMAMOTO & KIKUCHI, 1981; WATANABE e col., 1982) e

com plantas (DEGRASSI & RIZZONI, 1982).

A produção de micronúcleos reflete quantitativamen

te a ocorrência de quebras cromossomicas em culturas de celu

las, exceto quando a dose do agente mutagênico E muito elevada

e produz a morte celular (HEDDLE e col., 1978b). Contudo, esse

teste não é util na definição da natureza das anomalias produzi

das, pois não se pode distinguir micronúcleos resultantes de

aberrações cromossomicas diferentes. Por isso, apesar das vanta

gens que oferece, o teste de micronúcleos não deve substituir a

análise cromossomica em qualquer situação, porque a observação

das mudanças dos tipos de aberrações sob diferentes condições

pode permitir conclusões importantes (COUNTRYMAN & HEDDLE, 1970).

Um outro aspecto importante em relação a esse teste

e que diferentes agentes necessitam de tempos variáveis de con

tato com as células em cultura para a formação de micronúcleos

(HEDDLE & SALAMONE, 1981), às vezes simplesmente porque alteram

a duração das fases do ciclo celular. Desse modo,em experimen
tos conduzidos sem a preocupação de identificar os tempos ade

quados para o aparecimento desses elementos, têm­se uma probabi

lidade elevada de obter resultados falso­negativos.

Alguns dos tipos celulares já utilizados para a pes

quisa de micronúcleos foram linfócitos (COUNTRYMAN &  HEDDLE,

1976; HEDDLE e col., 1978a; HEDDLE e col., 1978b; JENSEN &

NYFORS, 1979), eritrócitos policromáticos (EVANS, 1976; MACKEY
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& MACGREGOR, 1979; SALAMONE e col., 1980; YAMAMOTO & KIKUCIII,

1981), fibroblastos (KREPINSKY e col., 1980), eritroblastos

(EVANS, 1976; JENSEN & HUTTEL, 1976), mielócitose mieloblastos
(EVANS, 1976). De acordo com HEDDLE e col., (1984) o teste de

micronúcleos pode ser aplicado a praticamente qualquer popula­
ção de celulas que esteja constantemente em divisão; contudo, a

medula Ossea de mamíferos ê& o material mais comumente utiliza

do, tendo sido usado para testar mais de 150 agentes quimicos

(IEDDLE e col., 1983).

A analise cromossômica é realizada em metáfases ou

prometãáfases e pode identificar as alterações estruturais não

reparadas, que se expressam como quebras, falhas, fragmentos àa

cêntricos, cromossomos dicêntricos, figuras trirradiais e qua

drirradiais e outras, observáveis ao microscópio Optico. As

aberrações cromatidicas, isto é, que afetam apenas uma das cro­

matides­irmãs, devem se originar apos o período de duplicação do

DNA, quando as cromátides­irmãs jã estão separadas,.ou podem ser
produzidas imediatamente antes que a forquilha de duplicação

tinja o local afetado, de modo que o mecanismo de reparo não

ja acionado a tempo. Eventualmente, uma alteração no sistema

reparo pos­duplicação também poderia servir de base para o apa

recimento da quebra cromatidica. As aberrações cromossômicas,is
to E, que afetam concomitantemente as duas cromátides, mais

provavelmente são produzidas por alterações pre­duplicacionais
não reparadas, embora não se possa excluir a possibilidade de

um agente afetar locos específicos, atingindo igualmente ambas

as cromatides­irmãs após a duplicação.

A análise cromossômica permite também a detecção de

alterações numéricas. As cêlulas hipodiplóides podem originar­
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se por perdas de cromossomos com anomalias estruturais instã

veis, do tipo anéis ou dicêntricos, ocasionadospor distúrbios
na anaáfase da divisão celular anterior. Contudo, tais anomalias

podem surgir também de mudanças na permeabilidade da membrana

celular ou como eventos produzidos por artefatos nas têcnicas de

processamento do material para análise, como, .por exemplo, na

hipotonização. Jã as cêlulas hiperdipiõides devem, muito prova

velmente, originar­se em conseqllência de falha na disjunção dos

cromossomos­filhos na divisão anterior, que podem ser provoca

das por agentes que alteram a função do fuso ou do centrômero.

1.3. Trocas entre cromatides­irmas (TCI)

As trocas entre cromátides­irmãs (TCI) são — fenome
nos que envolvem quebras em locos idênticos nas duas cromátides

de um cromossomo, acompanhadas de intercâmbio e reparo (LATT,

1974a). Essas trocas somente são. observadas em cromossomos sub

metidos a tratamentos especiais, cujas cromaátides­irmãs são dis

tinguidas uma da outra, e já foram detectadas em vegetais

(SCIIVARTZMAN& CORTÊS, 1977) e em vários grupos animais, tais co
mo mamíferos, aves, peixes e insetos (referências em LATT e

col., 1981), o que faz supor que tenham ocorrência universal em

cêlulas eucarioóticas.

TAYLOR e col. (1957) foram os primeiros a obscrvar

o fenômeno de TCI por meio de auto­radiografia, em celulas de

Vicia faba marcadas com timidina triciada. Esses pesquisadores

observaram que, em cêlulas que haviam passado por um ciclo

duplicação do DNA na presença de tricio, seguidode um novo
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clo na ausência desse radioisótopo, apenas uma das  cromátides

de cada cromossomo metafâásico mostrava­se radioativa. Ocasional
mente, entretanto, apareciam cromatides que estavam marcadas

ao longo de apenas uma parte de sua extensão, sendo que suas

irmãs estavam marcadas em porções complementares.No entanto,as
primeiras evidências da ocorrência de tais eventos surgiram em
estudos realizados por MCCLINTOCK, em 1938, sobre a instabilida

de de cromossomos em anel na mitose, e por SCHWARTZ, em 1953,

sobre o comportamento de cromossomos em anel na meiose (referên
cias em EVANS, 1977).

Pelo fato da tecnica de auto­radiografia ser cara,

despender muito tempo e apresentar uma precaria resolução, a

analise das TCI foi relegada ao esquecimento durante muitos a­

nos. Somente em 1973, quando LATT descreveu uma nova tecnicabaã
sica de diferenciação das cromatides­irmãs por coloração, é que

o estudo das trocas cromatídicas chamou a atenção dos pesquisa

dores e passou a ser intensificado de maneira surpreendente.

As variantes das técnicas de coloração diferencial

de cromatides­irmãs atualmente disponíveis implicam em cresci

mento celular, por um ou dois ciclos de duplicação do DNA, na

presença de análogo halogenado da timidina, em geral a 5­bromo
desoxiuridina (5­BrdU). A diferenciação das cromátides pode sor

feita em função do número de cadeias do DNA que incorporaram

S5­BrdU. Em celulas que passam um ciclo de duplicação em meio con

tendo esse composto, seguido por outro sem contato com ele, ca

da cromossomo apresenta incorporação desse análogo apenas em uma

das cadeias polinucleotídicas de uma das cromátides. A incorpo

ração de 5­BrdU altera o empacotamentoda molécula, tornando ­a
menos condensada e reduzindo sua afinidade pelo corante, apos
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tratamentos especiais (KINLMAN & KRONBORG, 1975). Em celulas que

cresceram na presença desse composto por dois ciclos consecuti
vos, uma das cromátides incorpora­o nas duas cadeias, enquanto

a sua irmã o faz em apenas uma das cadeias. Nesse caso, à cromã

tide duplamente afetada pode também manifestar uma redução na

afinidade pelo corante, após tratamentos especiais (KORENBERG &

FREEDLENDER, 1974).

As: têcnicas de coloração assimétrica de cromátides­

irmãs podem ser reunidas, basicamente, em dois tipos: as que

utilizam corantes fluorescentes (em geral, o Hoescht 33258),

sua análise dependendo de microscópio de fluorescência (LATT,

1973; KATO, 1974; LIN & ALFI, 1976), e às que empregam seqtten

cialmente corantes fluorescentes e não fluorescentes (geralmen

te Giemsa), ou que empregam corantes não fluorescentes diretamen

te, com subsequente análise ao microscópio Optico (KORENBERG &

FREEDLENDER, 1974; PERRY & WOLFF, 1974; GOTO e col., 1978). Es

se último tipo proporciona preparações cromossômicas permanertes

e com uma resolução muito boa, justificando seu uso predominante
pelos pesquisadores.

Existem, ainda, algumas têcnicas que proporcionam

a coloração diferencial de cromátides­ irmãs concomitantemente

com outros padroes de bandamento cromossomico (referências em

BLOCK, 1982), e outras que fornecem um padrão de coloração dife

rencial das cromátides­irmãs inverso ao mostrado. pelas técnicas

pioneiras (SCHERES e col., 1977; TAKAYAMA & SAKANISHI, 1978).

Os mecanismos moleculares envolvidos na formação

de TCI ainda necessitam de uma melhor definição (PERRY &

THOMSON, 1984), embora esteja bem estabelecido que as lesões

causadas no DNA somente se expressam na forma de TCI apos a du
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plicação subsequente. Contudo, existem algumas hipoteses que

tentam explicar como ocorre à formação de TCI. Destacam­se as

que supõem a existência de mecanismos comuns para à TCI ea re

combinação meiótica, a participação de certos mecanismos de re

paro do DNA, a ocorrência de mecanismos especiais de duplicação

induzidos por lesões do DNA ou problemas de atraso no desloca

mento da forquilha de duplicação do DNA. Essa última hipotese ,
proposta por PAINTER (1982), tem sido a mais aceita, por ser

consistente com as observações experimentais disponiveis sobre

TCI (STETKA, 1982). A dificuldade em aceitar a hipótese de um

mecanismo comum para TCI e recombinação meiótica deve­se à ne
cessidade da formação do complexo sinaptonêmico para essa ulti
ma, mas não para TCI. As indicações de que a ausência de reparo

do DNA resultaria em um aumento nas freqUlências de TCI, dão pou

ca credibilidade às hipóteses de que mecanismos especificos de

reparo do DNA sejam responsáveis pela formação das TCI. Do mes

mo modo, os modelos de mecanismos induzidos por lesões do DNA

são rejeitados, entre outras razões, porque poderiam explicar a

origem das TCI induzidas por alguns agentes, mas não por muitos

outros.

­Uma questão ainda controversa é se as TCI sao

eventos espontâneos, de ocorrência normal nas celulas, princi­

palmente porque o próprio análogo halogenado da timidina utili­

zado, a 5­BrdU, & conhecido como indutor de TCI. A correlação

entre frequência de TCI e concentração de 5­BrdU foi demonstrada
6 a 9,4.10""M,

e por LAMBERT e col. (1976), em concentrações de 2.107”? a

5.107? M. Por outro lado, MAZRIMAS & STETKA (1978) observaram

por LATT (1974b) em concentrações variando de 6.10

que a frequência de TCI não estabelecia uma correlação precisa
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com a concentração de 5­BrdU, mas era diretamente proporciond à

porcentagem de substituição de timidina pela 5­BrdU e, extrapo

lando seus resultados para um nível zero de substituição, pude

ram concluir que o nível "espontâneo" de TCI é muito baixo, cer

ca de 0,045 por cromossomo.

Um outro aspecto interessante é a associação entre

TCI, idade e sexo. GALLOWAY & EVANS (1975), MORGAN & CROSSEN.

(1977b) e CROSSEN (1982a) não encontraram influência da idade

e do sexo na determinação da frequência de TCI, porêm DE ARCE

(1981) observou que pessoas de ambos os sexos, na faixa de 30 a

40 anos, apresentavam um número mais elevado de TCI por celula

e HEDNER e col. (1982) referiram uma freqllência maior de TCI no

sexo feminino em relação ao masculino, independente da idade. A

diferença entre os sexos foi confirmada por ROSA (1984) que, no

entanto, também encontrou diferenças significativas entre homens

.normais de faixas etárias diversas e um discreto aumento de TCI

com o aumento da idade nas mulheres. MORGOLIN & SHELBY (1985),

revendo um grande número de publicações com dados de TCI cm ho

mens e mulheres de diferentes idades, concluíram que a media fe
minina €& 0,5 TCI por ceêlula maior que a média masculina, nos

adultos normais. Portanto, deve­se levar em consideração essas

informações no momento da escolha do universo amostral a ser.

utilizado nas pesquisas, procurando uniformizar as amostras em
relação à faixa etária e sexo.

Uma das principais aplicações da analise de TCI tem

sido na avaliação da atividade mutagênica, o primeiro trabalho

no qual os efeitos de um agente mutagênico foram relacionados

com a freqgtliência de TCI foi realizado por LATT (1974b), que de

tectou a capacidade de mitomicina C para aumentar a frequência
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de TCI em linfócitos humanos, em concentrações menores do que as
necessárias para induzir quebras cromossômicas.

Logo apos, PERRY & EVANS (1975) analisaram a fre
qUuência de TCI em celulas de hamster chinês submetidas tn vitro

à ação de várias doses de raios X e de quatorze agentes conside
rados mutagênicos e carcinogênicos. Com relação aos raios X, os

autores concluíram que a contagem de trocas não constituia um
sistema sensivel para detectar o grau de exposição, porque a do
se de aproximadamente 400 rad, que dobravaa incidência de TCI,

induzia um aumento maior do que 20 vezes na frequência de aber

rações cromossômicas. Entretanto, dos quatorze agentes químicos

testados, somente dois não foram eficientes na produção de TCI

e um deles, a ciclofosfamida, analisado posteriormente em condi

ções que possibilitavam a sua ativação metabólica, demonstrou­

se um indutor de TCI muito potente (HUANG & FURAKAWA, 1978).

Assim como LATT (1974b), PERRY & EVANS (1975) idem

tificaram agentes que produziam um aumento significativo de TCI,
em condições nas quais exerciam apenas um pequeno efeito na inci
dência de aberrações cromossômicas. Tais observações levaram os

autores a concluir que para se detectar, em celulas tratadas

por esses compostos, o dobro de incidência de TCI das celulas

não tratadas, não eram necessárias mais do que 10 a 20 cêlulas,

o que tornava a análise de TCI um teste mais rápido do que a

análise de aberrações cromossômicas. |
Posteriormente, muitas substâncias químicas foram

testadas com o intuito de avaliar a possibilidade da análise de
TCI firmar­se como um teste para detecção de agentes —mutagêni

cos. Revendo os resultados de 216 trabalhos envolvendo162 agen
tes químicos, .LATT e col. (1981) enquadraram­nos em três clas
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ses, com relação à eficiência em induzir TCI: os verdadeiramen
te negativos ou inadequadamente testados, os capazes de elevar

o número de TCI a um limite inferior a duas vezes o dos contro

les e os capazes de aumentar duas ou mais vezes a freqUeência de

TCI em relação aos controles.Dos agentes estudados, 51 (25%)

inclulam­se na primeira classe, 53 (26%) incluíam­se na — segun
da e 97 (49%) na ultima. Alguns compostos foram incluídos em

mais de uma classe, devido a resultados conflitantes e não es

clarecidos entre diferentes experimentos ou à utilização de di

ferentes sistemas de teste, como, por exemplo, com e sem ativa

ção metabolica. Esses dados demonstram o efeito dos agentes qui

micos sobre a frequência de TCI e confirmam a utilidade da anã
lise de TCI para testar mutagenicidade.

Reforços para tal proposta foram fornecidos por

GEBHART (1981) e ABE & SASAKI (1982), analisando a concordância

entre os efeitos de agentes químicos na indução tn vitro de TCI

e de aberrações cromossômicas. Das 215 substâncias consideradas

por GEBHART (1981), 145 (68%) apresentavam uma correspondência

qualitativa entre essas duas variáveis, 65 (30%) não manifesta
vam concordância entre os resultados dos dois parâmetros e 5

(2%) tinham resultados contraditórios. ABE & SASAKI (1982), con

siderando 219 agentes quimicos, encontraram uma concordância en
tre os resultados de TCI e de aberrações cromossomicas em 77%

dos casos. Além disso, com base no estudo de 69 desses agentes,

os autores referem um correlação positiva entre TCI e carcino
genicidade, em 80% dos casos.

O grau elevado de concordância entre as informações

obtidas pela análise de TCI e de outros parâmetros utilizados na

detecção de agentes mutagênicos,.associadoà verificação de que
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a combinação desse sistema com outros praticamente elimina os

resultados falso­negativos e à inexistência de exemplos convin

centes de agentes indutores de TCI que não sejam mutagenicos ou

carcinogênicos em pelo menos algum outro sistema de teste, assc

gura a utilidade da análise de TCI na avaliação da atividade mu

tagenica de compostos químicos. No entanto, as dúvidas em rela
ção aos mecanismos de formação das TCI e às causas da não con

cordância entre seus resultados e os .de outros sistemas, recomen

dam sua utilizaçãoem conjunto com outros testes.

1.4. Objetivos

Neste trabalho pretendeu­se investigar um possivel

efeito da tintura de tuia (Thuya ocetdentalis)sobre o ciclo ce

lular e sobre os cromossomos, avaliados no processo de divisão

de linfócitos humanos cultivados tn vitro. Os parâmetros consi

derados para essa avaliação foram a intensidade da resposta ao

estimulo mitogênico da fito­hemaglutinina, a indução de  anoma

lias cromossômicas estruturais ou numéricas e a freqUência de

trocas entre cromátides­irmãs.
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Il. MATERIAIS E METODOS

IL.l1. Doadores

Os linfocitos humanos cultivados foram obtidos do

sangue de cinco indivíduos caucasoides do sexo masculino, adul

tos aparentando bom estado de saude. Nenhum deles referiu ter si

do exposto a agentes quimicos, fisicos ou biológicos que  impe
dissem sua inclusão na amostra, ou ter tido contato com a tuia,

nos seis meses que antecederam a coleta do sangue.

II1.2. Tintura utiltaadoa

A tintura utilizada neste projeto foi preparada pe

lo laboratório do Dr. J. Boiron (Paris, França), a partir de ra
mos dessecados da planta Thuya oceidentalis, pertencente à fami

lia Cupressaceae, ordem Coniferae e subdivisão Gymnospermae.

II1.3. Cultura de linfocitos

De cada doador colheu­se 10 ml de sangue periferico

com seringa descartável heparinizada. Os linfocitos foram culti

vados segundo a têcnica de MOORHEAD e col. (1960), com modifica

ções. Utilizou­semeio de cultura RPMI 1640 (Difco), enriqueci­
do com 20% de soro AB filtrado. Cada frasco de cultura continha

5 ml do meio completo, 0,2 ml de solução de fito­hemaglutinina
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(fornecida pela Profº Drº Iris Ferrari, da Faculdade de Medicina de

Ribeirão Preto, USP) e cerca de 6 gotas de plasma sangillineo ri

co em linfócitos. Apos serem arrolhados, os frascos de cultura

foram mantidos em estufa a 37º, por cerca de 72 horas. Em algu
mas situações, a duração da cultura foi prolongada para 80, 88

ou 96 horas. Aproximadamente 80 minutos antes da colheita, adi

cionou­se, em cada frasco, 0,1 ml de solução de colquicina llou­

dê a 4.10* M, para a interrupção da divisão celular. Na se
qUência ,processou­se a hipotonização com KCl a 0,075 My, a fixa
ção do material com metanol­acêtico 3:1 e a montagem das lâminas.

O material foi hidrolizado em HC1 1 N por 7 minutos a 60 C, cora
do com solução tamponada de Giemsa (Merck), pH 6,8, por 5 minu

tos e as lâminas foram codificadas para analise em teste cego.
Nos experimentos em que se pretendia a marcação di

ferencial de cromátides­irmãs introduziu­se S5­bromodesoxiuridi

na (5­BrdU, Sigma) no início da cultura, em uma concentração fi
nal de 3,25.10* M, e cobriu­se totalmente .os frascos com

papel aluminio, para impedir a fotólise. A obtenção das cromati

des diferencialmente coradas seguiu a tecnica proposta por

KORENBERG & FREEDLENDER (1974), também com modificações. Apos o

preparo dos estendidos, as lâminas foram cobertas com um filme

de bisbenzimide (Hoechst 33258, Sigma) em solução fisiológica de

Hanks a .0,94.107? Me submetidas à luz UV (Philips UV­15W), a
um distância de 12 cm, por 12 minutos. Em seguida, foram lava

das rapidamente em agua destilada e secas ao ar. Apos um perio

do da 3 a 8 dias, o material foi aquecido a temperaturas varia
veis de 87º a 89ºC, em solução de NaH,PO, 1 M (pH 8,1 a 8,3),
por cerca de 30 segundos,lavado rapidamente em água destilada e

corado em solução de Giemsa (Merck) a 2%, por 5 minutos.
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II.4. Estudo citogenético

As diversas culturas celulares de cada experimentofo
ram realizadas concomitantemente e em condições laboratoriais i

dênticas. A fito­hemaglutinina e o plasma rico em linfócitos fo
ram adicionados ao meio de cultura completo antes dos grupos cx

perimentais serem separados. Após o tratamento com o composto ,

na concentração desejada, foram separadas as replicas de cada

grupo. Cada experimento foi codificado por um algarismo romano,

que correspondia ao doador dos linfocitos utilizados para a sua

execução.

As análises foram feitas em microscópio Carl Zeiss,

modelo WL ou modelo Laboval 3, utilizando­se Oleo de imersão
Zeiss ou Nujol (Schering).

Para documentação de eventos anomalos encontrados,

e para esclarecimento de duvidas, as celulas foram fotografadas

em microscopio Carl Zeiss, modelo WL, com equipamento fotografi

co MC 36, usando­se filtro de interferência verde (Carl Zeiss,
ref. 467806). Utilizaram­se filmes Panatomic X (Kodak), revela­

dos em solução Kodak D­72 por 2 minutos e meio, e tratados com

solução fixadora acida (Kodak), por 10 minutos. Os negativos fo

ram copiados em papel fotografico Kodabromide F3 ou F4 (Kodak).

Desenvolveram­se seis experimentos, nos quais a tin

tura de tuia, introduzida no início da cultura celular, foi tes

tada em cinco concentrações finais: 20 (TM­20), 10 (TM­10), 5

(TM­5), 1 (TM­1) e 0,5 ul/ml (TM­0,5). Culturas celulares não

tratadas com a tintura foram utilizadas como controle (Co).

Os parâmetros analisados foram: taxa de prolifera­

ção celular, frequência de micronúcleos, frequência de celulas
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com aberrações cromossômicas estruturais e numéricas, e frequên

cia de trocas entre cromatides­irmãs. Na tabela 2 são apresenta
dos os grupos experimentais de cada experimento e os parâmetros

anal isados.

I1.4.1. Proliferação celular

A taxa de proliferação celular foi investigada por

meio de Indice mitótico (IM) e da proporção, nas culturas,­ de
células em primeira, segunda e terceira divisões celulares. ES
sas analises foram feitas com aumento de 400 vezes.

O indice mitótico foi considerado como a freqgtlência

relativa de núcleos em divisão,ou seja, aqueles em prófase ou

metafase, nos quais os cromossomos aparecem como filamentos iden

tificáveis, sobre o total de linfócitos ou linfoblastos, nos Ex
perimentos IA, IB, II e III, ou sobre o total de linfoblastos,

nos Experimentos IV e V. O Índice mitótico relativo (IMR) foi

tomado como a relação entre o IM do grupo experimental tratado

e o IM de seu controle. Para a investigação do IM foram analisa

dos pelo menos 400 núcleos por grupo experimental, no Experimen

to III, e pelo menos 2.000 núcleos por grupo experimental, nos

demais experimentos.

A incidência de celulas em primeira, segunda e ter

ceira divisões celulares foi investigada analisando­se pelo me

nos 400 metáfases de cada grupo experimental, em culturas desen
volvidas na presença de 5­BrdU. As metáfases de primeira divi
são não demonstram qualquer diferenciação entre as cromatides­ir

mãs; as de segunda divisão possuem cromossomos com cromatides di
ferencialmente coradas, isto e, 50% fortemente e 50% fracamente

coradas, e as metáfases de terceira divisão têm segmentos — cro
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Tabela 2. Parâmetros analisados e grupos experimentais (G.E.)

de cada experimento.

Experimento Parâmetros analisados

IA Índice mitótico

Micronúcleos

Aberrações cromossomicas

Índice mitótico

Micronúcleos

Aberrações cromossômicas

Índice mitótico

Micronúcleos

Aberrações cromossômicas

Índice mitótico

Proporção de celulas em 12,
2º e 3à divisão

Índice mitótico

Proporção de celulas em 12,
2º e 32º divisão

Índice mitoótico

Proporção de celulas em 12,
2º e 3º divisão

Trocas entre cromátides­irmãs

Co

TM­20

Co

TM­10

Co

TM­1

TM­0,5
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mossomicos com ambas as cromátides coradas pal idamente.

11.4.2. Micronúcleos e aberrações cromossômicas

A avaliação de clastogenicidade foi feita investi

gando­se a incidência de micronúcleos e a frequência de aberra
ções cromossômicas estruturais,

O teste de micronúcleos foi desenvolvido segundo

descrição de COUNTRYMAN & HEDDLE (1976) e HEDDLE e col.(1978a).

Foram considerados apenas os micronúcleos: (a) com diâmetro in

ferior a um terço do núcleo principal, ou seja, do linfoblasto;
(Db) não refráteis, para excluir pequenas partículas coradas;(c)

com coloração igual ou mais clara que a do linfoblasto, para
excluir grandes particulas coradas;e (d) não ligados ao núcleo

principal, porém estando a uma distância máxima equivalente à 4

vezes o diâmetro desse. Na hipótese de ocorrência de dois ou

mais micronúcleos, esses somente foram considerados quando ha

via um núcleo principal distinto, mais ou menos arredondado e

não lobulado. Para a pesquisa de micronúcleos foram analisados,

com 400 aumentos, cerca de 2.000 núcleos por grupo experimental.

A ocorrência de aberrações cromossomicas foi pesqui

sada com aumento de 1.000 vezes, em 50 metáfases de cada grupo

experimental. Foram escolhidas metáfases consideradas tecnicamen

te boas, ou seja, sem grau acentuado de contração cromossômicae
sem superposições que prejudicassem a classificação dos cromos­
somos.

As aberrações cromossômicas estruturais foram consi

deradas, de acordo como recomendado pelo ISCN (1978), como que­

bras, quando um segmento cromossômico estava separado do restan

te por uma distância superior à largura da cromátide e desloca
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do em relação ao cromossomo, e como falhas, quando a scparação

não ultrapassava a distância equivalente à largura da cromaátide

c o segmento apresentava­se em continuidade ao material cromos­

somico.

As quebras e falhas foram consideradas cromatídicas,

quando afetavam apenas uma das cromátides, ou cromossômicas,quan
do ambas as cromátides eram afetadas. Além disso, a localização

da descontinuidade no terço proximal (proximo ao centrômero), me
diano ou distal e o braço cromossômico portador foram identifi
cados sempre que possível.

Foi pesquisada tambem a ocorrência de anomalias nu

meéricas e, nas células aneuplóides, foram identificados os gru
pos cromossomicos com elementos ausentes Ou em excesso.

11.4.3. Trocas entre cromátides­irmãs

A freqgtlência de trocas entre cromátides­ irmãs foi

investigada, com aumentos de 1.000 vezes, em cêlulas de segunda

geração cultivadas na presença de 5­BrdU. Para cada grupo expe

rimental analisaram­se 20 metáfases com 46 cromossomos, sem su
perposições ou grau acentuado de contração cromossômica. A des
continuidade terminal na coloração das cromátides­irmãs foi

computada como uma TCI e a intersticial como duas TCI. Identifi

cou­se, sempre que possivel, a localização da troca no terço pro
ximal, mediano ou distal e o braço cromossomico portador.
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11.5. Analise estatistica

O teste t de Student e a análise de variância com

um criterio de classificação foram utilizados para se verificar

a significância da diferença entre grupos tratados e o contro

le, com relação às frequências médias de núcleos em divisão ,

metáfases de primeira divisão celular, núcleos com micronúcleos,

metáfases com anomalias estruturais e células aneuplóides. Nas

situações em que se detectou diferença significativa pela ana

lise de variância, empregou­se o teste de Newman­Keuls, para lo

calizar os grupos experimentais cujas médias diferiam. Todas

as frequências foram submetidas à transformação arco­seno (SOKAL

& ROIILF, 1969) para a realização desses testes estatísticos;

se procedimento garante que os dados transformados aderem
lhor à uma distribuição normal que os dados originais, que

guem uma distribuição binomial.

O teste de qui­quadradofoi utilizado para testar a
homogeneidade de distribuições de freqtlências observadas e espe

radas de TCI por cromossomo ou grupo cromossoômico, e de distri

buições de freqgtllências observadas e esperadas de TCI por região

de braço cromossomico.

Aplicou­se o teste de Wilcoxon para comparação das

frequências de TCI por cêlula (dados combinados) e das freqtlên
cias medias de TCI por cromossomo ou grupo cromossoómico (dados

pareados) entre cada grupo experimental tratado e o controle.
Todosos testes estatísticos foram aplicados scguin

do­se as recomendações de ZAR (1974) e LEHMANN (1975). Em todos
os testes fixou­se em 5% o nível critico de rejeição da hipote­

se de nulidade.
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III. RESULTADOS

I1I.1. Proliíferação celular

Na Tabela 3 encontram­se as fregtlências de celulas

em divisão, o Indice mitotico (IM) e o Índice mitotico relativo

(IMR) de cada grupo experimental dos Experimentos IA, IB, II e

III. As frequências medias transformadas de cêlulas em divisão

foram comparadas pelo teste t. Verifica­se que todos os grupos

tratados pela tintura de tuia (TM­20, TM­1D e TM­5) diferiram

significativamente dos controles, que apresentaram um Indice mi

toótico sempre maior.

Face ao baixo Indice mitotico dos grupos tratados ,

foram programados os Experimentos IV e V, nos quais foram desen

volvidas culturas com durações de 71, 72 e 73 horas, nos grupos

Co c TM­5 do Experimento IV, e de 72, 80, 88 e 96 horas no gru

po TM­1 do Experimento V. O objetivo desses ensaios era verifi

car a ocorrência de um possível atraso no ciclo celular, que es
. " . e . . ­ . . .tivesse se cvidenciando como um indice mitotico mais baixo nas

culturas incubadas por menos tempo.

As frequências de celulas em divisão nas culturasde
diferentes durações dos Experimentos IV e V são apresentadas na

Tabela 4 e os resultados dos testes estatisticos para compara

ção entre os diferentes tempos do mesmo tratamento são apresen

tudos nas Tabelas 5 e 6. A comparação do IM pela análise de va

riância (Tabela 5) detectou uma diferença significativa entre

as culturas de diferentes duraçõoes do grupo TM­1, o que não acon

teceu com as culturas dos grupos Co e TM­5 do Experimento IV.As

EV
AVAVAY

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



comparações entre as freqilências medias transformadas de núcleos

cem divisão das culturas do grupo TM­1, pelo teste de Newman­

Keuls (Tabela 6), mostraram que TM­1/88 não difere de TM­1 /8O0,

porem ambas diferemde TM­1/72 e TM­1/96, sendo que essas ulti
mas também diferem entre si. A incidência de células em divisão

foi sempre maior na cultura TM­1/72, havendo uma redução drásti

ca em TM­1/80 e TM­1/88 e um aumento na TM­1/96 em relação as

duas anteriores.

As freqllências de células em primeiro, segundo e

terceiro ciclos, nas culturas de 72 horas dos Experimentos III,

IV eV, assim como nas culturas de 80, 88 e 96 horas do gTUpo

TM­1 do Experimento V, são apresentadas na Tabela 7.

As tentativas de se obter a marcação diferencial de

cromatides­irmãs, em celulas de segunda geração cultivadas na

presença de 5­BrdU, foram infrutíferas nos grupos tratados dos

likxperimentos TA e IB e no grupo TM­5 dos Experimentos III c

nas mesmas condições em que se obteve Exito nos controles

secs experimentos. Isso evidenciou a ausência de células em

gunda e terceira divisões nesses grupos.

Na Tabela 8 encontram­se os resultados das analises

de variância para comparação das freqllências médias transforma
das de células em primeira divisão entre as culturas de mesma

duração dos diferentes grupos experimentais e entre culturas de

diferentes duraçõoes do grupo TM­1, do Experimento V. Foram detec

tadas diferenças significativas tanto entre os grupos Co,TM­1/72

c TM­0,5, como entre as culturas de diferentes durações do gru

po TM­1 (TM­1/72, TM­1/80, TM­1/88 e TM­1/96). As comparações

dessas frequências, pelo teste de Newman­Keuls (Tabela 9), mos

traram que todos os grupos experimentais (Co, TM­1/72 e TM­0,5)
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Tabela 3. Índice mitótico (IM) e índice mitótico relativo (IMR) dos

grupos experimentais (G.E.) dos Experimentos IA, IB, Il c

III e valores do teste t para comparação das frequências

médias transformadas entre cada grupo tratado e seu con
trole. *:P<0,05; GL: graus de liberdade.

Experi
mento

Nº de celulas IM IMR ' Signifi­

Anali Em di (9º) cância

sadas visão

2.004 91

2.011 51
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Tabela 4. Índice mitótico (IM) e Indice mitótico relativo (IMR)

em culturas de diferentes durações dos Experimentos

IV eV.

Experi Duração Nº de celulas
da

cultura Anali Em di
(horas) sadas visão

mento

71 3.002 124

72 3.001 72

73 3.000
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Tabela 5. Análises de variância das frequências médias transfor
madas de núcleos em divisão em culturas de diferentes

durações dos Experimentos IV e V. GL: graus de 11

berdade; ns: P>0,05; *: P<0,05.

Experimen
to/G.E.

Fonte de
variação

IV/Co

IV/TM­5

V/TM­1

Total

grupos

erro

Total

grupos

erro

Total

grupos

erro
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Tabela 6. Valores do teste de Newman­Keuls para comparação das

freqgtiências medias transformadas de núcleos em divi

são entre culturas de diferentes durações, do grupo

TM­1 do Experimento V. VqAM­1/727"V045 VTM­1/80"Y2
VPqaM­1/88117 VTM­1/96"YV3"

Medias 100,05) ,12,p Conclusao

comparadas
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Tubela 7. Freqtlências de celulas em primeira, segunda e tercci

ra divisões em culturas de 72 horas dos Experimentos

III, IV eVe em culturas de 80, 88 e 96 horas do grmu

po TM­1 do Experimento V.

Experi Nº de metáfases

mento
Anali Em 124 Em 224 Em 32

divisão divisão divisão
sadas

Nº % Nº % Nº %

41,0

Co

TM­1/72

TM­1/80

TM­1/88

TM­1/96

TM­0,5
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Tabela 8. Analises de variância das frequências medias transformadas de células em

primeira divisão de grupos experimentais e de culturas de diferentes du­

rações do grupo TM­1, do Experimento V. GL: graus de liberdade; *: P<0,05.

G.E. comparados Fonte de SQ Signifi
variação cância

Co X TM­1/72 X TM­0,5 Total 4.926,73
'

grupos 4.772,13 2.386,06

erro 154,60 15,46

TM­1/72X /80 X /88 X /96 Total 398,78

grupos | 249,36

erro 149,41

PV
AVAVAY

vAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 unesp 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29



Tabela 9. Valores do teste de Newman­Keuls para comparação das

frequências médias transformadas de células em primei
ra divisão de grupos experimentais (A) e de culturas

de diferentes duraçõoes do grupos TM­1 (B), do Experi­

mento V. Para a comparação A: VeÇõP VTM­1/72"2Ô ;
VTM­0,5"Y2" Para a comparação B: VTM­1/727"YV35
VPTM­1/807"V4> ViM­1/88"V2" VTM­1/96"V1"

900,05) ,12,p Conclusao
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diferem entre si. Por outro lado, não hã diferença entre as cul

turas TM­1/72 e TM­1/80, nem entre as culturas TM­1/88 e TM­1/96,

porém esses dois conjuntos diferem entre si. Portanto, um acrês­
cimo de 16 horas ou, em algumas situações, de 8 horas, no perio

do de incubação correspondeua um aumento significativo na fre
quência de celulas de segunda e terceira gerações.

III.2. Micronucleos e aberrações cromossômicas

As frequências de núcleos com micronúcleos, nos gru

pos experimentais dos Experimentos IA, IB e II, e os valores do

teste t para comparação das frequências médias transformadas en

tre cada grupo tratado e seu controle, são apresentados na Tabe

la 10. O grupo TM­10 diferiu significativamente do controle, o
que não ocorreu com os demais grupos tratados (TM­20 e  TM­5).

Com exceção do Experimento IA, o controle sempre foi o grupo ex
perimental que apresentou a maior freqgUlência de nucleos com mi
cronúcleos.

Os micronúcleos geralmente associavam­se um a cada

núcleo principal (Figura 1.A), mas em vários casos haviam dois

micronúcieos associados a um único núcleo (Figura 1.B). Observou­

se também situações nas quais o micronúcleo ligava­se por uma

ponte de cromatina ao núcleo principal, às vezes bilobulado (Fi

gura 1.C.). Esses casos, de acordo com os critérios já referi

dos, não podiam ser considerados na análise.
Na Tabela 11 encontram­se as frequências de metãáfa

ses analisadas, de metáfases com anomalias estruturais e de me

tãfases com diferentes numeros de eventos anomalos, em cada gru
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po experimental dos Experimentos IA, IB e II. Constam, ainda,
dessa tabela, os valores do teste t para comparação de frequeên­

cias médias transformadas entre cada grupo tratado e o seu con

trole. Nenhuma diferença significativa foi detectada nessas com
paraçoões.

Em alguns grupos experimentais não se totalizou 50

metafases por ter ocorrido destruição do material, provavelmen­

te provocada pela interação entre o Oleo de imersão (Carl Zeiss)

e o xilol (Merck) utilizado na limpeza das lâminas. Essa situa
ção indesejavel foi contornada nas análises posteriores, pela

substituição do oleo de imersão por Nujol. (Schering).
As anomalias cromossômicas eram falhas ou quebras,

e . Ee .cromatidicas ou cromossomicas, sendo observado fragmento somen

te em uma metáfase do grupo TM­10, com cariótipo 46,XY,­C,+E,+ace.

Essa metáfase foi considerada como portadora de quebra cromossô

mica em Cq. Exemplos de diferentes tipos de anomalias observa

das encontram­se na Figura 2.

Na maior parte dos casos as metáfases com aberra

ções apresentavam um unico evento, em poucas células havendo

dois eventos anômalos. Em um grande número de metâáfases, os cro
mossomos apresentavam­se com um aspecto incomum, caracterizado

por uma acentuada contração cromossomica, que dificultava ou mes

mo impossibilitava a análise (Figura 3).

Na Tabela 12 são apresentadas, para cada grupo expe

rimental dos Experimentos IA, IB e II, as freqlências de quebras

e de falhas cromatidicas e cromossômicas. As quebras são mais

freqUuêntes que as falhas e, pelo pequeno número de eventos ob

servados, não se pode comparar as frequências de anomalias

matidicas e cromossômicas. Encontrou­se apenas uma quebra
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tromérica, e não foram observadas falhas centromêéricas.

Na Tabela13 mostram­se os grupos cromossomicos en
volvidos nas quebras e falhas e a sua localização em segmentos

que correspondem aproximadamente aos terços proximal, mediano e

distal, em cada grupo experimental dos Experimentos IA, IB e II,
e em conjuntos de grupos experimentais que apresentam analogia

(sem ou com tratamento). Essas freqtllências foram somadas em re

lação aos cromossomos grandes (grupos cromossomicos A e B) e pe

quenos' (grupos cromossomicos D, E e F). Não foram encontradas a
nomalias em cromossomos do grupo G e a quebra centromêérica ocor

reu em um cromossomo do grupo E. Os dados dessa tabela não fo

ram tratados estatisticamente porque o número reduzido de

eventos anômalos, mesmo com as somatorias efetuadas, torna pou

co confiáveis os resultados dos testes estatísticos. No entanto,

não hã sugestões de expressão preferencial de quebras em qual

quer cromossomo ouregião cromossomica.

Na Tabela 14 apresentam­se as frequencias de celu

las diplõides e aneuploides (hipo e hiperdiploides), os grupos

cromossomicos envolvidos nas aneuploidias, especificadas em hi

po e hiperdiploidias, e os valoresdo teste t para comparação
das frequências médias transformadas entre cada grupo tratado e

o seu controle, nos Experimentos IA, IB e II. Nenhum dos grupos

tratados diferiu do seu controle. Observou­se apenas uma celula

hiperdiploide, com um cromossomo extra do grupo C+X, em TM­10.
A hipotese de que a perda ou ganho de cromossomos nas aneuploi

dias ocorreu ao acaso não pode ser testada estatisticamente, de

vido ao número baixo de cêlulas aneuploides, mesmo somando­se

os grupos experimentais relacionados. Entretanto, não parece

haver envolvimento preferencial de cromossomos nas aneuploidias.
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Tabela 10. Frequências de núcleos com micronúcleos nos Ex
perimentos IA, IB e II e valores do teste t

(18 graus de liberdade) para comparação das fre

qUueências transformadas entre cada grupo trata­

do e seu controle. ns: P>0,05; *: P<0,05.

Experi
mento

G.E. Núcleos Núcleos com

analisados micronúcleos

Nº %

0,5

0,6

0,5

5
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FIGURA 1. Núcleo principal associado a um (A) ou dois micronú

cleos (B); núcleo bilobulado ligado a um — micronuúcleo
por uma ponte de cromatina (C).
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Tabela 11. Frequências de metáfases com anomalias estruturais

nos Experimentos IA, IB e II e valores do teste t

(18 graus de liberdade) para comparação de freqllen

cias medias transformadas entre cada grupo tratado

e o seu controle. t critico (0,05), 7872,10.

Metáfases Metãfases com dife
;

rentes números de
Anali Com ano

;
eventos anomalos

sadas malias

Nº
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FIGURA 2. Metáfases parciais mostrando. cromossomo do grupo D com
falha cromatidica (A), cromossomo do grupo C com que

bra cromatiídica (B), cromossomo do grupo D com quebra

cromossomica (C) e cromossomo do grupo E com quebra

centromérica (D).

EV
AVAVAY

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



FIGURA 3. Metafases dos grupos tratados com tintura de tuia, com aspecto incomum.

PV
AVAVAY

vAY

5 6 7 8 9 10 11 12 13 unesp 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29



Tabela 12. Freqtlências dos diferentes tipos de quebras e falhas nos

Experimentos IA, IB e II.

G.E. Total Quebras Falhas

Cromatí  Cromos­ Cromati  Cromos­
dicas somicas dicas somicças

Nº Ne
; Ne 8% Nº 3
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Tabela 13. Localização, em segmentos que compreendem aproximada

mente um terço do braço cromossomico, das anomaliasen

contradas nos Experimentos IA, IB e II e somatoriades
sas frequências em grupos relacionados. pr = terço

proximal; m = terço mediano; d = terço distal; Cc =

centromêérica.

G.E./Experimento Grupos cromossomicos
Cc+X D+ E+F

pr m d pr m d c

Co/IA

TM­20/IA

Co/IB

TM­10/1IB

Co/II

TM­ 5/11

Co/IA + /IB + /II

TM­20/IA + 10/IB + 5/11
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Tabela 14. Freqgilências de cêlulas diploides e aneuploides, valores do teste t (18 graus

de liberdade) para comparação das frequências médias transformadas de  cêlu
las aneuploides entre cada grupo tratado e seu controle, e grupos cromossomi

cos envolvidos nas aneuploidias, nos Experimentos IA, IB e IT. t crítico

(0,05), 187 251º.

Nº de metáfases Grupos cromossomicos

Cêlulas hipodiploides Celulas hiDiploides Aneuploides
hi

perdiploides
o o fo) 9

Í

Nº F) NºS o A C+X D E F G+Y Cc + x

45

43
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II1I1.3. Trocas entre cromatides­tirmãs

As frequências de TCI, excluídas as centromeêéricas,e

a média e os valores limites de TCI por celula, nos grupos expe

rimentais do Experimento V, são apresentados na Tabela 15. O nú
+ +mero medio de TCI variou de 30,25 = 4,78 (TM­1) a 32,95 ­ 4,94

(TM­0,5). Foram encontradas várias celulas com mais de 40 TCI,

uma das quais E apresentada na Figura 4. Na Tabela 15 apresen

tam­se também os valores do teste de Wilcoxon. (dados combinados)
para comparação das frequências de TCI por cêlula entre cada

tratamento e seu controle. Nenhuma diferença significativa foi

detectada em quaisquer dessas comparações.

Na Tabela 16 encontram­se as frequências de TCI com

putadas segundo três critérios: excluindo as trocas centromeri

cas (critério A)e incluindo­as, tendo a identificação sido fei
ta diretamente ao microscopio Optico (criterio B), ou sendo com

putadas as trocas pelas representações esquemáticas das metáfa

ses (critério C). Portanto, nesse último critério, além das tro

cas centroméricas reais, foram computadas também os dobramentos

cromatídicos que ocorriam ao nivel dos centrômeros.

Constam, ainda, da Tabela 16, os valores do teste

de Wilcoxon (dados combinados) para comparação das frequências

de TCI obtidas por esses diferentes criterios de análise em ca

da um dos grupos experimentais. Em todos os grupos tratados, os

resultados das analises pelos criterios B e C diferiram signifi

cativamente dos resultados da análise pelo criterio A. Por .ou

tro lado, em nenhum grupo os resultados das análises pelos cri

têérios B e C diferiram entre si.

Na Tabela 17 encontram­se as frequências de TCI por
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cromossomo ou grupo cromossômico e a média de TCI por celula e

por cromossomo, de cada grupo experimental. Essas distribuições

foram comparadas entre cada grupo tratado e seu controle pelo

teste de Wilcoxon (dados pareados), não tendo sido detectadas

diferenças significativas.

As distribuiçõesdas TCI por cromossomoou grupo

­ cromossoômico também foram comparadas com o esperado de . acordo
com o comprimento relativo dos .cromossomos (segundo LUBS e col.,

Conferência de Paris, 1971) e os valoresde qui­quadrado são
apresentados na Tabela 18. Os valores de qui­quadrado obtidos são maio
res que o critico nas comparações dos grupos tratados. Em geral,

os maiores desvios. ocorrem nos cromossomosdo grupo B, que têm

frequências de TCI maiores que as esperadas, e nos cromossomos

dos grupos E, F e G, que têm frequências menores que as espera
das.

As representações gráficas das frequências observa
das e esperadas de TCI por cromossomo ou grupo cromossômico en

contram­se na Figura 5. . Nessas representações pode­se verificar

que, geralmente, as frequências observadas são maiores que as

esperadas nos cromossomos grandes (grupos A, B e C) e menoresnos

cromossomos pequenos (grupos D, E, F e G).

As freqUências de TCI por segmentosque compreendem
aproximadamente um terçodo braço cromossomico, e os valores de

qui­quadradopara comparação das distribuições observadas e es
peradasde TCI por esses segmentos, são apresentados na Tabela

19. As distribuições das TCI por essas regiões diferiram signi
ficativamente.das esperadas casualmente, havendo uma incidência
maior de TCI no terço distal e menor no terço mediano, em todos.

os grupos experimentais.
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Tabela 15. Fregilência de trocas entre cromatides­irmãs (TCI), excluí
das as centromericas, em 20 metáfases de cada grupo expe­

rimental do Experimento V e valores do teste de Wilcoxon

(dados combinados) para comparação entre os grupos trata

dos e o respectivo controle (valor critico = 471).

Freqllência de TCI Teste de Wilcoxon

Por celula Valor Signifi
Ro + :

= calculado aânciaX & Ss Minima Maxima e

32,20 . 8,13 21 45

30,25 4,78 17

32,95 4,94 25
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FIGURA 4. Metafase de segunda divisão celular apresentando 43 TCI.
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Tabela 16. Freqlência total de TCI em 20 metáfases de cada grupo experimental do Experi

mento V, excluindo (A) e incluindo as trocas centroméricas computadas direta

mente ao microscópio Optico (B) ou a partir das representações esquemáticas

das metãfases (C),e valores do teste de Wilcoxon (dados combinados) para com
paração entre os resultados obtidos pelos diferentes critérios de cada grupo

experimental. ns: P>0,05; *: WP<0,05; Valor crítico = 471.

Número de TCI Comparação entre diferentes critérios pelo teste de. Wilcoxon

Criterios pa A XB AXC BXC

ra analise
Valor Signifi Valor Signifi Valor Signifi

A B calculado cância calculado caância calculado  cância

644 696 706 449 419

605 667 702 485 —A458

659 718 732 473 423
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abela 17. Frequências de TCI por cromossomo ou grupo cromossômico, em 20 metáfases de cada grupo experimental do Expe
rimento V, e valores do teste de Wilcoxon (dados pareados) para comparação das distribuições entre cada gru
po tratado e o controle. ns: P>0,05.

Cromossomos ou grupos cromossômicos Teste de Wilcoxon

Valor Valor SignifiB Cc+X D 16 17+18 calculado crítico cância

Nº 62 56 84 237 61 26 33

X/célula 3,10 2,80 4,20 11,85 3,05 1,30 1,65Ss 1,68 1,67 3,99 2,04 1,13 0,99
X/ cromossomo — 1,55 1,40 0,79 0,51 0,65 0,41Ss 1,26 1,17 0,86 0,67 0,83 0,59

­1l Nº 54 56 230 58 12 27
X/cêlula 2,70 2,80 11,50 2,90 0,60 1,35
Ss. 1,72 1,61 3,50 1,65 0,82 0,81
X /cromos somo 1,55 1,40 0,77 0,48 0,30 0,34
E) 1,17 1,10 0,86 0,66 0,61 0,55

­0,5Nº 57 56 235 56 12 42
X/cêlula 2,85 2,80 11,75 2,80 0,60 2,10Ss 1,46 1,51 3,71 1,54 0,82 1,74
X/cromossomo 1,42 1,40 0,78 0,47 0,30 0,52Ss 1,34 1519 0786 0:61 0,52 0,73
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Tabela 18. Valores de qui­quadrado (9 graus de liberdade) para comparação das distribulil­

ções de TCI em relação ao tamanho relativo dos cromossomos metafaásicos, no Ex

perimento V. O = Observada; E = esperada; ns: P>0,05; *:P<0,05.

Distri Cromossomos ou grupos cromossomicos Signifi­
cânciabuição 3 B CX D 16 17:18 F G+Y Total

43 84 237 61 26 33 20 22 644

42 77 235 67 21 38 33 31 644
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FIGURA 5. Frequências observadas (mB) e esperadas (()) de TCI por cromosso

mo ou grupo cromossômico dos grupos experimentais controle (D,
TM­1 (ID e TM­0,5 (IID), no Experimento V. Abscissa: cromossomo
ou grupo cromossômico; ordenada: frequência de TCI.
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Tabela 19. Distribuição de TCI por terço proximal, mediano ou distal do

braço cromossômico, no Experimento V, e valores de qui­quadra

do (2 graus de liberdade) para comparação com as frequências

casualmente esperadas. *: P<0,05.

Total . Região do braço cromossomico
de TCI Proximal Mediana . Distal

Nº $ Nº % Nº %

210 32,6. 184 250 38,8

178 29,4 176 251 41,5

209 31,7 184 266 40,4
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IV. DISCUSSÃO

IV.1. Prolíiferação celular

A tintura de tuia em concentração igual ou superior

a 5 ul/ml (TM­5, TM10e IM­20) provocou uma redução drástica no
indice mitoótico (IM).

A redução do IM pode representar o bloqueio comple­

to da divisão de um certo número de celulas, embora outras pos

sam não ser afetadas e se dividir normalmente, ou decorrer de

um atraso da resposta celular ao estimulo mitogenico da fito­he

maglutinina. Além disso, pode refletir um aumento na duração do

ciclo celular em consequência da interferência de algum agente

sobre um dos processos metabólicos inerentes à divisão celular

como, por exemplo, a sintese de DNA.

Se os compostos presentes na tintura de tuia agissem
atrasando a resposta celular ou prolongando a duração do ciclo,

esperar­se­ia encontrar, ao aumentar o período de incubação das

culturas tratadas, um número maior de celulas em divisão. Tal
situação não foi observada quando a duração das culturas foi

aumentada por 1 ou 2 horas, no Experimento IV, e por 8, 16 e 24

horas, no grupo TM­1 do Experimento V, ou seja, não houve aumen

to do IM em correspondência ao aumento da duração da cultura.Ão
contrário, de maneira geral, observou­se uma ligeira diminuição

do IM com um pequeno aumento no periodo de incubação (Experimen

to IV) e uma acentuada redução com incubações por periodos bem

maiores (Experimento V).

Esses resultados concordam com os encontrados por

CROSSEN & MORGAN (1977), que analisando culturas de linfócitos
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com 48, 72 e 96 horas de duração, estimuladas por fito­hemaglu­

tinina e com adição de 5­BrdU, observaramuma relação inversa en

tre o IMe a duração da cultura e sugeriram que a diminuição do

IM seria devido à incorporação continua de 5­BrdU, que estaria

desempenhando um efeito tóxico. A presença da tintura de tuia

nas culturas poderia, também, produzir um efeito citotoóxico que
se associaria à diminuição dos nutrientes disponiveis e ao acú

mulo de excretos ao longo do desenvolvimento da cultura, contri

buindo para a redução do IM.

Um aspecto interessante a ressaltar é que O grupo

controle do Experimento IV apresentou um IM menor que o do gru
po TM­5. Esse achado pode sugerir que em culturas com celulas

que tenham sido pouco sensiveis ao estímulo mitogênico, por

efeito da tuia, por exemplo, as celulas que se desdiferenciaram

passaram por um processo seletivo. Isso. poderia levar a um indi

ce mitotico mais elevado, em relação às culturas sensíveis ao

estimulo mitogênico, quandose consideram na análise apenas os
linfobiastos.

As variações observadas entre os controles quantoao

indice mitoótico de culturasde 72 horas são plenamente justifi­
cáveis. Uma das causas mais prováveis é que os linfócitos huma

nos cultivados tn vitro podem demorar, apos o estimulo da fito

hemaglutinina, de 24 a 48 horas para iniciar a sintese de DNA

e, independente do tempo gasto entre o estimulo e a resposta ce
lular, a duração do ciclo pode variar de 12 a 48 horas (CROSSEN

& MORGAN, 1977, 1979). Em consequência, quando se padroniza o
tempo de cultivo, pode­se encontrar situações muito variadas

por ocasião da interrupção das culturas de diferentes indivíduos.

Por outro lado, culturas celulares de um mesmo individuo, reali­
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zadas em ocasiões diferentes, também podem diferir quanto ao

IM, tal como ocorreu para o doador I. Isso. pode ser conseqtlência

de outros fatores como, por exemplo, estímulos antigênicos for
necidos por componentes do soro utilizado para suplementação do
meio de cultura basal.

O efeito cicloativo da tinturade tuia foi confirma
do pelos resultados da investigação da frequência de celulas

em primeira, segunda e terceira divisões em culturas. De fato,
não foram observadas celulas de segundo ou terceiro ciclos nos

grupos TM­20, TM­10 e TM­5, e o grupo TM­1, em culturas de 72

horas, apresentou uma freqillência de metaáfases de segunda divi
são muito menor que a do controle e nenhuma de terceira divisão

em 800 analisadas. Essa diferença tambem foi observada entre as

culturas do grupo TM­1 com 80, 88 e 96 horas de duração (1,0,

2,8, e 4,8% de células em segunda ou terceira divisões, rTespec
tivamente) e as culturas de 72 horas do controle (57%), indican
do uma drástica alteração do ciclo celular nesse tratamento.

As culturas de 72 horas do grupo TM­1 apresentaram o

maior Indice mitótico e quase a totalidade das células estavam

em primeira divisão. No controle do Experimento V, assim — como
nos controles dos demais experimentos, as frequências de metã£a
ses de primeira divisão variaram de 35% a 58%, as de segunda di
visão de 41% a 61% e as de terceira divisão,de 1% a 10%. Tais
resultados assemelham­seaos referidos por outros autores em cul

 turas de linfócitos de indivíduos normais estimuladas por fito­

hemaglutinina (CROSSEN.& MORGAN, 1977; GIULOTTO e col., 1980).

Nas culturas de 80 e 88 horas do Experimento V, tan
to o IM comoà proporção de metáfases de segunda divisão são
baixas. As culturas de 96 horas têm IM maior que essas duas an

ATA
AVAVAY

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



teriores, mas so 5% de suas metáfases são de segunda ou tercei

ra divisão, de modo que parece haver uma subpopulação de linfo

citos com resposta tardia ao estímulo mitogênico ou com acentua

do aumento na duração do ciclo celular. CROSSEN & MORGAN (1977)

e GIULOTTO e col. (1980) encontraram, em linfócitos cultivados

por 4 dias, cerca de 40% de metáfases de segunda divisão e

de terceira divisão ou etapas posteriores, o que reforça a hipo
tese de que a tuia tenha sido responsavel pela significativa re

dução determinada.

De modo geral, a análise da freqtlência de célulasde
diferentes gerações foi tão sensível quanto a avaliação do indi

ce mitótico na detecção de efeitos cicloativospela tintura de
tuia. Entretanto, a utilização exclusiva da proporção de celulas
de diferentes gerações para a avaliação da ação de agentes qui

micos sobre o Indice de multiplicação celular não E recomenda

vel, desde que há possibilidade de modificação de efeitos por

associação do composto testado com a 5­BrdU, o que poderia indu

zir resultados falso­positivos ou falso­negativos.
Um aspecto que demanda maiores investigações e fo

referente à identificação dos compostos que sejam responsáveis

pela ação cicloativa da tintura de tuia nos linfocitos dos indi

viduos estudados neste trabalho. Alguns acidos graxos presentes

nessa tintura já foram referidos como compostos citotóxicos, co

mo os ácidos palmítico e esteárico, que reduziram a viabilidade
de cêlulas endoteliais e do músculo cardíaco de rato em culturas

(WENZEL & HALE, 1978a) e esse último sendo também — reconhecido
como inibidor da proliferação de linfócitos T de camundongos

(BUTTKE & CUCHENS, 1984). Entretanto, outros ácidos graxos, co

mos osácidos câprico, lâurico e mirístico (WENZEL & HALE, 1978a)
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e o ácido olêico (WENZEL & HALE, 1978b), não apresentaram tais
efeitos. Não se obteve informaçoes sobre aatividade cicloativa

dos demais compostos encontrados na tintura de tuia.

IV.2. Aberrações cromossômicas

O teste de micronúcleos, nas condições experimen

tais em que foi empregado, não foi sensível para detectar a in
dução de aberrações cromossômicas. Inclusive, o grupo experimen

tal TM­10 apresentouuma frequência de micronúcleos significati
vamente diferente, e menor, que a encontrada no controle.

Varios fatores podem ter contribuído para tais re

sul tados. Segundo HEDDLE e col. (1984), a frequência de micronu
cleos em uma população de células, em determinado momento apos

o tratamento com um agente clastogênico, depende de vários fato
res, como à taxa de divisão celular, a variação na freqlência de

fragmentos acêntricos ao longo do tempo, a fração desses frag

mentos que originam micronúcleos e a pressão de seleção contra

cêlulas com micronúcleos. Sendo os micronúcleos mantidos nas ge

rações celulares, as celulas de segunda geração ou gerações pos

teriores devem apresentar mais micronúcleos, acumulados no trans

correr das divisões celulares, que as cêlulas de primeira gera

ção. De fato, LASNE e col. (1984) encontraram uma incidência

muito maior de micronúcleos em células que haviam se dividido
duas ou mais vezes, em relação as que se dividiram apenas uma

vez, em culturas celulares com incorporação de 5­BrdUe tratadas
com agentes mutagênicos. Por isso, considerando­se o baixo indi

ce mitótico da maioria dos grupos tratados e a proporção eleva
da de metáfases de primeira divisão apos tratamento, mesmo nas
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culturas incubadas por mais do que 72 horas, pode­se justificar

os resultados do teste de micronúcleos.

Tais considerações também podem esclarecer a inci
dência maior de micronúcleos no controle que no grupo TM­10,

pois enquanto.o primeiro tem um grande número de metáfases de
segunda divisão, no último as metáfases encontradas são de pri

meira divisão. No caso, esperar­se­ia que, se as células tives

sem entrado em novo ciclo mitótico, fosse observada uma frequên

cia de micronúcleos semelhante à do controle. Esse achado de
monstra que o teste de micronúcleos, apesar da fácil execução e

eficiência comprovada em muitas situações, deve ser utilizado

em associação com outros testes para a avaliação clastogênica,a

fim de se evitar resultados falso­negativos.

Os grupos experimentais tratados com a tintura de

tuia apresentaram grande proporção de metáfases com cromossomos

muito contraidos. Uma hipotese que pode ser formulada na tenta­

tiva de interpretação desses resultados, dada a semelhança da

morfologia dos cromossomos observada neste trabalho com a encon

trada em celulas submetidas à colquicina por um tempo prolonga­

do e a ocorrência quase que exclusiva de metáfases de primeira

divisão celular nos grupos tratados, é a de que compostos presen

tes na tintura de tuia também atuariam por um mecanismo de ação
semelhante ao da colquicina.

A colquicina interrompe a divisão celular por asso

ciar­se fortemente, pelo anel tropolona de sua molêcula, aos di

merosde tubulina (METZLER, 1977; ALBERTS e col., 1983). Desse
modo, não se processa a formação de microtúbulos devido à impos

sibilidade desses dimeros se polimerizarem. Em conseqtiência, o
fuso mitotico, que é constituído “de microtúbulos, não se forma
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e a divisão celulár permanece bloqueada em metáfase. Além dis

so, a colquicinaê capaz de condensar as fibras cromatidicas,au
mentando seu diâmetro em atê 22% apos exposição por algumas ho
ras (GILLY e col., 1976).

A hipotese referidaé reforçada pelo fato da molécu
la de colquicina assemelhar­se às tuiaplicinas presentes nas fo
lhas de Thuya occidentalis, quanto.à sua estrutura  cicloepta­

trielonona ('"tropolona'!)  (DEWAR, 1945, conforme — ERDTIMAN &

GRIPENBERG, 1948)... Portanto, seria muito interessanteo emprego
de tuiaplicinas isoladas,nas mesmas condições em que a colqui
cina é utilizada em culturas celulares, para a obtenção de in
formações que confirmem ou não tal hipótese.

No experimento IA.o grupo tratado com.a tinturade tuia

(TM­20) não diferiudo controle. Entretanto, a frequência de me
tãfases com aberrações cromossômicas nesse controle é inespera

damente alta. As freqgilênciasde celulas anomalas em culturas de
linfocitos de indivíduos normais variam de 0,36 a 5% (ZAVALA e

col., 1979; PATHAK e col., 1982; GUNDY & VARGA, 1983). As fre

qUências observadas nos controles.dos Experimentos.IB (4,1%) e
II (4%) estãode acordo com os dados acima referidos;* todavia,

à do controle do Experimento IA é bem maior, .correspondendo apro
ximadamente ao dobro das frequencias consideradas como esponta

neas. Essa. situação. indesejável pode ter sido conseqilência de
artefatos técnicos, como à presença de resíduos de detergente

nos frascosou de contaminação biologica nas culturas."
Os demais grupos tratados (TM­10 e TM­5) também não

diferiram do controle, indicando que a tintura de tuia não exer

ce atividade clastogênica em tais concentrações.

Neste trabalho, as quebras são mais freqlentes que
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as falhas, em todos os. grupos experimentais. A proporção de fa
lhas e quebras espontâneas encontradas na literatura é variável,
ora as quebras sendo.mais frequentes, ora ocorrendo a situação

inversa. Os próprios critérios de análise dessas anomalias cro
mossomicas parecem contribuir para tal variação..A definição de
falha, como uma descontinuidade que não ultrapassa a largura da
cromátide, e arbitrária e deve reunir eventos distintos, como a
extração das proteinas que se associam ao DNA sem afetaá­lo, ou
quebras verdadeiras, incluindo o rompimento da molécula de DNA.

Segundo SATYA­PRAKASH e col. (1981), hã pouca concordância en
tre citogeneticistasna distinção entre quebras e falhas, a me
nos que as lesões sejam tão obvias que dispensem um julgamento
subjetivo..Alêm disso, a grande maioria das falhas analisadas

com a têcnica de coloração pela: prata compreende descontinuida
des da estrutura central dacromátide.Por isso, não hã dúvidas
dequeas falhas devem. ser computadasna avaliação da clastoge­
nicidade.

Todavia,não é fãcil explicar porque alguns agentes
induzem.mais falhas que quebras, enquanto outros agem de manei
ra inversa. RICHARDSON e col. (1984), por exemplo, encontraram

uma frequência de falhas maior que a de quebras, em uma análise
de cerca de. 10.000 linfócitos humanos do grupo experimental não
tratado. Esses autores observaram que em culturas tratadas com

algumas substâncias químicas (solução salina e  dimetilsulfóxi
do, DMSO, com ou.sem ativação metabólica, e etanol. ativado) apa
reciam.mais. falhas que quebras,.oque também ocorria no contro
le; porêm, outras substâncias (etanole mitomicinanão ativados
e ciclofosfamida ativada) induziam mais quebras que falhas.

Em outros estudos. para avaliação do efeito clastogê
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nico de drogas encontraram­se nos controles frequências de que
bras maiores (FROES, 1985), iguais (VICENTINI, 1984) ou menores

(YODER e col., 1973; SINHA e col., 1984) que as de falhas. Em

celulas tratadas com diferentes frações do extrato de avelos

(Euphorbia tirucalli), FROES (1985) referiu incidência maior de

quebras, similarmente ao controle, entretanto, VICENTINI (1984)

observou frequência maior de falhas entre as anomalias induzi
das pelo extrato de sementes de barbatimão ( Stryphnodendron

obovatum), divergindo do controle.

Pode­se supor, com base nessas informações, que in

dependente da proporção de quebras e falhas encontrada nas ano

malias cromossômicas estruturais que ocorrem espontaneamente, a

situação pode ser invertida quandoum agente quimico adicionado
à cultura induz preferencialmente aberrrações do tipo menos fre
qUlentemente observado entre as aberrações espontâneas.

Neste trabalho, a proporção de eventos cromatíidicos

e cromossômicosfoi muito variavel entre os diferentes grupos
experimentais (Tabela 12). Nos controles dos Experimentos IA e

II as frequências se equivaleram, nos grupos controle e TM­10,

do Experimento IB, os eventos cromossoômicos.foram mais frequUen
tes e nos grupos TM­20 e TM­5 ocorreu o inverso. No entanto, as

frequências com que tais eventos aparecem são muito pequenas pa
ra que sejam tiradas conclusões a este respeito. Das anomalias

cromossomicas espontâneas, observadas em estudos — populacionais
ou em controles de experimentos para avaliação de atividade mu
tagênica, os eventos do tipo cromatidico são mais frequentes

(PILINSKAYA, 1971; YODER e col., 1973; BIANCHI e col.,1974; VAN

BAO e col., 1974; KECK & EMERIT, 1979; MATTEI e col., 1979; MEY
"

NE e col., 1979; BOHLKE e col., 1983; SINHA e col., 1984), fo)
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mesmo acontecendo em relação aos eventos induzidos por substan

cias quimicas (PILINSKAYA, 1971; YODER e col., 1973; GEBHART,
1974; VAN BÃO e col., 1974; TAMURA e col., 1974; RABELLO e col.,

1975; JAMEELA e col., 1979; KECK & EMERIT, 1979; MEYNE e col.,

1979; BOHLKE e col., 1983; SINHA e col., 1984).
Neste trabalho não foi possível analisar a | distri

buição intercromossômica das anomalias, devido ao número reduzi

do de eventos por grupo cromossômico. No entanto, já foram ob

servadas distribuições não casuais tantode anomalias estrutu
rais espontaneas (AYRAUD e col., 1976; MATTEI e col., 1979;

BARNABEI e col., 1982) como induzidas. Nesses casos, os even

tos preferenciais parecem variar em função do agente indutor.

Por exemplo, as anomalias induzidas por raios X afetam preferen

cialmente os cromossomos 9, 21 e 22 (SEABRIGHT, 1973), enquanto

os cromossomos 1, 2, 3, 5 e 7 mostram uma maior susceptibilida

de à ação de arabinosil citosina, ara­C (AYRAUD e col., 1976).
A distribuição intracromossomica de anomalias tam

bem é variável. MEYNE e col. (1979) investigaram a ação de di
cloreto de diamino­platina II (PDD), ara­C e trietilenomelanina

(TEM) e observaram que as bandas podem ser: afetadas preferen­

cialmente pelos três agentes, como a banda 9q12, que correspon

de a uma região de constrição secundária; não afetadas por qual
quer dos agentes; afetadas conforme o casualmente esperado; Ou

afetadas especificamente por um dos agentes. Segundo FUNES­CRA

VIOTO e col. (1974), as propriedades especificas do agente muta

gênico, o estado fisiológico das celulas no momento.da exposi

ção ao agente e as propriedades biologicas do sistema de teste

utilizado são .responsáveis pelas diferenças nos padrões de dis
tribuição das anomalias estruturais induzidas. Entretanto,as re
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giões de constrição secundária são preferencialmente afetadas

por grande parte dos agentes clastogênicos, evidenciando que a

heterocromatinaé mais susceptivel à danos que a eucromatina
(FUNES­CRAVIOTO e col., 1974; MEYNE e col., 1979; SCHUBERT &

RIEGER, 1981).

Os grupos tratadosnão diferiram dos controles em

relação à frequência de células aneuplóides. Além disso, a hipo

tese de que a perda ou ganho de cromossomos nas aneuploidias o

correu por acaso também não pôde ser testada, devido ao pequeno

número de células anomalas. Entretanto, em um estudo desenvolvido

por WENGER e col. (1984), sobre perdas e ganhos cromossoômicosem
celulas cultivadas de 1.500 pacientes jovens, foi verificadoque

o ganho cromossômicoé casual e não está relacionado com o tama
nho do cromossomo, com exceção do cromossomo X, do qual o ganho

e maior que o esperado. Por sua vez, a perda cromossômica estã

altamente correlacionada com o tamanho do cromossomo, sendo os

menores mais freqillentemente perdidos.

IV.3. Trocas entre cromatides­irmas

Conforme járeferido, as concentrações da tinturade

tuia superiores a 1 ul/ml perturbaram drasticamente a prolifera

ção celular, impedindo as células de atingirem a segunda metãfa
se in vitro, o que É imprescindível para a analise de TCI. Nas

culturas tratadas com concentrações de 1 e 0,5 ul/mlda tintura

(TM­1 e TM­0,5), essa análise pôde ser feita e não houve altera
ção nos valores mêdios de TCI por ceêlula, em relação ao contro
le.
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Uma observação interessante ê a elevada frequência

de TCI por cêlula do controle do Experimento V. As frequências
medias de TCI por célula variam amplamente entre diferentes in
diviíduos. Os valores extremos referidos por MORGAN & CROSSEN
(1977b) são 4,1 e 27,3 TCI/celula; todavia, o valor mais eleva­

do foiencontrado em culturas tratadas com concentrações muito

altas de 5­BrdU (200 ug/ml, DUTRILLAUX e col., 1974).

As variações nas frequências de TCI podem ser devi
das a diferenças individuais em relação à linha basal de ITCI,em

resposta à 5­BrdU (EVANS, 1977; MAZRIMAS & STETKA, 1978; LAMBERTI
e col., 1983), em resposta aos agentes que lesam o DNA ou à sua associa

ção com a 5­BrdU (CROSSEN, 1982a). No entanto, a diversidade de

resultados constantesda literatura não deve ser atribuída so
mente à variação individual. Outros fatores interferentes são ,

segundo CROSSEN (1982b), as diferenças na resolução apresenta

das pelas várias tecnicas de coloração diferencial de cromáti­

des­irmãs, os critérios de análise empregados, o tipo de meio

de cultura utilizado, a ocorrência de infecções virais ou vaci
nas e o efeito do tabagismo oudrogas terapêuticas. Citam­se

ainda o .número de flashes de luz a que as celulas são expostas
durante o cultivo (IKUSHIMA & WOLFF, 1974), a variação da tempe

ratura do meio onde as celulas se encontram (PANDITA, 1983), a

linhagem celular considerada (BECHER e col., 1979; LINDBLAD &

LAMBERT, 1981), o tipo de soro adicionado ao meio. de cul tura
(GOSH & NAND, 1979), a natureza do experimento, 2én vivo OU in

vitro (KRAM.e col., 1979) e o tipo de agente mitogênico utiliza

do (DEKNUDT & KAMRA, 1983).

A contribuição das TCI centroméricas para a

quência total de TCI em cada celula não foi considerada
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tante em cêlulas de segunda divisão (GALLOWAY & EVANS, 1975;

SMYTH & EVANS, 1976). Essa conclusão, no entanto, pode ser con

sequência dos critérios utilizados na análise, pois, em celulas
de terceira divisão, nas quais podem ser identificadas com se

gurança as TCI centroméricas ocorridas na segunda divisão, TICE

e col. (1975) observaram que essas contribuem com 18% do total

de TCI.

Nesse projeto, as TCI centroméricas, computadas

microscopio Optico ou pelas representações esquemáticas das

tafases, alteraram de modo significativo a freqtllência total

TCI. Entretanto, os resultados das análises pelos critérios

(diretamente ao microscópio Optico) e C (pelas representações es
quemâáticas) não diferiram entre si, indicandoque a inclusão dos
dobramentos pericentromêéricos entre as TCI centromericas verda

deiras não apresenta outros inconvenientes, senão o de superes

timar a frequencia real de TCI. No entanto, considerando que

mesmo ao microscópio Optico é difícil distinguir inequivocamen

te as TCI centroméricas dos dobramentos pericentromêricos, em

celulas de segunda geração, excluiram­se as TCI centromeéricasna
comparação dos resultados dos diferentes grupos experimentais.

O padrão de distribuição das TCI espontâneas pelos

cromossomos humanos é um aspecto ainda controvertido. Alguns

pesquisadores observaram uma distribuição casual em relação ao

comprimento cromossomico (DUTRILLAUX e col., 1974; IKUSHIMA &

WOLFF, 1974; SMYTH & EVANS, 1976; HOO E PARSLOW, 1979), enquanto

outros encontraram uma incidência de TCI maior que a esperada

nos cromossomos maiores, principalmente os do grupo cromossomi

co B, e menor nos pequenos cromossomos dos grupos E, F e G, in

cluindo.o Y (LATT, 1974a; MORGAN & CROSSEN, 1977a; MUTCHINICK e

EX
AVAVAY

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



col., 1979; GRANATA e col., 1981; NEWMAN e col., 1982; MCNALLY

& RAY, 1983). Não hã concordância, também, em relação à distri

buição das TCI induzidas, que ora são casuais (LATT, 1974b;

LAMBERT e col., 1976), ora não casuais (IKUSHIMA & WOLFF, 1974;
NEWMAN e col., 1982; MCNALLY & RAY, 1983; FROES, 1985).

Neste trabalho a distribuição de TCI espontânea po­

de ser considerada casual, embora os cromossomos dos grupos F e

G tenham apresentado uma baixa frequência de TCI. Por outro 1a

do, nos grupos experimentais tratados com a tuia, a distribui

ção de TCI diferiu do esperado, em consequência da alta incidén

cia no grupo cromossômico B e da freqUência reduzida nos cromos

somos dos grupos E, F e G+Y.

O número elevado de TCI em cromossomos do grupo B

tem sido relacionado a uma susceptibilidade preferencial à ação

da 5­BrdU (MORGAN & CROSSEN, 1977a) e a escassez de TCI em cro

mossomos pequenos à freqtllência relativamente baixa de TCI na re

gião pericentromêrica, que constitui uma grande parte desses

cromossomos (LATT, 1974a).

Os padrões de distribuição intracromossomica de TCI,

encontrados na literatura, tambem são conflitantes. SCHUBERT &

RIEGER (1981) reviram inúmeros trabalhos de distribuição intra

cromossômica das TCI espontâneas, induzidas ou que ocorrem "es
pontaneamente" em sindromes de instabilidade cromossômica e

concluíram que, ao contrário do observado para as aberrações

cromossômicas, não hã localização preferencial desse fenômeno ao
nivel de heterocromatina ou ela é muito menos pronunciada.

Os cromossomos analisados neste trabalho não foram

submetidos a têcnicas de bandamento que possibilitassem a inves

tigação da distribuição de TCI nas regiões de eucromatina
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terocromatina. Entretanto, a analise da distribuição de TCI por

segmentos correspondentes a aproximadamente um terço do braço

cromossomico permitiu a verificação de que em todos os grupos

experimentais, o terço cromossoômico distal apresentou uma fre

qllência maior de TCI. Além disso, a frequência de TCI no terço

mediano foi menor que no terço proximal. Tais resultados discor

dam dos observados por GALLOWAY & EVANS (1975), que encontraram
maior frequência de TCI geralmente nas regiões medianas dos bra

ços cromossomicos, e por GRANATA e col. (1981), que também ob
=servaram uma frequência maior de TCI na região mediana, mas sO

analisaram os cromossomos 1 e 2.
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V. RESUMO E CONCLUSÕES

A tintura de tuia (Thuya ocecidentalis) E um produto

natural que vem sendo muito utilizado, tanto popularmente como

em medicina homeopática ou veterinária, na terapia de excrescên

cias esponjosas, condilomas, polipos everrugas. Tais aplicações

sugerem fortemente que ela contenha compostos que exerçam uma

atividade citotoxica. O objetivo deste estudo foi investigar os

efeitos da tintura de tuia sobre o ciclo celular e sobre os cro

mossomos, avaliados no processo de divisão de linfocitos huma
nos cultivados tn vitro, em relação à resposta ao estimulo mito

gênico da fito­hemaglutinina, à indução de anomalias cromossômi
cas e de trocas entre cromátides­irmãs.

A tintura de tuia (TM) foi testada em cinco concen

trações finais: 20 (TM­20), 10 (TM­10), 5 (TM­5), 1 (TM­1) e

D,5 ul/ml (TM­0,5). Culturas celulares não tratadas com a tintu

ra de tuia foram utilizadas como controle (Co).

Todos os grupos tratados apresentaram efeitos ci

cloativos, quer reduzindo o Índice mitótico, quer retendo uma par
te significativa das celulas cultivadas no seu primeiro ciclo

de divisão.

Houve diminuição na frequência de micronúcleos
tratamento TM­10. Isso provavelmente ocorreu devido à ação

cloativa sobreos linfócitos em cultura, que impedia que as
lulas atingissem o segundo ciclo ou ciclos subsequentes de divi

são e, conseqgllentemente, que as anomalias estruturais instaveis

dessem origem aos micronúcleos. Nos demais tratamentos (TM­20 e

TM­5) não houve alteraçãoda frequência de núcleos com micronu
cleos em relação à do controle.
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Os grupos tratados não diferiram significativamente

dos controles em relação às freqilências de células con — aberra
ções cromossômicas estruturais ou numéricas, não ficando eviden

ciado à manifestação de um efeito clastogênico pelo composto.

“ Todavia, nas culturas tratadas observou­se uma contração cromos

somica intensa. As anomalias estruturais detectadas foram que

bras e falhas, dos tipos cromatídico e cromossômico. As quebras

foram mais freqllentes que as falhas; contudo, a proporção de

. eventos cromossômicos e cromatidicos foi variável.

Os estudo de trocas entre cromatides­irmãs (TCI) so

mente foi possivel nos grupos experimentais TM­1 e TM­0,5, os U
nicos a apresentarem ceêlulas em segunda divisão adequadas para

a analise, sendo que em nenhum deles a frequência celular de

TCI diferiu do controle. Nesses grupos, as frequências de TCI

por cromossomo ou grupo cromossômico diferiram das esperadas
com base no tamanho dos cromossomos, principalmente devido a um

aumento na frequência de TCI nos cromossomos do grupo B e uma

diminuição nos cromossomos dos grupos E, F e G.

Os resultados sugerem que na tintura de tuia encon­

tram­se compostos que, mesmo em concentrações muito baixas, têm

efeitos cicloativos. Contudo, em ensaios com concentrações maio

res, ainda não se detectou lesões ao nivel cromossômico, o que

possibilita especulações no sentido de que a citotoxicidade não

se manifesta por interações dos compostos com o DNA, ou que ha

ja indução de alterações nesta molécula que inviabilizem a so

brevivência celular ou o inicio do processode divisão celular,
impedindo a expressão dos efeitos clastogênicos.
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VI. SUMMARY

Thuja tincture (Thuya oceidentalis) is a natural

product with popular, veterinary and homoeopathic applications

in the treatment of spongy excrescences, condylomas, polyps and

warts. Such uses strongly suggest that this tincture contains

compounds which exercise a cytotoxic activity. The objective of

this study was to investigate the effectsof thuja tincture on

the cell cycle and on chromosomes. This was done by evaluating

the division process in human lymphocytes cultivated t£4 vitro,

in relation to the reaction to the mitogenic stimlus of the

phytohemagglutinin, the induction of chromosome anomalies and

sister chromatid. exchanges.

The cell cultures were exposed to five TM dosages:

20 (TM­20), 10 (TM­10), 5 (TM­5), 1 (TM­1) and 0.5 pl/ml — (TM­
0.5). Cell cultures without treatment were used as controls (Co).

All experimental groups showed an effect on the cell
cycle expressed by decreased mitotic index and blockage of a

significant fraction of the cultured cells in their first

division cycle.

There was a decreased frequency of micronuclei in

treatment. TM­10. This probably was due to the cycloactive effect

on the cultured lymphocytes which prevented the cells from reaching

the second or subsequent division cycles and, consequently, also

prevented the.unstable structural anomalies from giving origen
to micronuclei. In the other treatments (TM­20 and TM­5) there

was no alteration in the frequency of nuclei with micronuclei, as

compared to the control.
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The treated groups did not differ significantly from

the controls as to frequency of cells with structural or numerical.

chromosome aberrations, no evidence of a clastogenic effect being

detected. However, in the treated cultures a marked chromosome

contraction was observed. The detected structural anomalies were

breaks and gaps, of either the chromatid or chromosome types.

Breaks were more frequent than gaps; however,the proportion of
the chromatid and chromosome events was variable.

Sister chromatid exchange (SCE) frequencies were

analyzed in the TM­1 and TM­0.5 experimental groups, the only

ones with second cycle cells. None of these differed from their

controls in the cellular frequency of SCE. The SCE frequency per

chromosome group in all analyzed experimental groups differed
from the expected on the basis of relative mitotic chromosome

lenght. This difference in mainly due to an increased frequency

of SCE in the B chromosome group and a decreased frequency in the

E, F and G chromosome groups.

The results suggest that there are some compoundsin
thuja tincture with cytotoxic effects, even in very low dosages.

However, chromosome aberrations were not observed with higher

concentrations. This permits speculations to the effect that the

cyclotoxicity is not manifested in consequence of an interaction
of these compounds with DNA, or that there occurs alterations in

this molecule which prevent the survival of the cell or the
initiation of the division process, thereby blocking the

expressionof the clastogenic effects.
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