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1. INTRODUCXO
I.1. O KCIDO RETINGSICO
1.1.1. CARACTERIZACXO E EFEITOS A NfVEL DA DIFERENCIACXO CELULAR

ESTRUTURA QUIMICA .

0 4dcido retindico & um produto normalmente obtido &
partir do metabolismo humano da vitamina A:

A vitamina A exerce um papel essencial na fung@o da re-
tina, sendo importante para o crescimento e diferenciag3o do tectdo
epitelial e necessaria para o crescimento dbs ossos, para a reproducgdo
e para o desenvolvimento embriondrio. Além disso, possui também um
efeito estabilizador sobre as varias membranas, atuando de modo a re-
gular a sua permeabilidade (Mandel e Cohn, 1383).

Segundo revis3o realizada por Mandel e Cohn, 1983, a
vitamina A ocorre numa variedade de formas e o termo é frequentemente
utilizado para representar os seus diversos compostos:

Retinol a™=Retinal ——wKcido retindico (Figura 1)

Em todos, trés partes distintas podem ser identificadas
na sua molécula e de seus derivados: grupamentos ciclico, pollieno e
polar (Figura 1).

0O retinol=vitamina Al - & um &lcool primdrio que esta
presente na forma esteriflicada nos tecidos animais especialmente en-
volvidos em processos reprodutivos . Nos peixes de dgua salgada, no

entanto, tem sido verificado principalmente no f{gado.
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Devido as possfvels configurag¢gBes cis=trans da cadeia
lateral que contém duplas ligag®es no retinol, este exibe muitos 1sd-
meros geométricos. A interconvers¥o entre tals 1sbmeros ocorre pronta-
mente no ofgénismo, sem que haja destrui¢3o de sua atividade.

0O retinal, um aldefdo derivado da vitamina A, sob 2
forma do seu isbmero ll~cis & a vitamina funcional e atuante do <ciclo
visual responsdvel pelo processo de adaptagdo ao escuro que é uma fun-
c¢%o tanto dos bastonetes quanto dos cones. A adaptag@o primaria & pro-
duzida pelos cones e o processo se completa em alguns minutos. J& a
adaptacdo secundiria € uma func¢%o dos bastonetes e demora cerca de 30
minutos. Essa adaptag3o secﬁndéria € um pro;esso quimico e consiste na
formac3o de ﬁigmentos fotossensfveis na retina que, quando da exposi-
c¥o a4 luz de baixa Intensidade, s%o descqrados e sofrem reagdes quimi-
cas que resultam no desencadeamento de um potencial receptor. Apds a
quebra, o pigmento & ressintetizado. O pigmento fotossensivel dos bas-
tonetes dos vertebrados terraqueos é conhecido como rodopsina - uma
combina¢®o da protefna opsina e do grupo prostético, Il-cis-retinal.
As reacgBes quimicas que ocorrem ao nivel dos bastonetes est3o esquema-
tizadas na Figura 2.

Ja o pigmento fotossensfvel dos cones & a fodopsina, e
é provivel que muitos outros pigmentos existam, sendo responséveis pe-
la visBo a cores. A jodopsina ¢ uma combinag3o do retinal com uma pro-

tefna muito similar & opsina, denominada fotopsina.
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genase e o NAD ou NADP est¥o envolvidos.



Por fim, o &cido retindico - 4dcido da vitamina A em que
o grupo &lcool foi oxidado, compartilha de algumas, mas n3o de todas
as ag8es do retinol. 0 dcido retindico € muito potente na promog3o do
cre;cimento e no controle da diferenciag3o e manuteng3o do tecido epi-
telial nos animalis com'deflcléncia de vitamina A, mas ¢ ineficaz na
recuperacdo visual, auditiva ou da fung®o reprodutiva em certas espé:

cles em que o retinol & eficaz (Gilman w¢ a7’ 1983>.

..... whoe w7

&

METABOLIS5MO

Através de experimentos com radioisétipos realizados na

década de 80, Chytil (1984, 1886) obteve algumas observa¢Bes importan-

tes sobre a atuagZo do dcido retindico a2 nivel do metabolismo, tais
como:
1. pequena quantidade de dcido retindico é formada ;n /i a partir de

retinol administrado fisiologicamente;
2. o dcido retindico € um metabdlito normal do retinol;
3. dos metabdlitos originados a partir do dcido retindico nenhum &
biologicamente mais ativo do que a substéncia original, sugerindo as:
sim que a atividade seja devida ao acido retindico intacto

Quando administrado, o acido all-trans~retindico adqui-
re a configurag3o do seu isbmero 13-cis. Reciprocamente, quando o aci -
do 13-cis retindico € administrado, ele passa a ter a configurag3o do

seu isbmero all -trans, entretanto o significado fisioldgico de tal fe-

ndmeno ndo & totalmente compreendideo (Chytil, 13886).
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No organismo humano, a distribui¢3o do retinol e do
dcido retindico seguem caminhos diferentes,.

Mais de 80% da ingestdo da vitamina A pré-formada en-
contra-se sob a forma de ésteres de retinol. A vitamina A é imediata-
mente absorvida a partir do trato gastrointestinal normal. 5e a quan-
tidade ingerida n%o for muito major do que a necesséria, a absorg3o
serd completa; contudo, quando uma quantidade excessiva €& ingerida,
parte da vitamina passa a ser eliminada nas fezes (Goodman. wf al.,
18966; Mandel e Cohn, 1933). |

0O éster do 3cido graxo de cadeia longa da vitamina A
entra na circulag3o através.do transporté ns fragdo quilo-micron da
linfa. A maior parte da vitamina & armazenada no f}gado, principalmen-
te nos hepatdcitos parenquimatosos. Existem varios "pools” de vitamina
A no figado, um dos quais & repleto pela vitamina A recentemente ab-
sorvida, que supre os outros tecidos preferencialmente, e um outro que
funciona como reserva (Goodman =¢ 2j., 1966).

Antes de entrar na circulag3o a partir do figado, o és-
ter de retinol hepédtico & hidrolisado e quase todo ele & associado a
uma KX-globulina, que possul um sftio de ligag¢3o udnico para a vitamina
Essa protefna de ligag3oc ao retinol - RBP - circula no sangue humano,
rconjugada e estabilizada por uma protefna pré-albumina, que também
transporta a tiroxina. A forma¢3o desse complexo protege o retinol da
filtrag%o glomerular e da excregdo pelo rim. O retinol é biologicamen-
te inerte, entretanto, quando ligado a RBP, esses ésteres, que s%o
surfactantes, podem ser responsdveis em parte pela toxidade que é ob-

servada (Mandel e Cohn, 1983).



O retinol ligado & RBP é distribufdo aos viarios oérg3os-
alvo, onde a vitamina & liberada, passando pela célula e interagindo
com uma outra protefna especifica, a protefna celular de ligag3o ao
retinol - CRBP (Dashor =¢ 27J., 1973>. |

0 4cido retindico n3o se liga a CRBP, mas sim ao seu
préprio receptor especi{fico que € uma protefna celular de ligag3o
- CRABP- distinta da CRBP. Apdés administrag3o oral, ele atinge a circu:
lag3o pela vela porta e é transportado no plasma, complexado a albumi -
na. A diferenca do retinol, o 4cido retindico n3o é armazenado no fI-
gado, mas sim eliminado rapidamente. Ele é metabolizado no ff{gado,
sendo viarios produtos da sué degradag3o Secfetados na bile e excreta-
dos na urina e$fezes.<0ng e Chytil1,1975).

Utilizando se técnicas devEngenharia Genética foi pos-
sfvel wverificar -se que a sequédncia do DNA humano responsavel pela
transcric3o da CRABP & um gene de cépia simples, localizado no cromos-
somo 3 (Nilsson w¢ z7., 1988). A CRABP, apds se ligar ao dcido reti-
néico no citosol dos tecidos -alvo, migra para o nicleo onde, provavel -
mente, inicia uma série de reagdes bioqufmicas em cascata (Sane e
Hill, 1976).

Estudos realizados /qn «ifso, utilizando &cido retindi-
co -[H®] complexado 3 CRABP, mostraram que existe um ponto de saturac3o
na sua ligag¢%o ao nicleo ou cromatina e quando isso n%o ocorre n3o ha

saturac3o, nem reacgd3o ao nfvel celular (Takase m=¢ z7., 1986).
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Jad fol observado em ratos adultos que a CRBP localtlza-
se preferencialmente na regi3o dos fotorreceptores, enquanto a CRABP
localiza -se no cérebro, pele, olho, testfculos, idtero e ovirio. Isso &
consistente com a incapacidade do adcido retindico em gsubstituir o re-

tinol no ciclo visual ou de ser convertido a retinal (Ong e Chytil,

1975) .
EFEITOS SOBRE A DIFERENCIACXO CELULAR
A diferenclag¥do celular é o processo através do qual
surgem diferengas estdveis entre as célu]aél Em termos moleculares, a

diferencia¢3o celular significa uma atividade gendética variavel em cé-
lulag diferentes do mesmo organismo (De Robertis e De Robertis, 1981).

£ axiomdtico que o desenvolvimento de organismos multi -
celulares dependa de sinais morfogenéticos trocados entre as células,
acerca da express3o génica. E partlicularmente aceito que gradientes de
concentrac®o quimicos produzidos morfogeneticamente sejam os responsa
veis por informag8es que determinam o futuro das células. Virios tipos
de estudos j& foram e ainda s3o realizados com o fim especifico de se
observar os mecanismos celulares e os fatores que os influenciam, en-
volvidog nos processos (De Robertis e De Robertis, 1981).

Até o infcio da década de 1980 todos os dados existen-
tes inferiam que substé@ncias qufmicas eram as responsdveis pelos si-
nals trocados entre as células. A partir dessa época, comegaram a sur-
gir os primeiros trabalhos que evidenciavam as substéncias responsa
vels por tals trocas, e o acido retindico foi identificado como sendo

uma delas. Posteriormente, apds se observar os receptores celulares do
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dcido retindico, fol possfvel classificd-lo como membro da famflia de
receptores de hormbnios esteroidianos e tireoidianos (Robertson,
19875 .

Entretanto, estudos complementares foram necessérios
para se provar que o acldo retindico realmente estava envolvido no
processo de diferenciacdo celular e somente recentemente foi obtido um
excelente sistema biloldégico capaz de fofnecer resultados mais conclu-
sivos, as células de carcinoma de enmbri%o de origem testicular
(Strickland e Mahdavi, 1378). LEssas células, especialmente a linhagen
celular do <clone F9, mostram uma taxa de diferenciag¢3o esponténea,
traduzida em dois fenétlpos.celulares extra;embrionérios, os endoder -
mas parietal e visceral, muito baixa. Entretanto, ao ée adicionar ao
meio uma pequena quantidade de dcido retindico, 16® M, isémero all-
trans, houve uma indu¢3o precoce dos tipos celulares do embri%o para o
endoderma parietal (GStrickland &¢ 27,, 1978; Strickland z2& 27., 1980).

Recentemente se provou também que a droga em quest3o é
capaz de promover a sintese de proteinas especificas. Isses achados
indicam que a ag%o do 3acido retindico envolve efelto em genes especi-
ficos e da andlise das protefnas verificou-se que muitas delas s%o in-
tegrantes do citoesqueleto (Chytil, 1384).

0 controle da terminalizac%o da diferenciag3do celular
pode ser estudado efetivamente /5 4+ /fr € um bom meodelo s3o as células
leucémicas humanas HL-60 promielociticas. Tais células s%o indicadas
para o estudo por varias raz@es, sendo a principal o fato de serem bi-
potentes na sua capacidade de diferenciag3o e precursoras das células

mieldides e monociticas (Yen g4 1., 1984)>.
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J& é sabido que o dcido retindico e o dimetil sulfoxido
(DMSO) agem preferencialmente na terminalizag%o da diferenciag3o mie-
16ide, ao passo que a 1,25 dihidroxicalcifenol (vitamina D3), o buti-
rato de sédio e o 12-0O-tetradecanoilphorbol-13-acetato (TPA) j& o fa-
zem na mesma fase dos mondcitos (Yen ¢ zY., 1987).

O processo de indu¢3o da diferenciag3o mieldide das cé-
lulas HL-60 envolve estigios intermedidrios identificaveis sendo que
um deles, bem estudado e caracterizado, € denominado estigio de pré-a-
cometimento. Nesse estdgio as células apresentam alterag3o da estrutu-
ra nuclear, alterac3o no nfvel de fons cédlcio ligados a protefnas e
elevado n{vel de mRNA de c-@ﬂg (Yen g &5“,:1984).

0O c-myo & um protg-oncogene, classe de genes celulares
que regulam o crescimento e a diferenciag®o, expresso em muitos tipos
celulares, tanto normais como tumorais e é um dos reguladores da pro-
liferac3o celular (Dean a=¢ 27,, 1986).

Fol observado também /5 i ifs que as células 9 citadas
anteriormente, assim como as HL-60, apresentam grande quantidade de
mRNA de c¢ 4y quando na presenca de dcido retindico e AMP ciclico. Se
o &cido retindico é retirado da cultura ainda no seu infcio, as célu-

las continuam a proliferag3o sem, no entanto, prosseguir a sua dife-

renciagdo (Yen =+ a27,1987).
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1.1.2. INDICAGCSES E EFEITOS COLATERAIS DO USO DO £ACI1DO RETINGSICO
INDICACSES DE USO

0 4cido retindico, foi inicialmente licenciado nos Es-
tados Unidos, para comercializa¢¥o, em setembro de 1982, sendo também
conhecido pelos nomes Accutane, Isotretinoin e Acido 13-cis-retindico
(Xenneth, 1987).

Ele e o conjunto dos vérios derivados da vitamina A re-
cebem a denominacg3o de retiﬁéides,'sendo'poﬁentes agentes antineopla-
sicos e muito eficazes no tratamento de viarias doéngas dermatoldégicas.

Em particular, a droga em.estudo tem-se mostrado clini -
camente boa no tratamento da acne, da psorfasis e de varios problemas
que envolvem a queratinizag¥o (Kamm, 1382). Apresenta grande efeito na
terapia da acne cistica, acne giobular e acne severa, que n3o apresen-
tam resposta satisfatdéria a antibidticos sistémicos (Zarowny; 1384) .

Apesar de seu mecanismo de agZo n%o ser totalmente elu-
cidado, ja fol visto que ele possui atividades antibacteriana e anti-
inflamatéria, inibe a ag%o de enzimas microbianas e o efeito destas na
descamagZo da pele. Além disso, ele inibe a liberac%o de enzimas 1li-
sossomicas pelos neutrdfilos, o que contribui para suprimir a inflama-
¢¥o local presente nos casos de acnes cisticas severas (Isotretinoin

and Iluman Teratogenicity, 1986).



Outros estudos j& mostram que o dcido retindico possui
efeito inibjdor sobre a produg¥o de sebo e sobre a secregdo das glén-
dul as sebiceas (Scott, 1983). |

A dosagem usualmente recomendada é de 1 a 2 mg/kg/
dia, administrada em duas doses. O tratamento costuma se estender por
15 a 20 semanas ou até haver uma redu¢do de aproximadamente 70% da ac-
ne total. Quando necessirio, costuma-se indicar repetig®o do trata-
mento, no minimo, olto semanas apés a realizag¥o do primeiro

(Scott,1983).
EFCITOS TsX1COS

Os efeitos téxicos dos retindides foram observados em
vadrias espécies animais, com diferentes vias de administra¢fo das dro-
gas e diferentes concentrac¢es das mesmas.

Quando da administrac¥o do 4cido retindico em camun-
dongos e ratos, foi verificada uma toxicidade aguda quando o par@metro
considerado era.a dose oral simples, capaz de levar a ébito 50% dos
animais sob experimentag3o. Neste grupo tal dose variou de 1 a 8 mg/kg
com uma média de 1,8 mg/kg, quando administrada por via oral e sofreu
sensivel diminui¢3o,quando administrada intraperitonialmente - (Kamn,
138823 .

J& a toxicidade subcrdnica que se verifica em c8es e
ratos leva em considerac®o, além da via de administracXo e a dose dij-
ria, o tempo de tratamento e os sinais clinicos tfpicos. Tais sinais
incluem diminuig3o do apetite e do crescimento, eritema, alopécia,

troca de mucosa, fratura dos ossos longos e diminuig3o da espermatogé:
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nese. [LEsses animais também apresentaram alterag3o da atividade da fos-
fatase alcalina e da concentragdo de triglicérides - (Kamm, 1982).

Por fim, na toxicidade crdnica, n%o foram observados
efeitos adversos em ratos e cdes no tocante a mortalidade, crescimento
e parametros hematoldgicos (hemdcias total, total e diferenctial de
leucdécitos, concentragfo de hemoglobinas e tempo de protrombina). O
tempo de tratamento a que foram submetidos estes animais variou de 10
a 18 meses. Grupos de c3es submetidos a tratamento com dosagens iguais
ou superiores a 60 mg/kg/dia desenvolveram severos sinais de toxicida-
de, que regrediam quando o tratamento era interrompido ou mantido com
dosagens menores.(Kamm,lgazs. |

As alteragBes histopatoldgicas observadas noé grupos
tratados com dosagens altas (maiores que 60 mg/kg/dia) foram: degene-
rac3o das fibras eldsticas, fibrose e/ou focos de calcificac%o, lesSes
no trato gastrointestinal, atrofia testicular (com suspens3o da esper -
matogénese) e edema e/ou eritrofagocitose nos nddulos linféticos.

Os ratos s%o bem menos tolerantes ao dcido retindico do
que os c3es, sendo que até dosagens de 2 mg/kg/dia n¥o lhes causam
grandes efeitos. A partir daf s3o observados focos de fibrose, de in-
flamag3o crdnica no coragdo, hiperplasia medular da adrenal, arteri-
tes, calcificagdo arterial de tecidos e por fim, quebra de ossos
(Kamm, 1982).

Em humanos, j& foram relatados alguns casos de mulheres
que apresentaram amenorréia durante o tratamento com dcido retindico

(Cox, 1988)>.
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Além desse problema, vidrios outros efeitos colaterais
podem ocorrer em humanos. Dentre os de manifestag¥o rdpida, que se
intciam de 24 a 48 hs. apés a ingestZo da primeira dose, temos: sinto-
mas gastrointestinais, conjuntivite, eritema facial, etc (Bruno g¢
al., 1984).

J& entre os efeitos de manifestag¢3o tardia, que ocorrem
a partir de 1 més de tratamento, temos: sintomas misculo-esqueléticos,
fadiga, depress¥o, insénia, diminuig¢¥o da libido, perda de peso, ede-
ma, infec¢Ses respiratérias, etc (Bruno gf z7., 1984).Também s@o refe-
ridos pseudo-tumor cerebral, hiperuricemia e opacificagdo das cdrneas

(Adverse LEffects with Isotrcetinoin, 1983; Conner, 1984).
ECFEITOS TERATOGENICOS

Estudos realizados em animais /s /iy demonstraram que
o Acido retindico é um potente agente teratogénico, tendo sido sua co-
mercializac®o liberada pela FDA (Food and Drug Administration) nos Ls:
tados Unidos, mediante a ressalva de ser contra-indicado durante a
gravidez (Sun, 1988).

Atualmente a TFDA sé tem permitido que se ministre a
droga em quest3o, juntamente a contraceptivo oral e exige que a mu-
lher, além de apresentar exame soroldégico negativo para gravidez, rea
lizado duas semanas antes de iniciar a terapia, assine termo de com-
promisso de que n%o engravidard durante o tratamento (Stern, 1989).

Existem ainda muitas controvérsias a respeito de mal-
formacBes que possam vir a ocorrer apés a interrupc3o do tratamento

com o 4&cldo retindico. Alguns autores afirmam que a incidéncia de



abortos e malformacBes n%o & significantemente diferente daquela ob-
servada na populacdo total ~ considerando 2 meia vida da droga ao re-
dor de 18 horas (Agnish w¢ z7., 1984; Dail gr ay., 1989; Stern, 1989)>.
Outros chegam mesmo a afirmar que a droga ainda pode ser detectada no
soro humano 2 anos apds cessado o tratamento e que o risco de terato-
genicidade pode se estender por um perfodo t%o longo ou mesmo malor
{(Birth Defects Caused by Isotretinoin - New Jersey, 1988).

Apesar disso, Virios casos de malformagBes congénitas,
abortamentos e nascimento de prematuros relatados na Iliteratura, a
partir de um ano apds o lancamento do dcido retindico, té&m sido asso-
ciados a0 uso inadvertido aa droga no priméiro trimestre de gravidez
(Zarowny, 1384).

A bibliografia existente acerca dos efeitos teratogéni-

cos do acido retindico é muito vasta e s%o muitos os artigos que rela-

tam casos de abortos e/ou de malformagBes (Benke, 1984; Braun gy arf.,
19384 ; Conner, 1984; Hill, 1984; Update on Birth Defects with
Isotretinoin, 1984, Aubin g¢ 271., 1985; Hersh =¢ 7., 1985; Robertson

gf o oal., 1985; Rosa, 1987; Lancaster =¢ 27., 1988; Robert, 1988;\ Rosa,

n

Lammer =¢ 4z}, (1985) estimaram um risco relative de
malformagBes congé&nitas 26 vezes malor em criangas cujas m3es foram
expostas ao dcido retindico durante a gestag%o, do que na populag3o
total.

0 quadro de malformac¢8@es apresentados por essas crian-
¢cas & caracterfstlico, jad tendo sido inclusive denominado de sindrome

de Kcido Retindico (Kenneth,1988). Elas geralmente ocorrem em ou mais

dos trés sistemas orgénicos a seguir: sistema nervoso central, sistema
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cardiovascular e estruturas crnio-facials (Dat a4 a7.,1989).

Os principais tipos de defeitos congénitos apresentados
s¥o: malformag8es do ouvido externo e da face, palato fendido, micro-
cefalia, microftalmia, anomalias cardfacas, arco aértico malformado,
alterag8es hepatocelulares, malformagBes cerebrais (excluindo-se de-
feitos do tubo neural) e diminuigZo dos membros (Benke, 1984: La Cruz
gfF  af., 1984; Update on DBirth Defects with Isotretinoin , 1984;
McBridge, 1985 e Kenneth, 1387).

Experimentos realizados com embrifes de roedores (prin-
cipalmente camundongos e hamsters) mostraram que o 3&cido retindico

exerce sobre eles um efeito teratogénico capaz de provocar malforma-

¢B8es semelhantes as observadas em humanos (Willhite w¢ z7,, 1986 e An-
son wf& a2:i., 1987). 0Os maiores efeitos observados incluem malformagdes
de membros, orelhas, condrocr8nio e viscerocranio. Nesses animais, em

particular, as malformacdes dos membros s%o atribuidas a inibig3o se-
letiva da diferenciag3o do mesénquima pré-condrogénico, que resulta em
reducdo ou auséncia de formacgZo aos elementos cartilaginosos. Em ca-
mundongos j& fol possivel, inclusive, determinar-se que o dia do de-
senvolvimento embriondrio mais susceptivel & ag%o da droga ¢ o 112, no

estdgio de 33 a 36 somitos (Anson wof a7,, 1987).
1.1.3. ALTERACSES CELULARES
ALTERACSES NUCLEARLES
Estudos realizados ;5 iifeyr mostram que diferentes ti-

pos celulares humanos respondem diferentemente ao tratamento com acido

ret indico.
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Christophers e Langner (1974) estudaram a sintese de
DNA em trés tipos celulares humanos: linfdécitos, células epidérmicas
crescidas como cultura primdria e subculturas de fibroblastos e vert-
ficaram respostas diferenciadas. Enquanto a sfntese de DNA nas células
epidérmicas era muito estimulada pela exposigdo a droga, em linfdcitos
e fibroblastos ela era pfaticamente inibida.

Nordlind e Thyberg em 1883, confirmaram também /n i ifrm
tais resultados em material humano e de cobaia.

Auerbach w¢ xf,, (1984) realizaram um estudo acerca da
mutagenicidade e/ou clastogenicidade do acido retindico em culturas de
linfécitos humanos de dois pacientes. Trataram as culturas por 48 . ho-
ras com duas concentrag8@es de dcido retindico (7.5 e 15)Lg/ml de meio)
e puderam verificar que a droga n3o é clastogénica, mas é capaz de
provocar um aumento na frequéncia de trocas entre cromdtides irmds
(TC1)>.

A andlise citogenética realizada por Juhl az¢ ary,,(1978)
e Tetzner ¢ 4;5.,(1980) em fibroblastos humanos submetidos a tratamen-
to com &cido ret{néico igualmente mostrou um aumento significativo na
frequéncia de TCl. E importante salientar que somente culturas subme-
tidas a baixas concentrag@es de dcido retindico (5 prg/ml de meio) sFo
descritas como apresentando metéfaseé de boa qualidade e em numero su-
ficiente para andlise

0 mecanismo preciso da ag%o quimica do acido retindico
sobre o DNA e o que provocaria esse aumento em TCI, contudo, ainda n3o
estd elucidado. Segundo Auerbach ¢ 57, (1984), os retindides em geral
(inclusive o dacido retindico) n3o interagiriam diretamente com o DNA e

a inducdo de TCI ocorreria de maneira indireta. J&a Chambon (1990 ,em-
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bora considere que os retindides atuem predominantemente sobre a ex-
pressdo do DNA via ligag3o com receptores nucleares proteicos (RARs),
n3o exclui a possibilidade de que o acido retindico possa se ligar di-

retamente ao DNA.

LEstudos sobre a ag3o do acido retindico realizados con

ratos ¢y « iy, No entanto, mosiram outro tipo de resultados. Em ani-
mals submetidos, por oito dias, & dieta deficliente em vitamina A pd-
de ser verificada uma sensivel! diminui¢Zo no nuimero de linfécitos no

sangue periférico. Quando os animais passaram a receber suplementag3o
alimentar de &cido retindico foil verificada. uma corre¢do rédpida e efe-

tiva nos nfveis de linfdécitos circulantes (Puengtonwatanakul g# 7.

ALTERACSBES CITOPLASMKTICAS

A andlise ao microscdédpio eletrbnico de células de co-
baia e de células humanas submetidas a tratamento com dcido retindico
evidenciou um eﬁtumescimento nas cisternas do complexo de Golgi, di-
latac3o nas mitocdndrias com condensagdo da matriz e aumento do nudmero

de vacuolos autofagicos (Nordlind e Thyberg, 1983; Konohama =& a;

13871

Tammi e colaboradores (1985) realtzaram um. minucioso
estudo com células de pele humana em cultura, submetidas 2 coloragXo
com hematoxilina-eosina e azul de toluidina e tratamento para andlise
ao microscdédpio eletrédnico com tetrdéxido de dsmio, observando que o
citoplasma ficava fracamente corado e que havia um numero reduzido de

desmossomos e tonofilamentos. Ao microscdépio eletrdnico fol possivel



visualizar o reticulo endoplasmitico mais proeminente do que o das
culturaz celularez controle, além de entumescimento ¢ rompimento das
mitocbndrias, pequenas vesfculas com material densamente empacotado no
citoplasma e a presenc¢a de uma substéncia nos espacos intercelulares
da camada vital de sustentagfo das células da epiderme, com matertial
de estrutura e composig3o similar ao presente nos grénulos do cito-

plasma.
ALTERACBES A N{VEL DA MEMDBRANA CELULAR

Culturas de éplderme humana é de hamsters tratadas com
o d4cido retindico, comparadas s n3o tratadas, geralmente apresentam
menor estratificagdo e células arredondadas. N3o sZ%o encontrados des-
mossomos, o tamanho das microvilosidades diminui e os tonofilamentos
além de estarem presentes em menor frequéncia, s3o esparsamente dis-
tribufdos. ELssas alterag¢8es no padr3o de orientac?o das especializa:
¢Bes de membrana pode explicar o formato arredondado das células e su-
gere que a droga afete o citoesqueleto (Tammi =7 xf,, 1985 e Konoham
=F ai,, 1987).

Células epiteliais de diversos dérgZos como traquéia,
esbfago, epiderme, etc, carcinomatosas ou n%o, mantidas em cultura, na
presenca do 4cido retindico apresentam proliferagio estimulada que
pode ser verlificada pelo éumento na taxa de fndice mitdtico, e dimi-
nuic¢cZo da queratinizagdo, (Klann e Marchok, 1982). N3%o se sabe se essa
diminuic3o é devida a alteragBes na diferenciagfo terminal destas cé-
lulas ou se reflete a toxicidade do dcido. A diferenciaclo terminal

para epitélio queratinizado envolve a morte das células das camadas
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superiores o que dificulta separar este processo daquele observado na

toxicidade (Klann e Marchok, 1982).

ALTERACSES A NfVEL DA MATRIZ INTERCELULAR

0 &cido retindico induz a distens%o do espaco interce-
lular e acuimulo de material na epiderme humana /pn wifrn € in wiwn. Tem
sido sugerido que esse material intercelular pode ser muco mas, Iisso

ainda n%o fol demonstrado por métodos histoguimicos. Outras possibili-
dades tincluem protelfnas do soro ou material citoplasmitico wvazado
através do rompimento da meﬁbrana celular (fammi e Tammi, 1986).

0 material acumulado & fino, granular e menos denso e
floculado do que aquele presente na camada iInferior da epiderme. A
ansdlise de glicosaminogllcahos (AGAG) mostra que na epiderme o d&cido
retindico eleva a taxa de dcido hialurénico em 70%, enquanto os AGAG
sulfatados n%o apresentam aumento significativo. Na derme nenhum dos
dois componentes s%o estimulados..

A.distens%o que ocorre na matriz intercelular &, pois,
devida a uma diminui¢3o da coes3o que ocorre entre as células da epi-
derme, que acontece devido ao decréscimo nos componentes do citoesque-

leto e induc%o de novos materiais intercelulares (Tammi e Tammi, 1986)
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1.1.4. ACIDO RETINSICO E CELULAS TUMORAIS

0 4cido retindico inibe a tumorigenicidade em muitas
’linhagens celulares. Em outras, o seu efeito jd é o oposto, ou seja, o
tratamento estimula o crescimento celular e aumenta a express¥o do fe-
nétipo transformado. N¥o é claro o que causa estas respostas divergen-
tes & droga e a complexidade do controle da proliferaéﬁo celular e os
miltiplos fatores que regulam o fendétipo transformado, dificultam ain-
da mals a real determina¢¥o do mecanismo de ag%o da droga sobre as cé-
lulas tumorais (Jetten z¢ ﬂsu, 19862 . |

| As bases bioldgicas e bioquimicas do mecanismo de agdo
do &cido retindico ja foram testadas em vérios tipos de culturas ce-
lulares, em tumores de diversas origens, tendo se observado uma hete-
rogeneidade de respostas e em algumas subpopulagBes celulares substan-
ciais resisténcias (Meyskens ¢ z7., 1983).

Se por um lado tem sido mostrado que a droga em quest@o
causa hiperprolifieragdo ;n w/iip © em sistemas /g4 s ifen, por outro la-
do, verlifica se que ela inibe doencgas hiperproliferativas, vérios ti-
pos de c8@ncer (pulmZo, pele, mama, hepatocelular, dsseo, cabeca e pes
coco, leucemias, etc), proliferagdo de linhagens celulares transforma-
das ou n3o e micoses fungdides (Meyskens ¢ 5., 1983; Tong =& ai.,

u

1886) .



ACXO SOBRE C¥LULAS DE CARCINOMA EMBRIONKRIO

As células de carcinoma embrionario s%o células pluri-
potentes, capazes de originar teratocarcinomas. Em tumores elas s%o
capazes de se diferenciar em trés camadas germinativas embrionarias.
Em camundongos fol visto que elas podem contribuir para o desenvolvi-
mento de varios tecidos em mosaico (Koopman e Cotton, 1986).

As células de carcinoma embriondrio podem ser cultiva-
das s wifro, diferenciando-se sob certas condigBes do meio. 0O dcido
retinéico pode induzir essa-diferenciacﬁb e:esse efelto & extensamente
estudado, usando-se 1inhagens que t&m uma capacidade pequena ou ine-
xistente de sofrerem diferenciag3o esponté@nea (Stricklande e Mahdavi,
1972 e Koopman e Cotton, 1986).

| Estudos realizados com esse tipo celular origindrio de
humanos e camundongos t&m mostrado uma reducdo da taxa de crescimento
devida a um aumento na fase $ (Mummery gz¢ 27., 1984; Mummery ¢  al..,
1387) .

Em camundongos, Koopman e Cotton (1986) verificaram que
linhagens celulares NC2 em cultura diferenciavam-se espontaneamente,
em varios tipos celulares, em um perfodo de 20 dias. Na presenga de
dcido retindico na concentrac3o de 107 M essas células diferenciavam-
se exclusivamente em endoderma parietal. A mesma droga ainda € capaz

de estimular a diferenciac3o do endoderma em outras linhagens celula-

res do carcinoma embrionario, indiferentemente 23 sua capacidade de di-
ferenclag3o esponténea. Os resultados suportam a hipdtese de que a

droga estimula a diferenciac3o das células, facilitando a resposta ce-
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lular a um estfmulo intrinseco o qual, normalmente, determina a dife-
renciagdo esponténea das células NG2 em cultura.

Ainda em camundongos, nas linhagens PC 13, Mummery e
colaboradores (1984) verificaram que o dcido retindico induz a morte
celular, principalmente a partir da 3a. gerag@o celular e diminuli a
taxa de crescimento da colbnia. Em humanos, utilizando a linhagem Te-
ra -2 observaram que a redugdo da taxa de crescimento era devida a um
aumento temporal da fase S, jd citado, e também na fase G1.

Ceélulas de teratocarcinomas humanos, da l inhagem
P19516801 A1(01A1), subclone P19, apresentam difefenciacﬁo dependente
da concentrag3o do &acido re£1ndlco. Culturas expostas a baixas concen -
trac6esS(1O’9M), s30 caractetizadas por serem ricas em:células do mus-
culo cardfaco. Em uma concentragfo de 10? M verifica-se a presenga de
células do misculo esquelético e em concentrac¢Bes mais elevadas, 1077 M
a 10'5M, t&m-se o aparecimento dos neurdnios, astrdéglias e fibroblas-

tos (Edwards e McBurney, 1983).
CELULAS MIELSIDES

As células mieldides, em particular, d%o a impress@o de
serem alvos preferenciais dos retindéides em geral e, em particular, do
dcido retindico. A diferenciag?o das células normais, linhagem IL-60
promielocitica leucémica e mielocitica leucémica pode ser alterada pe-
la exposigdo.a droga (Yen g¢ a7,, 1984; Murtaugh ¢ 7., 1986) e tem
sido sugerlido também que essa tenha uma importancia fisioldgica na re-
gulagio da maturag3o terminal das células mieldides (Murtaugh =¢ & f

AL 4

1336).



Foi verificado que os retindides podem aumentar drasti -
. camente a sfntese da enzima transglutaminase em células mieldides nor-
mals e leucémicas e na ativac3o de macrdéfagos. Acredita-se que a droga
possa agir a nivel da express@o génica em ambos os tipos celulares -
mieldides e macréfagbs - devido ao aumento que h& de mRNA para trans-
glutaminase no citoplasma apds 30 minutos de exposicdo a mesma (Mur-
taugh «# zr.,, 1980).

Para a linhagem HL-60 foi notado que hd necessidade de
exposiGcdo a droga por cerca de dols ciclos celulares para uma completa
diferenciag3o (Yen = z7., 1984).

Além do efe1£o sobre a dffehénciacﬁo de células micldi-
des, fol verificadb que o acido retindico é capaz de converter células
leucémicas malignas em células funcionalmente normais. Hyodoh (1987)
relatou que as linhagens celulares leucémicas monocfticas TIIP-1-Cs5
(que apresenta aneuploidia cromossémica) e THP-1-R (com 4& cromosso-

mos), apds tratamento, adquirem a capacidade de aderéncia ao substrato

e propaga¢do. L[las adquirem a morfologia de macrdéfagos normais. A
ocorré&ncia deste processo €& muito maior em TIP-1-Cs5 do que em
THP-1-R.

A remissdo de malignidade promovida pelo &cido retindi-
co, embora sem se saber o mecanismo de sua ocorréncla, fol relatado em
uma paciente que apresentava sfindrome mielodispldsica com excesso de
blastos e com um clone celular anormal, com translocag®o cromossdmica
t£(2,11). ILsse clone desaparecia durante o tratamento e voltava a se
manifestar com a sua suspensdo. Tal padrﬁo de resposta sugere que a
droga aja inibhindo a proliferag¢®oc desse clone monocftico maligno (A-

brahm =& 27, 1986).
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NEUROBLASTOMAS

As linhagens celulares de neuroblastomas mostram- se ex-
tremamente sensfvels 3 a¢¥o do acido retindico, que além de inibir seu
crescimento, induz a alteragBes fenotfpicas importantes (extensOes
neurfticas, alargamento e vacuolizacg3o celular, etc). Essaé alteragdes
morfoldégicas geralmente est¥o associadas com reduclo da express%o da
malignidade ‘desse tipo de c@ncer (Sidell, 1383).

Em neuroblastomas e tumores neuroectodermicos humanos é
comum a expressdo do gene N:myg, frequenteménte amplificado. Essa se-
quéncia geralmente estd localizada em regiBes homogeneamente coradas
(ESR) ou em cromossomos “double minutes” (DM). Foi possfvel se obter
in wifspm uma diminuigZo da ekpress%o do gene N-gy:- em células expostas
ao 4acldo retindico que se diferenciaram; comprovada por ter sido en-
contrada uma menor diferenciag¢io morfoldégica e inibig%o da prolifera

c¥o celular (Amatruda g¢ atf., 1985).

S6STEQO E CONDROSARCOMA

A habilidade do #cido retindico de inibir o crescimento
de 'linhagens celulares de ésteo e condrosarcoma humanos fot estudada
em cultura, sugerindo que a droga suprima nos tipos celulares tumorais
as propriedades associadas as transformac¢Bes fenotipicas, fazendo asc
células voltarem 2 sua morfologia e ao seu crescimento normais (Thein

e Lotan, 1982)>.



TUMORES DA PELE

Nos tumores de pele de.camundongo a ac3o do &acido reti-
ndico n3o se verifica a nivel de preveng¢3o, ou seja, a droga & (inefi -
caz na prevenc¢do inicial de formag%o do tumor sendo eficaz em um estd:
glo tardio - estagio Il, quando o tumor j& estd formado (Gensler ¥
af, 1985).

0 estudo dos tumores supra citados, permitiu aos pes-
quisadores determinar um dos poucos mecanismos conhecidos de agd3o, do
d4cido retindico na inibigZo do crescimento. Foi verificado que.o TPA
(12-0-tetradecanollphorbol-iB-acetato), éomﬁonente do 61?0 de folhas
de papagaio € um potente promotor de tumor de pele eﬁ ca;undongo, sé
agindo sob a inducgZo da descarboxilase de ornitina (ODC). O acido re-
tinsico, quando presente, inibe a atividade da ODC (Verma, 1988).

A importancia da ODC &€ que ela & a primeira enzima na
biossfntese de poliaminas em mamfferos. Estas poliaminas tém efeitos
comprovados na sintese de DNA, RNA e proteinas e estd em estudo seu
modo de ag3o no crescimeﬁto e diferenciac3o celular (Verma, 19886).

Os dois tipos mais freéuentes de lesBes malignas da pe-
le em humanos s3o os melanomas e og carcinomas de cdélulas basais. Em
me !l anomas fol verificado que varios clones celulares cultivados iy oi-
f  S¥%o susceptiveis 3 inibic3o de crescimento pelo acide retindico.
Tentou -se chegar ao seu mecanismo de agdo, utilizando-se clones mutan-
tes, ou seja, aqueles resistentes 3 droga, mas pouco se pdde verificar
de suas bases moleculares (Lotan ¢ a27., 1982).

Os carcinomas de células basais da pele, por serem tu-

mores de crescimento lento e pouco malignos, s3o bons modelos para o



estudo dos efeitos da droga /s wiwuy. Em pacientes tratados com 4&acido
retindico observou-se n3o sé a Inibig3o do crescimento, mas também di -
minui¢do, podendo meémo haver desaparecimento total desses tumores
(Sankowskl p¢ zy,, 1984).

Embora a maior parte dos trabalhos seja realizada no
intuito de demonstrar a atividade inibitdria da carcinogénese pelo
dcido retindico, alguns pesquisadores té&m demonstrado que a droga em
quest¥o €& também responsdvel” por tumorigénese em animals, principal-
mente na pele e algumas vezes na mama e no cdlon (Gensler g¢ z7,, 1986

e McCornick w¢ z7¥,, 1987



1.2. AVALIACXO DO EFEITO DE AGENTES NUTAGENICOS E/QU CLASTOGENICOS EM

CULTURAS DE LINFSCITOS NUMAROS

0 modo de ac%o de uma grande variedade de drogas sobre
o ciclo celular vem sendo muito pesquisado nos udltimos anos. Inicial-
mente tais estudos eram realizados com o objetivo primordial de se
elucidar principalmente as bases bioquimicas do ciclo celular. Atual-
mente pesquisam se com malor enfése as maneliras através das quais os
agentes quimicos podem interferir no ciclo celular (Baserga, 1985).

Pela sua ag3o as drogas poaem'ser assim subdividas (Ba-
serga, 1385): |
1) as que n3o s%o capazes de promover alteragBes no ciclo celular;
2) as que promovem um major nimero de replicagdes celulares; e
3) aquelas que impedem a progress3o do ciclo celular normal levando a
uma multiplicagdo mais lenta ou & morte celular.

No dltimo grupo podemos incluir as drogas que inibem a
sintese de substancias fundamentalis ao ciclo celular e aquelas que
atuam sobre o material genético levando ao aparecimento de mudangas no
DNA (mutag¢B®es, aberragles cromoss8micas, rearranjos etc).

A atividade mutagénica e/ou clastogénica de drogas sobre
culturas de linfdécitos humanos pode ser avaliada em fungdo da instabi -

lidade cromossdmica e da cinética celular.
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1.2.1. INSTABILIDADE CROMOSS8MICA

A instabilidade cromossébmica pode ser avaliada utilizan-
do ‘se como parametros as frequéncias dos trocas entre cromdtides irmi3s

(TC1) e das aberrac8es cromossdmicas

TCI

0 fendmeno po@e ser definido como a ocorréncia de permu-
tas de por¢des simétricas de DNA entre cromatides irmis (Melarag-
no, 1982)

0O método de pesquisa de TC]l tem sido largamente utiliza-
do com eficdcia em experimenﬁos que visam testar a ag3o mutagénica e/
ou clastogénica de substéncias quimicas sobre cromossomos de eucario-
tos. Um grande nuimero de trocas pode ser observado mesmo quando se
utilizam concentragdes baixas de drogas atuantes, o que mostra sua
grande sensibilidade (Wolff ,b1977).

Taylor ¢+ af., (1957, apud Melaragno, 1982) foram os pri-
melros a verificar a ocorréncia de TCI. Cultivando rafizes de {“/ymiz fa-

na presenca de timidina triciada, puderam observar através de téc-
nicas de autoradiografias que as cromdtides sintetizadas nesse meio
eram radicativas ao passo que as anteriores n%o o eram. Ocasionalmente
verificaram também cromitides marcadas em apenas uma parte de sua ex-
tens%o e na porg3o complementar de sua cromdtide irm3d (Wolff 1977; He-

laragno, 13882)



Entretanto, somente em 1338 fol possfvel obter informa-

[l

-Hor acerca do mecanlizamo de TCl. Apdz o cultiveo de rafzes de f/oia Fa-
H#mx no meio com timidina triciada elas foram transferidas para uma so-
lug¥o de colquicina desprovida do desoxinucleotideo radloativo em
questdo. Variando- se o tempo de cultivo das rafzes em colquicina, fol
possfvel a obtenc¢3o de nucleos dipldides, tetrapldides e octapldides,
de acordo com o numero de ciclos de duplicag3o cromossdmica (1,2 ou 3
ciclos). Analisando -se novaﬁente, por técnicas de autoradiografia, o
material assim tratade, foi possfvel verificar, depois do ﬁrlmeiro ci-
clo de duplicag¥o do DNA na auséncia da timidina triciada, que as cro-
matides irm¥s, nos cromossomos metafésicbs,.apresentavam-se radioati-
vamente marcadas.

Depois do segundo ciclo, essa radioatividade estava pre-
sente em apenas uma das crohétldes trm3¥s. Embora com uma frequéncla
menor, alguns cromossomos apresentavam permutas entre partes radioati-
vamente marcadas e partes sem essa caracterfstica.

Depois do terceire ciclo geralmente a metade dos cromos-
somos apresentava cromitides radioativamente marcadas, enquanto o res-
tante apresentava ao menos parte de uma cromdtide com e outra sem mar-
cag¥o. A presenca de parte de uma cromdtide marcada radioativmente se
deve a trocas entre cromdtides irm3s (Taylor, 1958 apud Wolff, 1977
Beiguelman, 1332).

A partir da década de 70 a demonstragXo de TCl tornou- se
bem mals simples com o aparecimento de técnicas que utilizam, ao invés

da timidina triciada, a 5  bromo-desoxiuridina (Brdu).
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A DBrdU é uma substaéncia andloga da timidina e pode se
incorporar no lugar dessa \dltima quando o DNA estd replicando. As téc-
nicas que a utilizam baseliam=-se no fornecimento de BrdU as células du-
rante dols ciclos de replicac3o. Desse modo espera-se que os cromosso-
mos metafisicos resultantes apresentem uma cromitide com DNA contendo
BrdU nas suas duas hélices em lugar da timidina e uma cromatide {irm%
contendo DNA hibrido, isto ¢, formado por uma cadeia de DNA ancestral
(cadeia molde com timidina) e uma cadeia com BrdU. Visto que a cromd-
tide com DNA constitufdo por duas cadetias contendo BrdU apresenta
propriedades tintoriais diferentes, essa caracteristica & utilizada
para Investigar a troca entre cromatides irm¥s. Trabalho ploneiro nes -
te sentido foi realizada por Zakharov e Egolina em 1972 (Beiguelmman,
1982) .

A partir de ent%o novas variagBes desse método surgiram,
baseadas no mesmo fundamento e com o intuito de tornar sua execugZo
mais simples, de modo a se obter preparac¢des permanentes e que permi-
tissem wuma diferenciac¢do entre as cromdtides irm3s com bom nivel de
resoliug3o.

Apesar de j& ser uma técnica rotineira em Ilaboratdrios
de cltogenética, os mecanismos moleculares que envolvem as trocas en-
tre cromdtides irm3s ainda n%3o est3o totalmente elucidados. 0O dnico
ponto onde todos os trabalhos s3%o concordantes ¢ na necessidade de ha-
ver duplicag3o do DNA para que o mecanismo de troca ocorra
(Cebhart, 13381).

A partir de 1970, concomitantemente 2 descrig¢3o de teéc-
nicas que demonstrassem TCI, iniciaram -se também as pesquisas acerca

da modifica¢do dos padrBes de TCl induzida por produtos quimicos
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(CGebhart,1381). Os resultados sugeriam haver uma grande relag3o entre
a capacidade de um composto induzir TCl e sua capacidade em promover

mut ag®es (Wolff,1377).

Em geral, determinando-se a frequéncia de TC! induzida
por drogas, € possivel se detectar efeitos significativos na estrutura
dos cromossomos, utilizando doses das drogas wusualmente normalmente
muito mals baixas do que as necessdrias para se evidenciar dano gené-
tico por outros sistemas de teste (Melaragno,1982).

Auerbach gp¢ 7, (1984), estudaram a capacidade do 4acido
retinédico em promover alterag8es nos valores de TCl em culturas de
linfécitos humanos e compr&varam que a’droéa realmente induzia o seu

aumento.
ABERRACBES CROMOSS&SMICAS

Assim como o método de TCl, a anadlise de aberracgles cro-
moss8micas € de grande utilidade quando se quer verificar a agdo muta-
génica e/ou clastogénica de qualquer agente fisico, quimico ou biold
gico (Bebhart,b1981).

Segundo reviéﬁo de Beiguelman (1982), as aberrag8es cro-
mossdbmicas podem'ser classificadas em dois grandes grupos, o das aber-
racBes cromossdmicas numéricas e o das aberragdes estruturalis. As
aberrac¢8Bes cromossbmicas numéricas incluem os casos em que hd aumento
ou diminuig¢3o no numero cariotipico normal da espécie. Elas podem ser
subdivididas em dois outros grupos, conforme se refiram ao aumento ou
diminui¢¥o de cromossomos de um ou mais pares, mas ndo de todos (a-
neuploidias), ou ao aumento (de pelo menos um) ou diminui¢do de um

conjunto cromossé&dmico hapldide (euploidias).
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Ja as aberrag8es cromossémicas estruturais incluem os
casos em que um Ou mais cromossomos apresentam alteracBes de sua es-
trutura, perceptfveis ao microscépio de luz. Nelas podemos incluir os
rearranjos cromossdmicos, as falhas e as quebras.

Os rearranjos s%o alterag8es resultantes de trocas e
reunifes inter-cromossdmicas .afetando a estrutura dos cromossomos. De-
les fazem parte as invers8Bes, dele¢Bes e duplicagBes.

As falhas podem ser definidas como sendo pequena(s)
descontinuidade(s) na(s) crom4tide(s) onde os segmentos adjacentes
proximal e distal est3o no mesmo plano e a dist&ncia entre eles n%3o ¢
maior do que a espessura de uma cromdatide.

Por fim, nas quebras a(S) descontinuidade(s) presente
na(s) cromdtide(s) além de ser(em) mals larga(s) do que a espessura
de uma cromdtide pode(m) apresentar os segmentos distais deslocados em
relag3o ao eixo cromossdmico.

T?das as aberragdes cromossbmicas estruturais supra ci-
tadas podem ser classificadas como cromatfdicas ou cromossdmicas con-
formé ocorram em uma ou em ambas as cromdtides e por terem surgido em
perfiodo posterior ou anterlor & fase S, respectivamente.

Na literatura s%o encontrados varios trabalhos acerca do
estudo da mutagenicidade e/ou clastogenicidade de varias drogas, uti-
lizando como par&@metros as TCl e as aberrag¢Bes cromossbmicas. A grande
variedade de respostas aos agentes quimicos levou os pesquisadores a
dividir as drogas em irés grupos (Gebhart, 1981).:

a) drogas capazes de promover um grande numero de TCl e de aberrag®es
cromossbmicas estruturais. Nesse grupo est%o inclufdas todas as subs-

tanclas que, independente da concentrag3o utilizada promovem aumentos



na frequéncia de TCI ou aberrag¢Bes. 530 agentes cujo mecanismo molecu-
lar de ag3o &, em geral, pouco conhecido.

b) drogas clastogénicas, entretanto com baixa atividade de indug¢¥o de
TCl. Nesse grupo estZo reunidas substincias quimicas que aparentemente
podem induzir quebras por um mecanismo molecular ainda n%o elucidado e
geralmente n%o promovem TCIl. .

c) drogas capazes de induzir TCl e com baixo efeito clastogénico. Nes-
se grupo est3o reunidas subst@ncias que além de apresentarem TCIl, exi-
bem resultados negativos para outros testes que visam verificar muta-
genicidade.

Apesar do grande numero de traballhos j& desenvolvidos
sobre o assunto, na literatura sé ha reférénclas ao trabalho de Auer-
bach &# 25, (1984), acerca da ac¢¥o do 3acido retindico sobre culturas
de linfdcitos.

Tais pesquisadores concomitantemente ao método de TCI
reallzaram contggens de aberracBes cromoss8micas e sé wverificaram a
ocorréncia de falhas e quebras (aberragdes estruturals). Entreianto,
por terem realizado todas as contagens em preparagBes obtidas de ape-
nas dois pacientes, os resultados desses autores sdo pouco conclusivos
para se classificar o acido retindico em algum dos grupos acima men-
cionados.

Por fim, comparando se os métodos utilizados para anali-
sar a instabilidade cromossdmica é possivel tecer os seguintes comen-
tarios:

a pesqu;sa de TCl] e a de aberragBes cromossdmicas =30 dois métodos

citogengticos bem diferentes de se testar a ag3o mutagénica

(CGebhart, 1981},
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o TCl é um método bem mais sensfvel para detectar mudangas a nfvel

do DNA (Wolff,1977; Gebhart,1981).

1.2.2. CINETICA CELULAR

A cinética celular pode ser avaliada em fung¢%o do fndice
mitético, percentual de células em diferentes gera¢Bes e fendtipos nu-

cleares.

{RDICE MITSTICO

0 fndice mitético fornece informacgBes acerca do numero
relativo de células em divis3o, avaliado através da frequéncia de me-
tafases em relagdo as outras fases do cicle celular (Melaragne,1988).

Um aumento ou diminuig¢@o nos valores de fndice mitdtico
pode estar relacionado, tanto aoc ndimero de células em divisZo, como
também a uma malor ou menor velocidade do ciclo celular (Melaragno,
1982) .

0 numero de células em divis%o pode variar em fung¢Zo de

uma majlor ou menor inibi¢%o da sintese de acido nucléico e protefnas.

Entretanto, a duplicacio de DNA ni¥o &

-
'v-

inico reqguisite para a diviz=Zo
celular. Dentro do grupo de agentes que podem alterar os valores de
fndice mitdtico temos aqueles que afetam a produg¢%o de energia neces-
sdria para a divisZo celular (Melaragno,1982), aqueles que impedem a
formacdo na fase G de protefnas necessdrias 3 entrada da célula en

divis3do (Baserga,1985) e outros.
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Com relac%o 3 ac%o do &cido retindico a nivel de cinéti-
ca celular em linfécitos s¥o encontrados na literatura dados contro-
versos.

degsa droga em  Ini-

1g

Alguneg autoresz relastam a capacidad
bir a sintese de DNA (Christophers,1974; Nordlind e Thyberg,1383;
Sundar ¢f !, 1984). Outros jd descrevem experimentos que demonstram
que o &cido retindico é um potente adjuvante para a proliferacdo celu-
lar humana - linfécitos e fibroblastos - em cultura na presenga de
substincias como a fitohemaglutinina ou globulina timocitaria de coe-
lho anti~humana (Christophers,1974; Abb e Deinhardt,1980; Valone e
Payan,1985). 14 ainda um tercelro grupo Que;relata ndo ser o dcido re-
t.indico capaz de promover nem a inibig3o nem a proliferacdo da multi-
plicag¥o celular em culturas de linfdécitos humanos, onde nZ%Fo tenha
ocorrido a separagfo prévia dos tipos B e T (Abb e Deinhardt,1980;

Valone e Payan,1985).

CELULAS TM DIFERENTES GERACGBLES

Juntamente com o fndice mitdético, a porcentagem de célu-
las em diferentes gerac¢Bes em cultura s3o os parametros mats wutiliza-
" dos na elucidac®o do comportamento celular em relacBo a cindtica celu-
lar (Melaragno e Omith,1384).

De acordo com a identificacdo de metafédses provenientes
de células que se dividiram 1, 2, 3 ou mais vezes, podemos verificar a
ac%o de agentes sobre o ciclo celular. Assim alterac@es que hajam
ocorridec no niumero de divisBes celulares nas culturas submetidas a
tratamentos por produtos quimicos, em comparag¢¥o ac seu controle, in

dicam algum efelto do agente sobre a cinética celular (Gebhart,1381).



A avalliag3o da porcentagem de células nas diferentes ge -
races (l¢, 22, 32 ou mais) em cultura é um método que apresenta algu:
mas vantagens em relagdo a investiga¢3o do fndice mitdtico, pols além
de requerer a andlise de um menor numero de células, parece ser mals

preciso na avaliag¥o da cinética celular (Melaragno e Smith, 13984).

FENSGTIPOS NUCLEARES

0= fendtipos nucleares observados em linfdcitos humanos
em cultura representam na verdade diferentes fases da diferenciagdo
bléastica de linfdcitos B e T (Tokuyasu ¢ z7,,1968;, Al-Hamdami 1979
As diferencas observadas se devem a uma major ou menor descondensagio
da cromatina. O tipo nuclear que exibe uma major descondensag¢Zo croma-
tinica pode ser denominado O e os demais tipos exibindo descondensa-
¢Bes crescentes seguidas de aumento dos !infdcitos podem ser classifi-
cados como.l, 2, e 3.
Feo srivy, a diferenciac3o bléstica ocorre através da
transforma¢¥o de linféclitos pequends (tipo 0) para células bem maiores
(tipos 2 e 3) apds estimulag3o por qualquer antigeno que leve a uma
resposta imune celular (Al~Hamdami ,1979,).

wife, a diferenciago blastica pode ser estimulada

ou intbida em fun¢Zo das drogas que porventura sejam adicionadas as
culturas.

Em culturas tratadas com o estimulador mitogénico conca-
navalina A, assim como na presenga de fltohemaglutinina, verifica se
um estimulo sobre a diferenciag3o bléastica. B frequé&ncia percentual de

fendtipos nucleares mais compactados (Tipo O) & mais baixa do que a
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daqueles menos compactados (Tipos 1,2,3)(Tokuyasu & zf,, 1968, Al~
Hamdami, 19879 GSetterfield u# s7., 1983). Na presenca de inibidores
Aocorre uma resposta contrédria 2 acima mencionada, ou seja, a frequén-
cia do fendtipo nuclear tipo O é mais elevada do que as dos tipos 1, 2

e 3.
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I1. OBJETIVOS

Considerando a escassez de dados existentes acerca da
mutagenicidade e/ou clastogenicidade promovida pelo dcido retindico em
culturas de linfécitos humanos, o presente trabalho teve como objeti-

vos investigar tals {tens; através da avaliagdo da instabjilidade cro-

mossbmica e da cinética celular.
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I11. MATERIAL E MeETODOS

111.1. CASU(STICA

A amostra foi constitufda por 10 mulheres com idade va-
. rldvel entre 20 e 30 anos. As mulheres seleclionadas para o estudo n3o
estavam em tratamento para qualquer fim ﬁtilizando'drogas comprovada-
mente mutagénicas e/ou clastégénicas e também nunca haviam utilizado o
dcido retindico terapeuticamente.

''0 estudo foi realizado exclusivamente em mulheres com

Jjovens (apéndice 1) por representarem uma amostra da populac3do em ida-

de reprodutiva e por n¥o possirem as alteracBes do material genético

comuns en individuos ldosos.

111.2. HETODOLOGIA

111.2.1. CULTURA DE LINF&CITOS

As culturas de linfdécitos foram realizadas a partir de
modificac%o da técnica de Moorhead e colaboradores (1360, apud Mela-
ragno, 1988) conforme se segue:
a) Colheita: de cada pac@ente foram retirados 5 ml de sangue venoso
periférico, em seringa estéril, com paredes heparinizadas - Liquemine
Roche 5000 U/ml.
»H) Semeadura e incubag¢%o: en pada frasco de cultura foram colocados 5

m! de meio de cultura RPM! ou HAM F-10 suplementado com 20% de soro

hovino fetal (CULTILAB)Y, 0,2 ml de fitohemaglutinina e 0,3 m! de san-

gue total.



Para verificar ;s +/f#» a mutagenicidade e/ou clastoge
nicidade da droga em estudo fol adicionada as culturas de linfdcitos
solugBo recém preparada de acido retinéico (Accutane TMRoché:)4O) ai-
lufdo em DMSO (Sigma) (Christophers e Langner, 13974; Abb e Deinhardt,
1980; Nordling e Thyberg, 1983). 0 4cido retindico foi adicionado &=
culturas em duas concentragdes: 29};9/61 de meio e 2)Lg/ml de meio, de
modo gque na primeira a éoncentra;%o de DM30 foi 0,5% v/v @ na segunda

~

0,05% wv/v. TFToram realizadas também trés culturas controle, sem 4dcido

retindico. Duas com DMSO nas mesmas concentracﬁes dag culturas testes
e uma controle sem adi¢%o de dcido retindico e DMSO.

Para.cada concentrag¥o da droga em teste foram prepara
doz em dup!icata frascos contendo BrdU (Cultilab) e frascos sem BrdlU
(Mclaragno e Smith, 1984). As células das culturas com BrdlU prestaram-
se 3 analise do numero de trocas entre cromatides irm3s (TCI) e as das
rulturaz sem Brdl A andlize de aberraglies cromozzfmicas e/ou. estrutu.

rais e também do ifndice mitdético e da cinética celular.

0 Drdu foiAadicionado ag culturas desde o seu infcio. e
a solug3o de 3ctido retlnéiéo dilufdo em DMSO e o DMSO puro foram adici-
onados nas ultimas 5 horas de cultura (Nordlind e Thyberg, 1983) .

Foram realizados ensaios prellminares a fim de se esta-
helecer as condicles experimentais ideais para realizacfo deste traba-
lho.Nestes as cuiturés de linfdécitos foram submetidas a tratamentos

por tempon mal longos & com concentracies moiz slevadaz. Tatz tempoz

0
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e concentragdes foram sendo reduzidos até que se obtivesse material
adequado para andlise.

A fim de se evitar a fotdlise do DNA contendeo Brdl, os
frascos de cultura destinados a este tratamento eram de cor escura e

foram envolvidos em papel aluminizado (Melaragno, 1988) .



Ac culturas foram incubadas por 72 horas em estufa a 37°C

0 quadro a seguir resume as situagBes experimentais do

trabkalho.
TRATAMENTOS DROGAS ADICIONADAS AS CULTURAS
I dcido retindlico ZO)Jg/ml de mcio, DMSO 0,5% v/v
11 dcido retindico 2)pg/m1 de meio, DMSO 0,05% v/v
I'Tl DMSO 0,5% v/v
v DMSO 0,05% v/v
v ' Cultura controle

¢) Preparac¥o citoldgica: apds 71 horasldg incubag¥o, foi adicionado a
todas as culturas 0;1 ml de colquicina (Sigma), na concentracgdo final
de 0,8 ug/ml. Os .tubos foram relncubadog'por.mais 1 hora a 372C. A se-
guir o material foi tréansferido para tubos de centrffuga e centrifuga-
dos a 1000 rpm por Z éféﬁtos. 0 sobrénadaﬁte foi desprezado e fol rea -
lizada ent¥o uma hipotonizag®o progressiva com 5 ml de KCI 0,075 M
proviamente aquecido a 372C, por 50 minutos (1 ml de KCl a cada 10 mi-
nutosy. O material foi ressuspendido a cada 10 minutos com o auxflio
de pipeta Pasteur (Pinto Jr., comunicac¢¥o pessoal)

Apds esta hipotonizagdo, os frascos receberam 0,5 ml de
fixador metanol:4&cido acético (3:15 e foram centrifugados a 1000 rpm

por 7 minutos. O sobrenadante foi desprezado.



0 procedimento de troca do fixador fol realizado quatro
vezes, sendo que as culturas permaneceram, no 2¢ fixador, no freezer a
202C por pelo menos 1 hora. Apds a udltima centrifugag3o permaneceu no
fundo do tubo cerca de 0,3 ml do fixador.

Em cada l&mina foram pingadas 2 a 3 gotas do material

ressuspendido.
111.2.2. COLORACBES

As laminas destinadas as contagens de frequéncia de
aberrac®es numdéricas e/ou estruturais, fndice mitédtico e fendtipo nu-
clear foram coradas com C;emsa (Gurr) a 8% dilufdo em tomp%o Sorensen,

pl! 6,8 por 10 minutos (Hackel ¢ ¢§",1388).

A cinética celular e a frequéncia de trocas entre cro-
matides irm3s - TCI (crossiﬁngver mitdt.icoY foram analisadas em 18mi-
nas coradas segundo modificagBes das técnicas de Korenberg e Freidlen-
der (1974), e Perry e Wolff (1974) modificadas por Melaragno e Smith
(1334) e descritas a seguir:

As 13minas fgram cobertas com um filme lloechst 33258 na concentracgzo
de Sug/ml e exbostas h.luz UV germicida 30 ¥ por 3 minutos & 10 cm de
distincia; ‘

logo apds serem lavadas em Ho0 destilada e secadas ao ar, as l@minas
forzm incubadas em solucﬁé de NaH2PO4 1M, pil 3,0-8,2 a 872 -892C por 1
minuvlc,

™ ﬂﬁgufr as lamirnz> foram lavadas novamente em IIs0 destilada, seca
das  ao ar ¢ coradags em GCiemsa (Gurr) a 5% diluida em tamp3o fosfato,

or 7 minutos.
P
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Realizaram+~se as andlises das l3minas, em teste cego,
diretamehie ao microscépio de luz. As fotografias de situa¢Bes que
apresentaram maior {nteresse para andlise e documenta¢®o foram efetua -
das em fotomicroscépio Zeiss, utilizando-se filmes Panatomic X 32ASA e

Kodacolor Gold 100 da Kodak.
111.3. CRITERIOS DE ANALISE

~ TPara o célculo_da frequéncia de TCl foram analisadas em cada cultura
20 metifases de 2a. geraqﬁo que possufam uma boa drferenclacéoi entre
ags cromdtides irm¥s, sem superposi¢do cromossbmica e todas -elas con-
tendo 46 cromossomos. Foi computado o numero de TCI por célula e péra
cada um dos sete grupos cromossdbmicos (A,B,C#X,D,E,F,G).

A freoquéncla de aberra¢Bes cromossdmicas fol analisada em 40 metiafa-
ses, de cada cultura, tendo estas sido separadas quanto ac nidmero de ™
cromossomos (aberrac¢Bes numéricas) e quanto a presenca de aberracﬁesw
estruturais (falhas e quebras) de acordo com Beiguelman,1982. (Figuras
3N e 3B).

- 0 indice mitsético (numero total de metafases/total de células) foi
calculado através da contagem ao acaso de 1000 células e concomitaﬁte
computacdo das metafases (Pisciotta 2 ;7., 1967; Sinha g¢ z27,, 1986).
- A frequdncia relativa (%) de metafdses nas diferentes geragdes celu -
lsres 5 o iéon foil obtida através da contagem de 100 metafases conse-
cutivas para cada cultura. As metdfases foram classificadas como sendo
de la., 2a., ou 3a. gerag¢zo (neste grupo foram reuﬁidas as células de

4a. gerag3o eventualmente presentes nza cultural (figura 4) de



acordo com o padr3o de diferenciagio das croméatides (Melaragno e
Smith, 1986),

Para a avaliagZo de possfveis altera¢@es na frequéncia relativa dos
diferentes fendtipos nucleares, os linfdcitos foram classificados em
quatro tipos .(0,1,2,3)'dé acordo com o tamanho nuclear e o grau de
compactagdo cromat.fnica (figura 5). Fol determinada tal frequéncia pa-
ra 20 campos microscoépicos (aumento: 400x), escolhidos ao acaso, para

cada situa¢3o experimental.
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FIGURA 5.
PREPARACXO MOSTRANDO A CLASSIFICACKO DOS FENSTIPOS
NUCLEARES EM LINFSCITOS HUMANOS ATIVADOS.
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I11.4. METODOS ESTAT{STICOS

A andlise estatfstica foil realizada considerando-se a
natureza dos dados e éegundo O esquema a seguir.
Dados com distribuig3o
normal

/\

n3a

Testes n%o llomogeneidade
paramétricos das variéncias .
Amostras com Amostras com
variadncias homogéneas varidncias n3oc homogéneas
‘ Testes Testes n%o
paramétricos paramétricos

Foram aplicados os seguintes testes:

1. Teste n¥%o paramétrico para andlise da vari3ncia por postos de Krus-

4.

R .
Clhia o A

cr

kal ‘Wallis com o objetivo de serem comparadas as amostrnas ira
4dcido retindico, as tratadas somente com DMS0 e as controle, com rela-

3o as falhas e quebras cromatfdicas e isocromatfidicas (Sokal e Rohlf,

1

1981) .
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2. Andllise da varli8ncia = modelo inteiramente casualizado = com o ob-
jetivo de serem comparadas as amostras tratadas com dcido retindico,
~as tratadas somente com DMSd e as controle com relag3o aos valores de
fndice mitdtico, os fendtipos nucleares, percentagem de <células nas
diferentes gerag¢ds ;u wifro e a frequénecia de TCl por células (Bei-
guelman, 1338).
3. Andlise da variéncia - modelo hierdrquico - com o objetivo de veri-
ficar se os tratamentos a que as culturas foram submetidas promoven
alterac®es nos valores de TCl por grupo cromossbmico e se hd interag@o
entre eles (Beiguelman, 1988).
4. Teste "t” com o objetivo de serem comparadas as amostras tratadas
com &dcido retindico, as tratadas somente com DMSO e as controle com
relac%o aos valores de fndice mitético, percentagem de células nas di-
ferentes gera¢8es in wifro © 3 frequénecia de TCI por células (Beiguel-
man, 1938) .
5. Teste n¥%o paramétrico da soma das ordens - Teste de Wilcoxon - para
averiguar a existéncia de uma maior frequéncia de aparecimento de TCI
de uma gerac¥o celular em relag¥o as outras (Campos, 1979).
G. Teste do qui-quadrado para verificar se hi alterag¥o na frequéncia
e distribuic®o de TCl nos grupos cromossémicos submetidos aos diferen*
tes tratamentos.

Em todos os testes, fiwou se em 0,05 ou 5%, o nfvel de re
z R'Hdétese de nulidade e assinalou-se com um asterisco (X} os

[P
R -

valores significativos.
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1V. RESULTADOS

Nas tabelas 1 a 18 acham-se apresentados os resultados
obtidos neste trabalho. Elas foram divididas de acordo com a caracte-

ristica a ser analisada.

IV.1. INSTABILIDADE CROMOSSSMICA

Iv.i1.1. TCI

Na tabela 1 est3o descritos os dados referentes ao ni-
mero total de trocas entre cromitides irm%s em 20 células analisadas
por individuo.

Os valores de TCl obtidos por grupos cromossbmicos e
por cromossomos em separado acham-se descritos nas tabelas 2 e 3.

Com base nos resultados obtidos pelo teste estatfstico
do modelo hierarquico da andlise da variancia (tabela 3) podemos con-
cluir que:

as médias de TCl, em todos os tratamentos, dos diversos grupos cro-
moss8micos ndo s¥o iguais, sendo que os cromossomos do grupo A s3o os
que apresentam uma maior média de TCl por cromossomos, seguidos em or-
dem decrescente pelos grupos B e CtX, D, E, T e . !:to estarta de
acordo com a idéia de que grupos em que ©Os cromossomos apresentam
maior tamanho possuem um malor numero de TCI (Latt, 1374; Alhadeff e
Cohen, 1976¢; Morgan e Crossen, 1977; Pina Neto e Ferrari, 1981; Mela

ragno e Smith, 1384).



ocorreu diferenga significativa entre as médias das TCI em linfdci-
tos de cultura submetidos aos diferentes tratamentos, mas nSo houve
interag¥o significativa entre o uso de drogas em cultura e o valor de
trocas entre os grupos cromossbmicos, mostando assim que o dcido reti-
néico n3do promove trocas entre cromstides irm3s preferencialmente

Nas tabelas 4 a 8 est3o os resultados e testes estatis-
cos que demonstram que as TCI que ocorreram neste experimento n3o s3o
preferencials, j& que em todos os tratamentos o grupo cromoss®mico que
apresentou um malor numero de trocas foil o C+X com exceg¥o dos trata-
mentos 1V e V onde além do grupo supra citado foi observado um nmimero
~significativo de TCI também no grupo A.

Da andlise da tabela 9 é possivel verificar que o 3cido
retindico promove um aumento de TCl em linfdcitos em cultura. A dife-
renca em concentrac¢c®o do &cido retindico n3o afetou os resultados. Por
outro lado, o uso de DMSO nas duas concentra¢des descritas n%o intro-
duziu alteracBes significativas no numero das trocas entre cromatides

irm3s.
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TARELA 1. Total de TCI em linfdécitos humanos em cultura (20 células

anal

TRATAMENTOS

F 3,382
P 0,0168%
CL = 4,45

isadas por indivfduo).

INDIV{DUO

01 02 03 04 O5 06 O7 08 09 10 x s

TOTAL DE TCI

202 193 206 220 209 192 241 191 232 179 206,5 19,55

224 239 208 208 257 169 199 170 164 208 205,6 11,56

171 203 197 148 216 157 212 182 196 192 187,4 22, 68

173 217 194 193 183 178 209 158 199 203 190,7 17,85

173 154 188 136 154 132 213 192 218 152 171,2 30,55



TABELA 2. Dados referentes as TCl por grupos cromossdmicos em culturas
de linfécitos humanos: valores absolutos.

INDIV{DUQS
Tratamentos i it bbbt bl b S e

e Grupos 01 02 03 04 05 06 ©O07 08 09 10
cromossdmicos e i b bttt
we-----.--.-VALORES DL TCl_PQR_GRUPOS_CROMOSSOMICOS _
S - N 45_.37_..48_.52 _60__49__54__46_  €4_ 41 _

e e X L. 95..84 .107_.92 .81 ..83_111_.84_118__92_
1 ..Do . _..18_ 27 _16_.28_ _18__16_ .22 _19_ .21 __19.

....... 13..20_.1e_.20__26_ _11 _20_.21__0Q8__Q7 .

...k
LB o.-02_.02  03...0..02..02 __0_.02_.03___ Q.
... G ____02_05_ 02 05 02 02 04 _04__05__01._
A

............ 39_.55_.52_.56__59_.21__40__.37__40_.55_
e--..---38_.25_.25_ 25 .22 22 __17__24_.22_ _22_
X_oo. .11 106 77 91126 92.102_.82_ 70_ 95
............ 23_3e_.33__16¢__.18__19 _23__14_ 21 _.23

....... 16_ .13 15 _16_ 29 __09_.10__.03__05__08.
. B 0___0__06__0Q02 01 __01 02 04_.04_01.
................... G_.._._..Q0_.04__0_ 02 02 05 05 __Q__02_ 04.
L.oJA 3298 37 40 _46._25__635_ _55..43_.50.

LL.JBo oo _o22_22 .26 1422 .14__.19_.15_.23__.10._

LG+ X, ._.93_.87_ 93 72 91 73100 &84 _ 22 20

_______ 12_.16_.23_.12_.23 28 15 .12_.25_.18&._
_______ 10__16_.12_..08_ 24 13 __12_08_.09__12_
ee...-202_ 0 Q0 0 01 __Q1_ _ .0 02 .02__ 0.
-.-..0_02 05 01 09 .03 Q1 0&_0Q2__04.
e -39 04 __49 37 _36__38__98__41_.03__60_
_______ 20_.23_.18_.21_ 33 _18_.28_.20__22_ _24_
_____ 20__89_ .82 101 .82 .78 80 _73__88_ &5._
.----08_.21_ 21 22 18 25 20 _14__26¢__12_
e e--211 171409 14 11 21 06__0O7__18_
cee..-2Q Q0101 O 0 02 01 .02 02 _01.
e 0.02_Q9_ 03 . 0 _Q2_._01__.02._.01__03_
. - ..-38__.460__50 40 _36_ 32 67 _53__47 _ 35_
L.o-Bo 2313 .24 15 27 16 21 19 24 22_

L X 092,720 79 532 67 60102 83 104 __73.

v oo Do 15_.08 .18 .19 11 .10 .10 .21 _ .25 _12_
..o B . 04_15 12 0613 06 __12 13 .12 Q7.

SR Q.. Q. 0Q03..02__0_ 01 __.0 Q1l___Q _ Q.

6L ..0..02..02.01__.0_.07__01_ 02 Qt__01.
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Tabela 4. TFrequéncia e distribuic¢3o de TCI de acordo com os grupos
) cromossémicos nos diferentes individuos estudados no trata

mento 1.

GRUPQOS CROMOSS8MICOS Total Freq.

Individuos A B C+X D E r G TC1 TCl/cel
1 45 27 35 18 13 02 02 202 10,1
2 37 18 84 27 20 02 05 193 3,65

3 48 14 107 16 16 03 02 206 10,3

4 52 23 32 28 20 0 05 220 11

5 60 20 81 18 26 02 02 209 10,45

G 49 29 83 16 11 02 02 132 9,6
7 54 30 111 22 20 0 04 241 12,05
e] 46 15 84 19 21 02 04 191 3,55

9 &4 13 118 21 08 03 05 232 11,6
10 411 19 92 193 07 o 01 1793 8,95
TOTAL 436 208 347 204 162 16 32 2065 10,33

Obs: para todos os individuos foram analisadas 20 células.

Teste de distribuicio de TCl em relag3o ao tamanho relativo dos cro-
mossomos metafidsicos.

érupo

cromossbmico

' Compr imento TC1 TCI X2 calculado
relativo dos observadas egperadas (X% crit.3,84)
cromossomos (+)

46,58 436 457,56 3,23

B 24,76 208 243,22 5,13%

C+X 79,94 947 785,25 33,32%

D 21,52 204 211,39 0,26

¥ 19,08 162 187,42 3,45

F 10, 46 16 102,75 73,24%

G 7,88 32 77,41 26,64%
TOTAL 210,22 2065

(+) DE ACORDO COM A CONFER£NCIA DE PARIS
Célculo do TCl esperado= 2005 _x%_comprimento_relativo
210,22
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Tabela 5. Frequéncia e distribulig¢do de TCI de acordo com os grupos
cromossbdmicos nos diferentes individuos estudados no trata

mento I1.

GRUPOSG CROMOSS6MICOS Total Freq.

Individuos A B C+X D E r G TC1 TCl1/cel
1 2 38 118 23 16 0] o} 234 11,7
2 55 25 106 36 13 0 04 239 11,35

3 52 25 77 33 15 - 06 0 208 10,4

4 56 25- 31 16 16 02 02 208 10,4
5 59 22 126 18 29 01 02 257 12,85
G 21 22 32 13 03 01 05 169 8,45
7 40 17 102 23 10 02 05 199 9,95

g 37 24 82 - 14 03 04 0 170 38,5

9 40 22 70 21 05 04 02 164 8,2

10 55 22 35 23 08 01 04 208 10,4
TQTAL 454 242 959 226 130 21 24 2056 10,28

Nbs: para todos os indivfiduos foram analisadas 20 células.

Tecste de distribuic@o de TCl em relacZo ao tamanho relativo dos cro-
mossomos metafdsicos.

Crupo Comprimento TCI TCI X? calculado
cromossbmico relativo dos observadas esperadas (X? crit.3,84)
cromossomos (+)

A 46,58 454 455, 56 0,005
B 24,76 242 242,16 0, 0001
C+X 73,84 359 781,83 40, 15%
D 21,52 226 210,47 1,15

E 13,08 130 186,61 17,17%
r 10,46 21 102,30 64,61%
G 7,88 24 77,07 36, 54%

TOTAL 210,22 2056

(+) DE ACORIO COM A CONFERENCIA DE PARIS
Célculo do TCl esperado= 2056 _x%_comprimento _relativo
210,22
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Tabelz 6. TFrequéncla e distribui¢¥o de TC! de acordo com os grupos
cromossbmicos nos diferentes indivfduos estudados no trata
mento [1I1.
GRUPOS CROMOSSBMICOS Total req.
Indiv{iduos A D C+X D E r G TC]1 TCl/cel
1 3 22 93 12 10 02 0 171 8,55
2 58 22 87 18 16 o) 02 203 10,15
3 37 26 93 23 13 0 05 . 197 9,85
4 40 14 72 13 08 0 01 148 7,4
5 46 22 91 23 24 01 09 216 10,8
G 25 14 73 28 13 01 03 157 7,85
7 &5 19 100 15 12 0] 01 212 10,6
g 55 15 34 12 038 02 06 182 3,1
9 43 23 92 25 09 02 02 196 9,8
10 50 18 30 18 12 0] 04 132 3,6
TOTAL 451 1935 875 1837 125 08 33 1874 9,37
Obs: para todos os indivfduos foram analisadas 20 células.
Teste de distribuig3o de TCIl em relagZo ao tamanho relativo dos cro

mossomos metafisicos.

Comprimento
relativo dos
cromossomos ()

Crupo
cromossdmico

46,58
24,76
73,94
21,52
13,08
10,46
7.88

@HMrUQo> -

TOTAL '
(+) DE ACORDO COM A CONFERENCI
Cilculo do TCl! esperado= 1874

210,22

TCI TCI X? calculado
observadas esperadas (X? erit.3,84)
451 415,24 3,08
195 220,72 2,99
875 712,63 36,99%
187 191,84 0,12
125 170,09 11,95%
8 93,25 77 ,94%
33 70,25 19,75%

1874

A DE PARIS

»_comprimento relativo
210,22



Tabela 7.
cr
me

Individuos

OVONOUAWN -

-

TOTAL

Frequéncia e distribui¢3o de TCI de acordo com
omossbmicos nos diferentes indivfiduos estudados
nto 1V

CRUPOS CROMOSSOMICOS Total

A B C+X D E F G TC1
39 25 90 08 11 0 0 173
64 23 83 21 17 01 02 217
49 18 82 21 14 01 0S. 194
37 21 101 22 09 0 03 193
36 33 82 18 14 0 0) 183
39 18 78 25 11 02 05 178
58 28 80 20 21 01 01 209
41 20 73 14 06 02 02 158
53 22 88 26 07 02 01 199
60 24 85 12 18 01 03 203

476 232 848 187

128 10 26 1307

Obs: para todos os individuos foram analisadas 20 células.

60

Oos grupos
no trata

Freq.
TCl1/cel
8,65
10,85
9,7
3,65
9,15
3,3
10,45
7,9
9,95
10,15

3,53

Teste de distribuic%o de TC] em relag¢3o ao tamanho relativo dos cro-

mossomos met

Grupo
cromossbmico

TOTAL :

afdsicos.

Comprimento TCI TCI x?
relativo dos observadas esperadas (x?
cromossomos (+)

416,58 476 422,55

24,76 232 224,61

79,34 348 725,17

21,52 187 195,22

13,08 128 173,08

10, 46 10 94,89

7,88 26 71,48
210,22 1307

(+) DL ACORDO COM A CONFERENCIA DE PARIS

Célculo do T

Cl esperado= 1907 _x_comprimento_relativo
210,22

calculado
crit.2,84>

6,76%
0,24
20, 80%
0,35
11,74%
75,94%
28, 34%
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Tabela 8. TIrequéncia e distribui¢¥o de TCI de acordo com os grupos
cromoss®micos nos diferentes individuos estudados no trata
mento V )

GRUPQOS CROMOGSBMICOS Total req.

Individuos A B .C+X D E F G TC1 TCl/cel

1 2 23 93 15 04 o) 0 173 8,65
2 40 13 70 08 15 ) 02 154 7,7
3 50 24 79 18 12 03 02 188 9,4
4 40 15 53 19 06 02 01 - 136 6,8
5 3 27 &7 11 13 0 0 154 7.7
G 32 16 60 10 06 01 07 132 6,6

7 67 21 102 10 12 0 01 213 10,65
2] 53 19 - 83 21 13 01 02 192 3,6
9 47 24 104 25 12 0 0ot 218 10,9
10 35 22 75 12 o7 0 01 152 7,6
TOTAL 444 204 786 143 100 7 22 1712 3,56

Obs: para todos os indivfduos foram analisadas 20 células.

Teste de distribuic¥o de TCl em relag¥o ac tamanho relativo dos cro-
mossomos metafdsicos.

Crupo Comprimento TCI TC1 X? calculado
cromossdmico relativo dos observadas esperadas (x? crit.3,84)
cromossomos (&)

A 46,58 444 379,34 : 11,02%

B 24,76 204 201,64 0,03
C+X 793,04 786 651,02 27 ,99%
D 21,52 149 175,26 3,93%
E 13,08 100 155,38 13,74%
F 10,46 7 85,18 71,75%
G 7,808 22 64,17 27 ,71%
TOTAL 210,22

1712

(#) DE ACORDO COM A CONFERENCIA DE PARIS

210,22



TABELA 9. Anédlise ectatfstica para os valores de TCl em culturas
linfédcitos humanos descritos na Tabela 1.
TESTE DE HIPSTESES PARA AS MeEDIAS
DLﬁenenca_entne-as_médlas dos_ grupoe_1~g_2______________-________
e > S S .. ... N._. GL__ Teste T_____Probabilidade___.
Grupo 1 20&,5 19,55 10
18 00,0767 0,9378
Crupo. 2. .205,6. . . 31.56__ 10, . -
Difenenca entn@-as-médias dos _grupes_3_e_4_ o -
i RS N___. . GL__ _Teste T____Prebabilidade.
Grupo 2 187, 4 22,68 10
18 -0,3616 0,721&
Crupo. 4. ._180,7. __17.85. . _10 o
Diﬂenenca entre as,médias dos_grupos_(142) e_ €344
e % ___.8_____N____GL___Teste._ T__ DProbabilidade

Grupoc (1+2) 206,05 25,55 20

38 2,3460 00,0242«
Crupos. (3¢4) 183,05 . _19.33___ 20 _ e
Diﬂenenca entre as médias dos grupoes (1#42) e 5 _____ _ _______ .
................. % . ...e__...N____GL__ Teste T___Probakilidade_
Crupos (142) 20&, 05 25,55 20

28 33,3017 00,0026 %
Grupo. 5. . ... .. 171,2. . _30.,55_ __ 10 _ _ __ . e -
Difenenca entne-as_médiaq dosg gruqu (344) e S .
................. %. . .....8__.__N____GL___Teste_ T_____chbabilidade_
Grupos (3+4) 189, 05 19,93 20

28 1,931¢ 00,0636

Crupo.D. ... .. Jizy,2. 0. _30.55...10Q

62
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[V.1.2. ABERRACSES CROMOSGSBMICAS

N3do foram observadas aberragfes cromossOmicas numéricas
mas somente aberrag@es estruturals (falhas e quebras). Estas aparecenm
catalogadas por tipo e grupos cromossbmicos, de acordo com o tratamen-
to a que as culturas foram submetidas, nos apéndices Il a V. Na tabela
10 temos a frequéncia absoluta de aberragdes por tratamento.

N3o houve diferengas significativas na frequéncia de
aberrag¢Bes cromossbmicas nos diferentes -tratamentos. As médias, desvio
padr3o e os resultados do teste de Kruskall -Wallis encontram-se na ta-
bela 11.

N3o fol realizada andlise estatf{stica em separado para

cada aberrag¢3o verificada, devido a baixa frequéncia observada.
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TABELA 10. AberraQGes cromossSmlcas em culturas de linfécitos humanos.
Tratamentos INDIVDUQS
e tipos de R T T T T bkl de bt edes ittt
aberrac8es o1 02 03 04 05 06 07 08 093 10
cromossbmicas ce e e e e e e e e — e m s — s —— e

.-.---__---EREQUEHCIA_ABQQLUIA DAS_ABLERRACBLES. . __.__

FC...15 __.14__.0B___14_..03 __0O6___14 __18 _07_ _ 08_

I Fl1...03...03._.01___ 0O 1 Q1 _ 01 __0O Ol __ O

QC. .01 __.0__.01__03 .03 _ 01 __ 0O 02 01 __Q1_
................. QI...01___..0___ 0 _02 O _OL __O __ 0O .0 Qi

FC. .13 _._14__..07__.07__ 06 _.08__.08___13_..08___08_

I F1...04._.07__..03__.05 _01 _ Q1 __ 0O O __ O 02

QC____0__..0__Q2 __0 _01__01 __ O _ 0O 01 _Ql_

e ....®1_._0.._0__02 0O 02 _02 .02 . __ O ___ o___.0_

.FC--_09_-_10___Q3___QB-__Qi___QB__NLZ___lB___QB___lQ-

It R0 .0 _O0L__ 0L ___ O ___ o___0 _ 01 ___0 __0O1l_

.QC. . .02 -_-Q-___Q,___Q_-_01____Q___Ql-__QZ___,Q_,__Q_

.0l ... 0 __ 0. __0_. Q4 _OL __ 0 0 .0 __0 __0

FC.. .10 _.08___13__.05_..01 .06 _. 02 _ 03 _ 0OC__ 06_

Iv Fl....Q .0 __ 0 _©0L _©O0L __ O 0 _ _0Q __0 __0

RC._.02__.02___.Q _ Q0L ___ O _.Ol ___ Q.02 __ 01 _.01_

........Ql._..0._..0 .01 __03 .01 __0Q __0 .02 _ 0O __0

FC...07___11_..05 .07 _. 06 .04 _. 07 __12_ _ 06 __08_

v Fl__._0._ 0y __o01 __ O _ O __0O0 __0O0_ .0l O Ol

QC. .. 0.0 __ 0 _01 Q1 _Q2 _ 90O _0QO2 .0l __ O
................. QI....0_._.0.__Q _ 02 __ 0 __ O 01 ___ O ._.0 __0

IFC: Falha cromati{dica

I'l: Falha isocromatfdica
QC: Quebra cromatf{dica
Q1: Quebra isccromatfdica
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TABELA 11. Teste Kruskal -Wallis para os dados de aberragdes cromossd-
micas em linfdcitos humanos em cultura.

m e e e e e m e e e m e o nmm e ome— o= e e e e e e e — s e e = e = e e =

ABERRACOLES
TRATAMENTOS rc Fl QC Q1

I 10,7 4,38 1,1 1,1 1,3 1,06 4,0 0,51
Il 3,0 2,71 2,3 2,41 0,6 0,693 0,8 1,03
it 9,3 2,21 0,4 0,52 0,6 0,34 0,2 0,42

1V 7,3 3,27 0,2 0,42 1,0 0,82 0,7 1,06

V' 7.3 2,50 0,4 0,52 0,7 0,82 0,3 0,67

r

H

nou

6,868 H = 3,202 H 3,815 1,963
0,143 P = 0,056 P 0,42 0,743
GL = 4 GL = 4 GL = 4 GL = 4

noi
i

falha cromatfdica
falha isocromatfdica
Quebra cromatf{dica
Quebra isocromatidica

rC

It
QC
Q1

oo
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1Vv.2. CINETICA CELULAR

IV.2.1. (NDICE MITSTICO

Os dados apresentados na Tabela 12 nos permitem con-
ciuir que n3o houve diferencas significativas nos valores percentuais

dos Ifndices mitdéticos.

1V.2.2. FREQUENCIAS DAS CeELULAS EM DIFERENTES GERACSBES (G)

As frequéncias absolutas das células em diferentes ge-
ragBes acham- se apresentadas na tabela 13. A andlise estatfstica des-
tes dados se encontra nas tabelas 14 e 15.

Pela tabela 14 pode-se verificar que n3co existe dife:
renqé significativa entre as médias das tré&s geragBes celulares, obt i -
das em cultura de linfécitos humanos, quando os diferentes tratamentos
s¥o comparados entre si.

Comparando- se a seguir as freqﬁéncias das células entre
diferentes gerag¢Bes, pode-se conclulr pela diferenca entre estas, ou
seja, a média de células em 2a. gerag3o ¢ majior do que a de células de
ta. gerag¢¥o. Esta, por sua vez, & malor do que a média das células de

3a. gerag3o (Tabela 15).
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TABELA 12. fndices mltéticos em culturas de linfécitos humanos.

IND1V {DUOS
TRATAMENTOS: - -« - - -« - - - e e e e -

fNDICES MITSTICOS (%)

I 3,3 2,1 3,8 2,9 2 6 3,1 2,8 2,4 4,0 4,0 3,1 0,67
It 3,0 2,4 3,6 3,3 2,8 3,0 3,8 2,2 4,8 4,1 3,3 0,79

Tl 4,0 3,2 3,4 3, 2,39 3,9 3,5 2,0 5,0 4,2 3,5 0,82

Iv 3,7 4,0 3,0 2 8 3 o 3,4 3,7 2,2 5,0 3,4 3,4 0,76
v 4,3 4,3 4,0 3,1 3 5 3,4 4,2 1,9 5,4 4,6 3,8 0,35

3
pon
O

r M
e}
0
(e
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TABELA 13. Frequéncias de células em diferentes geragBes (G): dados
absolutos para linfécitos humanos em cultura.

INDIVIDUOS
Tratamentos e e it e e - .-
geracBes (G) 01 02 03 04 05 06 0O7 08 09 10
celul ares

ieieieecoe--—-. . FREQUENCIAS CELULARES_ABSOLUTAS

c..-1a. . G____36__41_.26_.28_:16_ .35 23 _54__35__31_

-1 . .22..G._..34__35 _50__42__30__42__57__41__63__56_
.................... 32._G%x__.30_.24__24__30 _54_.23__.14_.05_.02 _13.
....Ya, G 33._.12_26__13__17__48_.28 _56__01_ _26_

11 ....2a2,.G.___46__.4Q_ .43 _35__34__34_.062 .35 _43__53_
e e e 32..6Gx___21 _.48__31__46__43 _18__10 03 __06__15_
la, G-_-_15__13__14__22__25__33__21__52_*52__33_

111 . _23..G___. 27._..58_.50__34__31__50_ .57 _40__40__51_
.................... 33,_-____58__24--SQ,_QQ__QQ_“lZ__ZZ__QB__QB 10_
R & P 39._20._19. 0B__16._49__37__44__48._35_

v ... 23, _G ._.52__61_.38__27_ _25__38__56__50__45_ _57_

... .3a.. Gk __09._10_.43__65__59__13__07__06__07_.0B_
.o-la, G441 12 25 3116 41 37 53 35 .44

v . ..22,.G____.34__37__41__44__25__42__57__41__65__48_
.. __392..6%k___25__51_.34__25_.59__17__06__06__00__08_
OBS.: 1. Para todas as situa¢gBes e para todas as paclientes o ndmero de

células contadas foi igual a 100.
2. 3a. GX: neste grupo foram reunidas as células de 4a. geracdo,
eventualmente presentes na cultura.



TABELA 14.

Tratamentos
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Teste Kruskal -Uallis éara verificar diferencas entre as mé-
dias das frequéncias de geragdes celulares observadas em
culturas de linfdcitos humanos em fung¥o dos diferentes
tratamentos.

e e _GERACSES
.1la. Geraclo____.____2a, Geragdo_ _______ 3a. _Geracdo__ _.

® s %3 s % s

33,1 10,03 45,0 11,02 21,9 14,89

31,6 15,18 43,1 10,14 25,3 16,36

29,6 14,55 43,8 10,93 26,6 17,92

31,5 14,58 44,9 12,55 22,7 23,45

33,5 12,76 43,4 11,32 23,1 13,94
0,721 H 0,244 H = 0,244
0,9487 P 00,9931 P = 0,8951

4 GL= 4 GL= 4

H
P
GL

1]
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TABELA 15. Teste de Kruskal -Wallis para verificar a existéncia de di -
ferengas entre as médias das frequéncias das geragles celu-

lares observadas em culturas de linfécitos humanos e compa-
radas entre geracg8es.

GERACKQ(GYL _ .. .. R_..S___._ L _DISTRIBUICXO_ | _GL_ | ___H ___|_PROBABILIDADE
a6 131,86 . 13,06 1 ___ Normal _ _ | ! | -8

. 2a. G...) 44,04 _..10,78_)1 ___Normal ____1 2 1| 36,414 | 1,238 x 10 kK
_.3a. G ... 23,92 - .18,16_1 ‘N8o _Normal _ __1_ ! |

N por geracdo = 50 (10 pacientes x 5 tratamentos)

_ GERAC®ES (G) .1 GL_!__ E___1 _PROBABILIDADE
13. 6 %.2a. G.L_..1.1.18.68_1 ___1.54_x_107°%
2a3. G % 3a. G.L..1.1.28,43_1___9,70_%_10°x
1a. 6% 3a. 6.1_.1.1_.8,54_1___3,47 _%_103%%
50 (10 pacientes % 5 tratamentos)

N o=

N por gerac3o
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IV.2.3. FENSTIPO NUCLEAR

Os dados referentes a esta caracterf{stica encontram-se
descritos nas tabelas 16 e 17.

Como se pode verificar pela andlise dos dados, o fené-
tipo nuclear tipo 1 foi o que apresentou a malor frequé&ncia relativa
percentual e o tipo 3, a menor, em todos os indivfiiduos estudados (Ta-
bela 17).

A andlise estatfstica da fregquéncia relativa (%) desses
fendtipos permitiu demonstrar nZ%o existir diferenga significativa en-
tre as médias de cada um dos fendétipos nucleares, analisados em sepa-
rado, submetidos acs diferentes tratamentos (Tabela 18).

Estes dados s3o sugestivos de que o 4cido retindico n%3o
tenha alterado a cinética de diferenciac3o blastica nas condi¢gBes de

tratamento descritas neste trabalho.
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TABELA 16. TFendétipos nucleares em culturas de linfdécitos humanos:
frequéncias absolutas :

X INDIV{DUOS
Tratamentos e e et i Ly
e fendétipos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
nucleares i i et bediehbeabeli B ettt
--__----__-EPEQU$HCLA -ARSOLUTA _DOS DIFERENTES FENGTIPOS
Q129 .84 150223 137 223 __16€4_.128__235__.17Q.
1....272..202_ 317 __216_.340__32322__354_ _214._ 521_-373
1 L2_...174_.129__.149 ..125_.162__.80__114__ 91___70__ 115,

__3___--5é___38___33___63-__32__ 29___30___11__ Zé______
ie oo .-..Total _€29__453_ 650 ..628__686__6250_ 662 474 _812__636_

. .0.__.125_.137_.185__237__149__278__172__169_.431 _l16l_

1,184 215 217 271 434 361 421 301 __423__457_

11 ..2....132..101_.102__158__ 111 __63___93___326__ 63 ___86
..33....52...3§__.322__.%9___23_ __12 _ 10 ____8__.22_ __15_
.............. Total  .493_.521__536__725 _715 _714__696__534__939_ 719

00130122 _ 99 264 122 237 227 __166__348__163_
__l____153_-225-_ZQQ__253__32é__5§3__32§_-222-_459 -463_

111 - _.142_.103..130 _135__.82___56__ 97 __72___62___73._
_.4_.--&Q<_ 24 . 46___29___11___ 4___16____5.__20__.20Q.
.............. Total _ 497 . 484 ..483__691__589__761_ 765_.540_.880__719._
. S.Q . ...125_.1599_.127__211__159__218_.251__199_.394__151_
10176298 ..245._.3Q7__278__484 400271 _470__438_

1V .. ___-159-_136-_16Q___82__llZ___EQ__-Zﬁ_-_&&___52_-_23_
T c B €Q._..25 __3¢__ 21 20 5 19 12 __13 __15.
--______--~TQtal__520,_Ql8__565__&21__£7§__ZZQ__Ziq__ﬁéﬁ__334-_203_
__Q 70,137 __254__.248 162 .285..243_.220__394 _183 .

o 1._..312..229__220__284__420_ _431__416__201__494__470_

\ ..2 ..199..1Q3__.83___88__ 7Q___44_ ._78___38___26__ &6 _

' Jc S €5_..20__..24__.20 ___5 1 ___18_--_3__,22-__19-
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TABELA 18. Andlise estatfstica referente 2a frequéncia relatliva dos
fensétipos nucleares

FENSTIPOS NUCLEARES

Tratamentos _.Tipoe_. QO _____ Tipo__1 _____Tipe__2 _____Tipe 3__
x (%) s x (%) s x (%) s x (%) s

i 27, 06 0,07 47,49 0,06 19,63 0,06 5,86 0,03

11 30 33 0,08 49,32 O 1 15,96 0,07 4,33 O, 03

111 28 66 0, 07 51,02 0,11 16,08 0,08 4,24 0,04

v 29, 13 0, 07 51 28 0,09 15 g7z 0,08 3,71 0,03

v 33, 45 0,08 51,54 0,09 12,11 0,07 2,89 0, O;

F
P

1,069 F
0,3828 P

0,356 F 1,308 F 1,175
0,8387 P 0,2814 P 0,3347

[}

GL = 4, 45



V. DISCUSSXO
V.. INSTABILIDADE CROMOSSOMICA
vV.i1.1. TCI

Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos nas TCI
n¥o estarem ainda totalmente elucidados, cste método tem se mostrado
muito sensfvel para se verificar s aglo mutagénica e/ou clagtogénica
dé uma grande variedade de drogas e em vdrios sistemas de teste, in-
clusive as culturas de linfécitos humanos (Wolff, 1977; Gebhart,1981).

Dados do presente trabalho indicam um pequeno, mas sig-
nificativo aumento na frequéncia de TCl nas células expostas as solu-
c3es do dcido retindico quando comparadas as culturas controle (com
DMSO puro). Tal aumento p8de ser verificado nas culturas independente

das concentracdes de 4dclido retindico utilizadas (20 e ZJ»Lg/ml de

HE1n)d .,

Estes resultados est3o em concord&ncia com dados da 1i-
teratura. Resultados semelhantes foram encontrados em culturas de lin-
fécitos de dois indivfiduos, apesar da diferenga existente na metodolo-
gia experimental (tratamento das culturas por um perfodo de 48  horas,
porém com uma concentra¢3do menor da droga, 15 e 7,5)wg/ml de meio,
Auerbach =¢ 27., 1984).

Aumento na frequéncia em TCl foi também reportado para
culturas de fibroblastos humanos tratadas por 6 horas (e depois reti-
radas da cultura étravés de troca de meio) a uma concentrag¥o que ndo
excedia 12}Lg/ml de meio de acido retindico (Juhl g¢& ar., 1978; Tetrz-

ner =& zr., 1980) .
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Os resultados da presente Investigag¢¥o mostram,por ou-
tro lado, que o aumento comprovado em TCl ocorreu de forma global nas
cultﬁras e que o Acido retindico n3o atuou preferencialmente sobre ne-
nhum grupo ou par cromossdmico, ao se considerar os cinco tratamentos
conjuntamente.

Quando foi(ram) pesquisada(s) eventual(is) troca(s)
preferencial (is) por algum grupo cromossdmico detectou-se um aumento
significativamente maior de trocas nos cromossomos do grupo C+X subme:
tidos a. qualquer um dos tratamentos do que seria esperado pelos seus
comprimentos metafdsicos e também nos do grupo A nos tratamentos 1V e
V. Este achado em relag¢3o ao grupo C+X estd em concordancia com de Pi-
na Neto e TFerrari(i1981) e Melaragno (1984).0 aumento verificado em
C+X, ocorreu em todos os tratamentos, em detrimento aos valores dos
grupos D,E F,G. N3o encontramos explicagBes para o aumenté observado
no numero de TCI no grupo A nos tratamentos IV e V.

Os dados do presente trabalho foram computados levando-
sc em consideracéo as TCl que ocorrem nas regides centroméricas. LEssas
exibem elevada incidéncia e segundo Tice gz¢ z7.,(1976) podem ser in-
clufdas nas investiga¢Bes que utilizam a andlise de TCI, por sé acre -
ditar que o cbmputo das trocas que ocorre nessa regifo ¢ relativamente
preciso.

Dois pontos merecem ainda ser AXScutidos. 0O primeiro
seria quanto a potencialidade da droga em causar alteracgB®es no DNA, j4&
que apesar das concentragdes da droga utilizadas neste trabalho terenm
sido pequenas (2 ¢ ZO/Lg/ml de meio) e por um curto espago de tempo (5
horas finais da cultura o que engloba final da fase S e fase G2 da in

térfase) foram obtidas alterag@es significativas.
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Isto conduz ao segundo ponto, que neste tdpico € o mais
signif!cante em ser considerado. A import8ncia em se enfatizar que as
lesSes primarias visualizadas através da troca entre cromdtides Irm3s
trar3¥o efeitos para a célula sobre a qual atuarem, durante todo o seu
ciclo vital, o que poderia causar danos irrecuperdvels. Resultados ob-
tidos ;o i it podem levar 3 infer@ncia do que pode ocorrer em células
somdticas e germinativas. Em células germinativas poderd levar ao apa-

recimento de individuos portadores de algum tipo de anomalia de origem

estrutural. Tm células somdticas poderd propiciar o aparecimento de
células tumorais se durante o processo de TCl ocorrer deleg¢Bes, inser-
cBes, atlvag¢¥o de sftios fragels etc o que poderia explicar o efelto

carcinogénico da droga, que jad foil comprovado em células humanas e
animals p wifeo (Smith ¢ zf., 1975; Lotan go¢ aJ., 1983; Gensler ¢

xxxxx

af., 1985, Tammi g+ a7 1985; Konohama ¢ ar., 1987).

B
A A m

V.1.2. ABERRACSLES CROMOSS6MICAS

As aberracg®es cromossbmicas observadas neste trabalho
limitam-se a falhas e quebras cromoss&micas ou cromatfdicas. Tats
aberrac8es ocorreram igualmente tanto nas culturas tratadas com 4&cido
retinéico como nas controle (com DMSO puro).

Nos experimentos realizados por- Auerbach g¢ x7, (1984)
em culturas de linfdécitos submetidas a tratamento com 4dcido retindico,
apesar do pequeno numero de indivfduos e das condig¢Bes experimentais
terem sido diferentes, conforme citado anteriormente, os resultades

obtidos foram semélhantos aos deste trabalho.
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Para explicarmos a baixa capacidade do acido retindico
em promover o aﬁarecimento de aberracdes cromossbmicas estruturals,
especlafmente as cromatfdicas neste trabalho podemos levantar trés hi -
pdteses:
1°) a droga em estudo teria grande capacidade de indug¥o de TCl e bat-
xa clastogenicidade; B
2¢) a droga n¥o teria atuado na fase do ciclo celular necessdria a
evidenciag3o do seu efelto clastogénico;
3e) as aberracBes ocorridas seriam de tal grandeza que teriam levado a
célula a3 morte em uma fase final da intérfase, n3o podendo, pols, se-
rem detectadas.

Em relag¥o 2 primeira hipsStese os presentes resultados
sé permitem concluir que o acido retindico tem grande capaclidade de
inducdo de TCl. A respeito da clastogenicidade em relacdo as aberra-
¢Ses do tipo cromatfdicas os presentes resultados permitem inferir que
seu efeito foi muito baixo nas condi¢Bes do experimento; podendo ser
devido a nZo atua¢¥o na fase do ciclo celular necesséria a evidencia-
c3o do seu efeito clastogénico. Para se poder concluir algo acerca da
clastogenicidade do tipo cromoss8mico, novos experimentos deveriam ser
recalizados, onde a droga permanecesse agindo na cultura de linfdcitos
humanos por um perfodo mals longo, mas com concentrag¢Bes de dcido re-
tindico menores, dada a sua capacidade de inibir a sintese de DNA.

J4 em relag3o 2 terceira hipdtese, ela parece n%o ter
ocorrido, considerando- se concomitantemente a estes resultados aqueles
obttdos nas contagens de fndice mitético, os quais mostraram n3o haver

diferenca signifiéativa entre as -ulturas tratadas e as controles.
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Os resultados deste trabalho indicam que nas condig¢8es
utilizadas o dcido retindico parece pertencer ao grupo de drogas capa-

zes de induzir TCI e com baixo efeito clastogénico.

V.2. CINETICA CELULAR
V.2.1. {NDICE MITSTICO

Os resultados obtidos estariam de acordo com o relato
de um grupo de pesqulsadofes de que o 4cido retindico n3o seria capaz
de promover nem a inibig3o nem a proliferag3o da multiplicagdo celu-
lar, em culturas de linfdécitos humanos onde n3o houvesse ocorrido a
separagdo prévia dos tipos T e B (Abb e Deinhardt, 1980; Valone e DPa-
yan, 1335).

¥ importante ressaltar que a auséncia de modificagBes
nos valores de fndice mitético sé ocorreu devido as condig¢8es de tempo
de incubaco e concentrac3o de acido retindico a que foram expostas as
culturas nesta investigac3o. Os estudos preliminares indicam que o
mator tempo de exposig¥o ou maior concentragdo do dcido retindico de-
terminou destrui¢3o total ou parcial das culturas.

O fato do 4cido retindico n3o ter promovido nenhum tipo
de alterag¢¥o sobre as culturas de linfécltos pode ser explicado pelos
seus efeitos antagdnicos sobre linfécitos B e T. Ao agir sobre linfd
citos T o dcldo retindico promové sua ativag3do com intensa multiplica-
¢¥%o celular. Em éontrapartida, quando atuz sobre linfdcitos B had in-
tensa inilbi¢¥o da sintese de DNA e, consequentemente ,da proliferac3o

celular.



80

V.2.2. FREQUENCIA DAS Ce£LULAS EM DIFERENTES GERACSES

O percentual de células em diferentes geragdes em cul-
tura permite uma melhor elucidag¥o do comportamento celular em relag3o
42 cinética (Melaragno, 1982).

Neste trabalho, a comparag3o das culturas tratadas com
dcido retindico, com as controle n%o revelou diferengas significativas
quanto 2 frequéncia de células em diferentes geragBes. Para todos os
tratamentos os testes estatf{sticos mostraram haver um predominio das
células em 2¢ gerag3o, seguidas pelas de 12 e de 32 ou mais geragles.

Apesar dos dados controversos existentes na literatura
acerca do tempo ideal de cultura para se obter um grande numero de cé-
lulas em 22 gerag¥o, um grande numero de pesquisadores concordam com o
tempo de 72 horas, inclusive Auerbach gf a7, (1984), no trabalho que
realizaram sobre &cido retinéico e culturas de linfécitos. Tals auto-
res, no entanto, n%o relataram o percentual encontrado de células enm

cada gerag¢?o.
V.2.3. FENSTIPOS NUCLEARES

A andlise dos fendtipos nuclearés de linfdécitos em cul-
tura fol realizada no intuito de se demonstrar alteracdes que even-
tualmente houvessem ocorrido em decorréncia do uso do &cido retindico
e que n3o pudessem ser detectadas através da andlise de metafases

(Carvalho ¢ 27., 1988).
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Auerbach ¢ zr. (1984), apesar de n3o terem realizado

contagens, sugeriam que talvez o dcido retindico fosse capaz de promo;

ver mudang¢as nos fendtipos ﬁucleares.

Neste trabalho, no entanto, n%o foram detectadas alte-
racBes em frequéncias relattivas de nenhum dos fendtipos nucleares em
funcio do tratamento pelo dcido retindico. lsto pode ter sido ocasio-
nado pelo fato da droga-nem inibir nem estimular a diferenciagdo blds-
tica ou ao curto espago de tempo de sua atuag3o sobre a cultura e/ou

ainda a concentra¢¥o da droga utilizada ter sido insuficiente.
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Vi. CONCLUSBES

1. llouve um discreto, mas significativo aumento na
frequéncia de trocas entre cromdtides irm¥s (TCI) em linfdcitos huma-
nos de culturas tratadas com &clido retindico, independente da concen-
tragdo usada.

2. N30 foram promovidas TCl preferenciais sobre nenhum
par ou grupo cromossOmico nas células tratadas.

3. N3o se constatou que o dcido retindico fosse capaz -
de provocar aberrac¢Bes cromossfmicas numdéricas e/ou estruturais, com
significéncia estatfistica nas condic¢cB®es utilizadas no trabatho.

4, 0 4cido retindico n%o fol capaz de promover altera-
c8%es nos valores de fndice mitético nem interferiu na velocidade da
multiplicagdo celular;

5. N%o foram encontradas alteragdes nas frequéncias re-
lativas dos fendtipos nucleares dos linfécitos ativados no material
tratado com acido retindico. PMPara todos os tratamentos analisados, o

fenétipo 1 apresentou a major frequéncia relativa, seguido pelos tipos

€. Embora em diversos dos aspectos estudados o 4cido
retindico n%o tenha provocado alterag¢Bes, ao afetar o padr3o de fre-
quéncias de TCl candidata-se a potencializar anomalias a nfvel da ex-

press3do génica.
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Vil. RESUNO

A posslbilldade de provocar instabllidade e alteragdes
na cinética celular pelo scido retindico, 4cido derivado da vitamina
A, em cromossomos humanos, fol pesquisada em culturas de linfdécitos de
10 individuos do sexo feminino entre 20 e 30 anos de um grupo conside-
rado controle.

Para tal foram utilizadas culturas incubadés nas Ulti-
mas 5 horas com acido retindico em concentrac¢d8es de ZO}Lg/ml de metio
e 21Lg/m] de meio. 0O dcido retindico foi dilufdo em DMS0O e apresentou
como concentrago final na cultura de linfécitos 0,5% v/v e 0,05% v/v,
respectivamente. Foram obtidas também culturas controle com DMSO puro
nas concent;aqﬁes supra-cltadas e sem nenhuma droga. Utilizaram-se
frascocs em duplicata para cada situag3o experimental, um crescido na
presenga de BrdU e outro sem esta droga..

| Nas culturas crescidas em presenga de BrdU foram reali-
zadas contagens de trocas entre cromdtides irm3s e frequéncia de metéd-
fases em diferentes geragdes celulares e nas mantidas na auséncia de
BrdU frequéncia de aberrag¢des numéricas e/ou estruturais, fndice mits-
tico e frequéncia relativa de fendétipos nucleares.

A instabiltidade cromossémica fol pesquisada através das
frequéncias de trocas entre cromdtides irm3s e de aberragBes numéricas
e/ou estruturals e a cinética celular, através dos valores de f{ndice
mitético, frequéncia relativa de células nas diferentes geraglBes e
frequéncia relativa dos fendtipos nucleares.

A andlise estatfstica dos dados permitiu concluir que o

dcido retindico promoveu um pequeno mas significativo aumento na fre-
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quéncia de trocas entre crométides irm3¥s em linfdcitos em cultura, in-
dependente da concentrag3o da droga utilizada. Este aumento ocorreu de
forma global na cultura, sem preferé&ncia por nenhuma regido, par ou
grupo cromossbmico. DPor outro lado, ele n3o fol capaz de provocar
aberra¢8es cromoss8micas numéricas e/ou estruturals estatisticamente
significativas.

Em relag3o a cinética celular e dadas as condi¢Bes uti-

lizadas neste trabalho, n%o foram constatadas alterag@es significati-

vas promovidas pelo dcido retindico.
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VIlI. SUMMARY

The possibility of using retinoic acid (derived fron
Vitamin A) to provoke instability and alterations in +the cellular
kinetics of human chromosomes, was studied in cultures of Ilymphocytes
from 10 women, considered to be a control group, all between 20 and 30
years of age.

Cultures were incubated for the last 5 hours in media
containing retinoic acid at concentrations of 20}$g/ml and 2 )xg/ml.
The retinoic acid was diluted in DMSO and presented concentrations of
0.5% wv/v and 0.05% v/v respectivally in the cultures of Ilymphocytes.
Control cultures were also prepared containing pure DMSO in the same
concentrations but containing no drug. Duplicate flasks were used in
each experimental situation, one grown in the presence of DBrdlU and the
other in its absence.

Counts of crossing over between siste; chromatids and

the frequency of metaphases in different cellular generations were

determined in the cultures grown in the presence of DBrdU. In those
grown without BrdU, the frequency of numerical and/or structural
aberrations was determined, and also the mytotic index and the

relative frequency of nuclear phenotypes.

Chromosomic instability was 1ﬁvestlgated using the
frequency of crossing over between sister chromatids and numerical
and/or structural aberrations. Cellular kinetics were investigated
through the wvalues for mitotic iIndex, relative frequency of the

diffcerent generations of cells and the relative frequency of nuclear

phenotypes.
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A statistical analysis of the data allows one to
conclude that retinoic acid provoked a small, but significant Increase
in the frequency .of crossing over between sister chromatids 1in
cultured lymphocytes, independent of the concentration of drug used.
This increase occurred throughout the culture, with no preference for
region or chromosomic pair or group. On the other hand, it was not
capable of causing significant numerical and/or structural chromosomic
aberrations.

With respect to the cellular kinetics and given the
condltions used in this research, no significant alterations provoked

by the retinoic acid were detected.
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APENDICE 1I.

IDENTIFICACKO DA CASUISTICA

Ne AMOSTRA | IDENTIFICACXO ' IDADE (anos)

01 | MLTD ! 24
02 I NLV ! 24
03 I JMC ! 24
04 I R | 22
05 11 1 25
06 I MZ 1 28
07 ! JB ! 24
03 1 ELS | 28
09 I M | 21

10 | CRF | 28
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APENDICE 11

Dados referentes 3s falhas cromatfdicas por grupos cromossé-
micos em culturas de linfdécitos humanos: valores absolutos.
Tratamentos INDIV{DUOS
e grupos R il bbbl bt el ihadest e
cromossdmicos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
PRESENCA DE FALIIAS CROMATIDICAS
_.-‘._-----_--__-EDB-QBUPQS-QRQHQEEQHLQDS_;__-____-_,-__
Y S 2._..3_...2.__.2__ .\ __ 1 __ 3. __. 3. ___1__._.2__
.. aBo L S S U: S-S SUNNE S
C.+ X .. 5. _._.4____5 __. 4 __ 2 __ 3 __.4_ ___B___.5 ___5 .
I ...Do . e.___4___1 _ _ 2 _ . _____.\ __.4_ ___ Yy _ _______1__
R - S D - 2 S D S

e

S 5

................. G -

R - S 1. .4 2 .2 .2 __y Y A ______..2 .
U ¢ R e M M3 2
CoeX .3 ._5 .3 ___.3 __2 3 __ 6.7 .5 ___B _
11 SRR * SN SN~ SV U SUpS Y-Sy WU SO
CLE Ly )

I R S S R R

................. Py U

Y VA RO~ SR S SIS SUPRPUE -y UPINY: NP S

D ¢ S 1ol 2 M __ A ___5 __.3___.2.

C.o4 X .5 ... 3. ___4____\_ __3___ 3 __ 5 __ 5 __ 2 __5_

I11 DY B2 & A2 ___d___2
: S R b ISR (PR A S SUREC S SN

S S O S

................. U

N S S T S U S T
S P - T S-S S S
Co# XA _d.__ 5. _ 2 ________ 3___ 3 _______. 2 ___5__
v C..D . 1o B2l R 2 3. __l______
. E... .. 1ol M l2__l2.___1__

SRR P S

SRR S S S

Y YRR 2 ol o2 M2 _____1__
Bl I S - S

Co¢ X .3 .. .3.__.4__ _ 3 __ 2 _______4 __ 4 ___4___ 6 _

v Do .. 2 2 2 2 2 ____2 A . ____
B 2. 2. _ 2 2 2 2 _ 1 ___A__

T S S

................. O e e e

OBS.: Os espa¢os em branco significam que n¥%o foram observadas falhas
cromatfdicas.
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APENDICE 111

Dados referentes as falhas ilsocromatfdicas por grupos cromos-
sémicos em culturas de linfdécitos humanos: valores absolutos.

Tratamentos
e grupos

IND1V{DUOS

cromossbébmicos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Il

v

PRESENCA DL FALHA 1SOCROMAT {DICAS
POR_GRUPOS_CROMOSS6MICOS. .

I A S T SO S S
B 1 e

c D e e
S
U
U U U

oA ; IR SN S NS SUp

S & S ey SO
RO D SR AR S . e SO .
C.be Y o
B O S O

T o e e e e e e e

B Y e
D - S S
B DU SU

C £ X ..

P e e e e

e e e e 2

e e o e e
R U U,

O e e e e

S e e e e e e e e e e e e e e —
R I
o S S T
I
L e e e e o
U U
c O e e e
B e
B e
ey X o )

BTl
T i
O S,

OB5.: Os espacgos em branco significam quo n¥%o foram observadas falhas
isocromatfdicas.
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APENDICE 1V

Dados referentes as quebras cromatfdicas por grupos cromossbd:
micos em culturas de linfdcitos humanos: dados absolutos

Tratamentos INDIV(DUQOS
e grupos R T
cromossdmicos 01 02 03 04 05 06 07 083 09 10

PRESENCA DE QUEBRAS CROMATDICAS
-POR_GRUPOS_CROMOSSEMICQS_

s S O

B

C+xX_ 1. .. 112 11

1 -D.. e e e e e e e
B SOy

I O e e e
PSS

< R
VN S

B O . S S S

| D .
B e e e
VU N
................. G e
A
B .

O G S A

II1 5 I S
S e e e e =

D Y e

m o L o e
ALl o

SO SR

A T R Y T S
1V

AU UPERET SN

..... L e

......................... D S

D

E
R

G

A

B

A [P S S
B O b RSSO SSE P S

v . D e e e e -
R

r
B L e e e

T o 2

035.: Os espagos em branco significam que n3o foram observadas quebras
cromossdmicas.
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APENDICE V

Dados referentes as quebras isocromatfdicas por grupos cromos
s8micos em culturas de linfécitos humanos: dados absolutos.
Tratamentos INDIV{DUQS
e grupos R
cromossdmicos - 01 02 03 04 05 06 07 038 03 10
PRESENCA DE QUEBRAS ISOCROMATI(DICAS
__________-----___--____-_.-___-_EQB_QBHEQS_CRQHQSSQM1Q0°f_-_--_______-

Y . R o ol

O

L, . S U e

R PP

s e

................. G e e e e e e e -
VRO ORIV SO S
oW

SR OFE. D SIS U . W N

It

oD

U
B B

B O

11l D

B U

T D S
................. G e e e e e e e e
- S
VIS S

RO D U WP -< NNV U S

Iv B . S
S

T SRS

................. G e e

N [ S
8 2

G % X e

v U :

I

S
................ N+ 2

0OB5.: Os espacos em branco significam que n3%o foram observadas quebras
isocromatfdicas



