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I. INTRODUCAO

A oxamniquine (6-hidroximetil~-2-isopropilamino-
-metil-7-nitro-1,2,3,4-tetrahidroquinoleina), uma droga usada
com bastante eficiéncia no tratamento da esquistossomose, foi
descrita inicialmente em 1969, por RICHARDS & FOSTER. Ela &
preparada a partir do composto UK-3883 por hidroxilacgao micro-
bioldgica na presenga do fungo Aspergillus selerotiorum. Ca
racteriza-se por possuir consideravel atividadg esquistogsomi-
cida e baixa toxicidade em animais de laboratdrio.’ Quando
administrada em camundongos, coelhos, caes e macacés por wvia
oral ou intramuscular, a oxamniquine nac produziu efeitos cola
terais graves ou toxicidade (FOSTER, 1973). Em camundongos,
a administragao oral de 750 mg/kg/dia da droga durante 30 dias
consecutivos provocou aparecimento de ligeiras altéragaes moxr-
foldgicas no figado (mas nenhuma alteracdo nos niveis de tran-
saminase glutdmico oxalacética e transaminase glutdmico piravi
ca) e um decréscimo na frequéncia de leucdcitos e hemacias

(FOSTER, 1973).

No homem  tem sido relatado que a administracgao
da droga através da inje¢do intramuscular causa dois efeitos
colaterais .constantes. Primeiro, uma dor intensa, endureci-
mento, calor e rubor no local da injecao (COUTINHO et al.,
1973; FOSTER, 1973). 0 segundo efeito colateral & febre le-
ve e moderada (379C a 38,59C), relatada para 22,9% dos pacien
tes com esquistossomose mansdnica, submetidos ao tratamento
com oxamniguine (COUTINHO. .et.al., 1973). A analise do hemo-

grama nestes pacientes nao mostrou nenhuma alteracdo das  sé=



ries vermelha e branca. O estudo comparativo da radiografia
do térax nao revelou alteragdo significativa no coragdo e nos
pulmoes (COUTINHO et al., 1973). Tdo pouco qualquer altera-
¢do no figado foi observada, empregando-se para estudo biopsia

hepdtica (SILVA et al., 1973).

No entando, alguns autores (COUTINHO et al.,
1973; KATZ et al., 1973; PEDRO et al., 1973) relataram cer-
tas alteragaes eletrocardiograficas em. alguns de seus pacien—

tes tratados com oxamniguine, Essas alteragoes parecem indi-

car, pelo menos nos pacientes referidos por KATZ. e.colaborado~ .o

res (1973), andxia do miocdrdio e hipertensio pulmonar. A por
centagem dos pacientes com alteracoes nos eletrocardiogramas
apbs tratamento com oxamniquine variou conforme o grupo estuda
do: 3% (PEDRO et al.,, 1973), 3,7% (COUTINHO et al., 1973)

e 35,4% (KATZ et al., 1973}).

Estudos ao nivel celular mostram que o uso da
oxamniquine ndo acarreta aberragdes cromossdmicas in  vitro
(HOLDEN et al., 1974) nem tdo pouco em pacientes portadores
de esquistossomose (MONSALVE et al,, 1976). N3o se sabe, po-
rém, se ela atua nos cromossomos, -ao nivel do DNA, alterando a
sua conformagdo e a sua complexagado com proteinas ‘como aconte
ce, por exemplo, em células tratadas com hycanthone (MELLO et

al., 1978).

O hycanthone & também uma droga utilizada para
tratamentos clinicos da esquistossomose, introduzida anterior—
.mente a oxamnigquine, e com algumas contramindicaQSes. Ele
induz anomalias cromossbmicas em linfdcitos humanos, medula

Ossea de ratos e em células vegetais (OBE, 1969; GREEN et al.,



1973; ROCHA & KATZ, 1973; SIEBER et al., 1973). Também
induz decréscimo nos Indices mitdticos e blogueios mitdticos

(ROCHA & KATZ, 1973).

Em nivel molecular, o hycanthone se intercala
no interior da molécula de DNA alterando a sua conformagio em
dupla hélice e afetando a sua complexagao com proteinas. Des
ta forma, surgem alteracOes nas propriedades de basofilia e
birrefringéncia dos cromossomos tratados com solugdo de  azul
de toluidina a pH 4,0, o que foi verificado em células meriste

maticas de All<Zum cepa (MELLO et al., 1978).

Os padroes de basofilia e anisotropia nucleares
lde material animal ou vegetal tratado com solucdo de azul de
toluidina se devem a ligacao de moléculas de azul de toluidina
com os grupos fosfatos disponiveis (nao ligados a proteina)

de DNA e RNA (LISON, 1960; MELLO & VIDAL, 1974). Quando as

moléculas de azul de toluidina se ligam a fios de DNA puro,
elas formam uma hélice em torno da dupla hélice do DNA. Uma
vez que as moléculas de azul de toluidina se ligam a . grupos
fosfatos prOximos os elétrons ressonantes das moléculas de

corante interagem entre si. Assim, um fio de DNA purc com a
grande maioria de seus grupos fosfatos ligados.a moléculas de
azul de toluidina ir& apresentar uma basofilia metacromitica
{(cor violeta escuro} caracterizada por uma curva eépectral de
absorgao com um pico em A = 550 nm. A birrefringéncia, por
éua vez, apresenta-se com uma cor de interferéncia amarela-es
verdeada brilhante. Ja para o caso de moldculas de DNP, onde
parte - dos grupos fosfatos do DNA estao bloqueados por protéi-

na, menos moléculas de azul de toluidina podem se ligar aoc DNA.



Além disso, a distlncia entre as moldculas do corante & em ge~
ral maior do gue no caso dos fios de DNA puro. A basofilia
entao ira se apresentar também metacromatica, porém em cor

violeta mais claro (1iladz ou violeta-azulada) e o pico da res-

pectiva curva espectral de absorc¢ac se deslocari para A\ ao
redor de 580 nm. A birrefringéncia mostra também uma cor
amarela-esverdeada brilhante. Porém, se de algum modo a digw

ponibilidade dos grupos fosfatos diminuir de forma que apenas
algumas poucas moléculas de azul de toluidina possam se ligarx
a grupos fosfatos do DNA, nao prdximos entre si (ex.: nficleos
de espermatozdide de gafanhoto em que a proteina complexada ao
DNA & extremamente rica em residuos de arginina) (MELLO &
VIDAL, 1977) n&o ocorrerd a interacgdao eletrdnica entre aslmolé
culas de azul de toluidina como acinma mencionado, a basofilia
se apresentari em cor esverdeada, o pico de absorgéo da curva
espectral se deslocando, portanto, para A = 630 nm. Neste
caso, a birrefringéncia detectada serid apenas i correspondente
ao proprio DNA e terd uma cor branca palida, diferindo daquela
que & devida a orientagﬁo molecular do DNA, ela mesmo, mais a
orientagao dos polimeros de moléculas de azul de  toluidina
(MELLO & VIDAL, 15%77). Nao se pode esquecer a possibilidade
de intercalagao de moléculas de azul de toluidina entre as
bases; mas nestas condigOes também ndo hd interacgio entre os
f elétrons das moléculas de cofante, e o pico de absorcdo se-

ria observado acima de 630 nm (MIURA & OHBA, 1967).

Em células de Allium cepa tratadas com oxamni-—
quine, no entanto, os padrodoes de basofilia nuclear, anisotro-
pia nuclear, bem como os valores dos Indices mitdticos permane

cem inalterados (BECHARA & MELLO, 1979). No entanto, estes



dados nao puderam ser extrapolados para células animais, uma
vez que nao se conhece se a oxamniquine necessita ser metaboli
zada no organismo para manifestar sua agao. Por esta razao,
nos pareceu de interesse analisar os padroes de basofilia e
anisotropia nucleares de hepatdcitos, de células do mitsculo
cardiaco e de linf8citos de camundongos tratados com oxamni-
quine, o que & um dos objetivos do presente trabalho. Os ni-
cleos corados com solugao de azul de toluidina a pH 4,0 foram
analisados ao microespectrofotdmetro e ac microscdpio de pola-
rizagao e os dados obtidos para os animais tratados foram com-

parados com os de animais controle.

Por outro lado, em face aos dados de alteragaes
nos eletrocardiogramas de alguns seres humanos trata&os com
oxamniquine, conforme ji mencionado acima, uma possibilidade
poderia ser levantada de que alteracdes celulares e/ou nuclea-

res pudessem também ocorrer em coracdes de animais tratados.

Sabe-se que certas alteragoes metabdlicas (exemplo, - hipdxia
por altitude) podem induzir hipertrofia cardiaca (STERE et
al., 1978). Por outro lado, muitas vezes a hipertrofia se

reflete no tamanho nuclear e mesmo no conteiido de DNA dos ni-
cleos da musculatura cardiaca (SANDRITTER et al., 1964;

FISCHER et al., 1970; ADLER, 1976).

Como indicacao de que alteracdes desse tipo
pudessem ser induzidas pela oxamniquine na musculatura cardla-
ca de animais tratados comparada 3 de animais contrcle, a
constatacao de ﬁma modificacao da frequéncia de tipos nuclea-
res, classificados ségundo tamanho e forma, sem divida seria
de valor. Um levantamento deste tipo foi realizado tambim nes

te trabalho e constitui o segundo objetivo do mesmo.



II. MATERIAIS E METODOS

1. Basofilia e anisotropia nucleares

Foram utilizados 10 camundongos machos com 3 me
ses de idade e peso igual a 35,5 ¢ I 1,3 criados no 1laboratd-

rio.

0,31 ml de solugao de Mansil xarope (da marca
Pfizer) contendo 15,5 mg de oxamniquine (solugdo final 17,9 x
10_2 M), foram administrados aos commdongos por via oral,
pela técnica de entubacgac (portanto, 436 mg/Kg). A dose efi-

caz em camundongos & de 44 mg/Kg e letal, 1300 mg/Xg (FOSTER,

1973). Dois camundongos, considerados controle, receberam
apenas agua. Os camundongos foram sacrificados, por decapita
¢ao, apds diversos tempos de administragao da droga (12 hs,

24 hs, 48 hs, 7 dias). No momento da decapitacgdo, colheu-se
sangue dos animais, efetuando-se esfregago do mesmo. Dos ca-
mundongos ainda, retiraram-se o figado e o miocardio. Usan-
do-se fatias de figado foram feitos decalgues sobre laminas.
Fragmentos do misculo cardiaco foram utilizados para esmaga-
mento. Dois animais experimentais foram sacrificados em cada
tempo. Dois animais controle foram sacrificados concomitante
mente aos animais exXperimentais mortos, contando~se 24 horas e

7 dias apds administracac da droga.

O sangue para os esfregacos foi colhido em um

beker contendo EDTA a 3% para evitar a coagulagao. A seguir,

com o auxilio de uma pipeta Pasteur, uma gota dessa mistura



{sangue + EDTA) foi depositada em cada lamina e feitos = os
esfregagos. As laminas foram deixadas secar, depois mergﬁ—
lhadas em solucao de etanol acético (3:1) por aproximadamente
2 minutés, a segulr em etanol a 70% (1 minuto) e entéo‘ deixa-
das secar ao ar. De cada animal foram preparadas 5 laminas

de esfregago de sangue.

Com relagao aos decalques de figado, estes fo-
ram obtidos encostando-se levemente a superficie plana de uma
fatia de figado as laminas. Estas foram, entao, mergulhadas
em etanol acético (3:1) por 2 minutos, depois em etanol a 70%
por 1 minuto é deixadas secar ao ar. De cada animal foram

preparadas 5 laminas com decalques.

Quanto aoc miocardio, seu dpex (GRANT, 1946) foi
removido e fixado em etanol acético (3:1) por 5 a 10 minutos.
Pequenos fragmentos do misculo cardiaco (1 mm, aproximadamen-

te) foram, entado, colocados sobre as laminas , sobre as quais

ja havia sido depositada uma gota de acido acético a 45%,
Estes fragmentos foram a sequir dissociados com estiletes e
esmagados, entre lamina e laminula. As laminulas foram remo-

vidas, congelando-se os preparados em nitrogénio liquido. As
laminas foram, em seguida, mergulhadas em etanol a 70% por 1
minuto e deixadas secar ao ar. De cada camundongo foram pre-

paradas 5 laminas de esmagamento de miocardio.

Todas as laminas foram coradas com solugao de
azul de toluidina a pH 4,0 por 15 minutos. (LISON, 1960), apds

as mesmas terem sido mergulhadas em agua destilada por 5 minu-

tos e tratadas por uma solugﬁo aquosa a 0,05% de RNAse (Sigma)



por 90 minutos a 37@ C. A seguir, foram lavadas com agua des
tiiada e postas para secar ao ar, Depois de bem secos OS
preparados, foram eles diafanizados em xilol por 15 minutos e

montados em balsamo do Canada (VIDAL, 1972).

De todas as laminas foram feitas observacgoes
visuais da basocfilia e anisotropia nucleares. Para as medi-
das citofotométricas de absorbancia foram escolhidas as 1lami-
nas correspondentes aos tempos de administragio da droga de
12 horas e 7 dias e laminas controle. Tais medidas foram efe
tuadas em citofotOmetro Zeiss equipado com fotdmetro 0l e foto
multiplicador EMI 6256. As condigoOes operacionais de medida
foram as seguintes: objetiva 63/0.9, optovar 2, diafragma de
medida com didmetro igual a 0,16 mm, diafragma de campo com
diametro igual a 0,2 mm, A= 500 a 625 nm e luz nac polariza-
da. Com asmedidas de absorbancia foram determinadas curvas de
basofilia a partir das quais se constatou o comprimento de
onda do pico de absorgao. Calculou-se também o valor dos

indices metacromaticos (IM) a partir dos dados de absorbancia

Bi- 555 nm 7= 625 nm

Para este calculo foram utilizadas 5 medidas das absorbancias

(A) em A= 625 nm e A= 555 nm (IM=

em cada condigao experimental. Os valores de IM foram depois

comparados estatisticamente entre si.

Para os nicleos de células do nmiisculo cardiaco
foram feitas medidas de absorbancia, em separado, para regioes
de eucromatina mais compacta e para regioes de eucromatina
mais frouxa. Neste caso, examinaram-se, também, preparados
de camundongos apos 30 dias de tratamento com a droga e de um

animal controle com idade correspondente a esse tempo.



As observagoes de anisotropia foram feitas nos
mesmos preparados, corados com solugéo de azul de toluiﬁiua,
em fotomicroscépio Pol-Zeiss, utilizando-se objetiva Plan
40/0.65, optovar 1,25 e 1,6, compensador de Bricek8hler A/10 e

luz UV polarizada.

2. Frequéncia de tipos nucleares de cé&lulas do misculo cardia-

co

Foram utilizados 14 camundongos machos, criados
*—'. . . +
no laboratorio, com 3 meses de idade e peso igual a 35,5 g -

1,3.

Destes, 10 receberam a solugéo de Mansil xarope
na mesma quantidade e da mesma maneira ﬁé descrita no tdpico 1
e 4 constituiramso'grupo controle. Trinta dias apds a admi-
nistracao da droga os camundongos foram sacrificados por deca-

pitacao, simultaneamente aos camundongos do grupo controle.

O dpex (GRANT, 1946) do miocardio destes  ani-
mais foi fixado em etanol acético (3:1) por 5 a 10 minutos.,
Pequenos.fragmentos do miisculo cardiaco (1 mm, aproximadamen-—
te) foram, entao, esmagados como descrito no tdpico 1. Foram
preparadas 3 laminas com material de cada camundongo tratado
e 4 laminas de cada camundongo controle. Todos estes prepara
dos foram submetidos a reagao de Feulgen, em que a hidrdlise
dcida se processou em HCl 4N durante 1 hora e 5 minutos, & tem
peratura de 259 C, No preparo do reativo de Schiff foi utili
zada fucsina basica da marca Carlo Erba. ApOs a reagao, oOs

preparados foram desidratados, diafanizados em xilol por 10 mi



nutos e montados em balsamo do Canada.

De todas as laminas foram determinadas as fre-
guéncias de 7 tipos nucleares classificados segundo tamanho e
forma. Os campos de medida foram escolhidos ao acaso e as

contagens efetuadas conforme exposto na Tabela I.

As contagens foram efetuadas em um microscdpio
binocular da Zeiss, utilizando-se para tal ocular 8x, optovar

2x e objetiva 40x.
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ITI. RESULTADOS

1. Basofilia e anisotropia nucleares

Os aspectos da basofilia e da anisotropia de
nacleos de hepatdcitos de camundongos tratados com RNAse e co-
rados com solugao de azul de toluidina sdo mostrados nas Figu-
ras 1 a 9. Tanto em termos de basofilia como de anisotropia
nao foram encontradas diferencas em aspecto visual guando se
comparam os niicleos de hepatOcitos de animais controle (Figu-
ras 1 a 3) com o8 provenientes de'éhimais tratados com oxamni-
guine (Figuras 4 a 9). De modo geral a birrefringéncia  dos
nlicleos apresentou-se fraca e de dificil documentagao (Figuras

3, 5, 7, 9).

Partindo-se da observacac de gue 0s aspectos vi
suais de basofilia s3o idénticos para as varias condigCes expe
rimentais utilizadas neste trabalho, foram determinadas curvas
espectrais de absorcao apenas para os animais controle e para
agueles cujo tempo de administracao da droga havia sido de
12 horas e 7 dias. Quando se compararam as curvas de absor-
gao dos nucleos de hepatécitbs nessas condicoes experimentais,
nao foram encontradas diferengas quanto ao A do pico de absor- .

caoc (Tabela II : A = 580 nm).

As curvas de absorgac neste caso foram sempre

determinadas em areas nucleares de cromatina mais frouxa,
nao abrangendo cromocentros e afastando-se, portanto, a pos-

sibilidade de ocorrerem erros distribucionais. 0s cromo-



FIGURAS 1 a 5

Nicleos de hepatdcitos de camundongos cora-
dos com solugao de azul de toluidina a pH
4,0 apos tratamento com RNAse. As figs. 1,
2 e 3 mostram os nicleos de animais controle
e as figs. 4 e 5 os de animais sacrificados
12 horas apds administrag¢dc de oxamniguine.

As setas nas figs. 1, 2 e 4 indicam tipos de

nicleos utilizados para as medidas citofoto-

métricas. As figs. 3 e 5 s3do imagens de
birrefringéncia das figs. 2 e 4, respectiva-
mente., A letra A nas figs. 2 e 3 indica
o mesmo nicleo em duas diferentes situagoes
de observagao. Tdem para as figs. 4 e 5,

X 672,
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FIGURAS 6 a 9

Nicleos de hepatdcitos de comundongos cora-
dos com solucac de azul de toluidina a pH

4,0 apbs tratamento com RNAse. As figs. 6

e 7 mostram os niicleos de animais sacrifica-

dos 12 horas apds administragao de oxamniqui
ne. As figs. 8 e 9 mostram os niicleos de
animais sacrificados 7 dias apds administra

caoc da droga. As setas nas figs. 6 e 8 in-

dj.cam tipos de niicleos usados para as medi-
das citofotométricas. As figs. 7 e 9 sdo
iﬁagéns de biéiéfringéneia das figs. 6 e 8,
respectivamente. A letra E nas figs. 6 e
7 indica o mesmo nidcleo em duas diferentes

situacoes de observagao. Idem para as

figs. 8 e 9. X 672,
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TABELA II - Picos de absorgao e Indices metacromiticos obtidos
das curvas espectrais de niicleos de hepatdcitos de
camundongo corados com solucao de azul de toluidi-

na a pH 4,0 apds tratamento com RNAse.

Condigoes experimentais X dopim de Indices metacromaticos
- " +
absorcao (nm) X-8) (n=05)

Controle* | 580 1,348 < 0,229
12 hs apSs administracao N
de oxamiquine
7 dias apds administra-

580 1,154 + 0,105

cao de oxamniquine

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles que haviam rece

bido a droga 24 horas antes.

-centros nao puderam ter medidas efetuadas unicamente sobre sua
drea, pois esta € reduzida demais para tal. De preferéncia
foram escolhidos para medida niucleos como os apontados na Fig.
1 (provavelmente 8n), com areas ideais para medida citofotomé-
trica. Exemplos das curvas espectrais sao encontrados no Gré
fico I.  As curvas deste grafico foram construidas com o obje
tivo Gnico de se mostrar o A do maximo de abéorgao. Também na
Tabela II acham-se relatados os valores dos Indices metacroma-

ticos nas diversas condigoes ja mencionadas. Esses Indices

foram comparados entre si (teste t e analise de variancia),



GRAFICO I - -Curvas espectrais de absorcao de niicleos de hepa
técitos corados com solugao de azul de toluidina

a pH 4,0 apds tratamento com RNAse.

- controle*

-
x - 12 horas apds administragao de oxamniquine
o - 7 dias apds administragao de oxamniquine

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles que haviam rece

bido a droga 24 horas antes.

A = absorbancia
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quando ficou determinado que diferencgas entre cada par de mé-

dias nao sao estatisticamente significantes (P (Tabe-

0,01)
las III e IV).

TABELA III - Teste t calculado para as médias dos Tndices meta
cromiaticos. de nlcleos de hepatdcitos de camundon-

go (referentes a Tabela II).

Condicces experimentais

o
@
F

Controle X 12 hs. apds
administracao da droga 0:543<t0'05=-2,306 8

Controle X 7 dias apds
administragao da droga 1;796<t0'05=-2,306 8

12 hs X 7 dias apds 3. 355
administragio da droga by, 05727 306<2,491<t, )= 3 8

TABELA IV - Analise de varidncia calculada para os Indices me-
tacromdticos de niicleos de hepatdcitos de camundon

go (referentes & Tabela II).

Fv G.L. - 80 oM F
Entre 2 0,101 0,050 1,923 < F = 4,10
. 6,05
Dentro 12 0,307 0,026

Total 14 0,408 ..0,029
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Com relagao aos ntcleos de células do  misculo
cardiaco observou-se também gue as caracteristicas visuais, em
termos de basofilia e anisotropia, desse material corado com
solugao de azul de toluidina apds digestao enzimitica com
RNAse, nao sofrem alteragbes apSs tratamento pela oxamniquine
(Figs. 10 a 19). A birrefringéncia dos nilcleos deste mate-
rial foi muito mais dificil de ser documentada do que a dos
nlicleos de hepatOcitos, por causa de seu brilho muito  fraco,
mesmo coﬁ 0 uso de luz ultravioleta (Figs. 11, 15 e 19). Cur-
vas espectrais de absorgao foram determinadas também para
estes niicleos, a semelhanga do efetuado para nucleos de hepato
citos. Determinaram-se medidas de absorbancia em dois tipos
de regioes eucromaticas de nicleos, como os das Figs. 12, 13,
16 e 17. Essas regioes diferiam em compactagao da cromatina
e élgumas vezes apresentaram ligeiras diferencas quanto ao A
do pico de absorcgao (Tabela V, Graficos II e III) e grandes
diferengas quanto aos valores dos Indices metacromiticos (Ta-
bela V). Estas Qiltimas sdoc definitivamente comprovadas com

teste estatistico (teste't) {(Tabela VI).

As peguenas diferencas quanto ao A do pico de
absorgao nao sao significantes, pois sdo menores que 20 nm
(MELLO & VIDAL, 1973). Para um mesmo tipo de regidoc nuclear
analisado em preparados de animais controle e animais tratados
com oxamiquine, contudo, n3o aparecem diferencas sign;'Lf‘ic:an-~
tes quanto ao Indice metacromitico (Tabela VII e VIII) e posi
cao ocupada pelo pico de absorgdo (Tabela V), Utilizaram-se
também animais controle com a mesma idade dagqueles que foiam '

sacrificados apSs 30 dias da administragdo da oxamniquine para



FIGURAS 10 a 13

Nicleos de células do mﬁsculotcardiaco de
camundongos controle corados com  solugdo
de azul de téluidina a pH 4,0 apds trata-
mento com RNAse. A fig. 11 & imagem de

birrefringéncia da fig. 10. As setas na

fig. 11 indicam a birrefringéncia (muito
fraca) da.cromatina. A letra G nas
figs. 10 e 11 indica o mesmo niicleo em

duas diferentes situagbes de  observagao.
Nas figs., 12 e 13 a letra F mostra uma
irea de eucromatina mais frouxa e a letra
¢ uma area de eucromatina mais compacta-
da, onde se efetuaram as medidas citofoto

métricas. X 860.
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FIGURAS 14 a 17 -

Nicleos de células do misculo cardiaco de
camundongos corados com solucao de azul de
toluidina a pH 4,0 apds tratamento com
RlNAse. As figs. 14, 15 e 16 mostram 0s
niiclecs de animais sacrificados 12  horas

apds administragao de oxamnigquine. A

fig. 17 mostra os niicleos de animais sacri

ficados 48 horas apds administragao da dro

ga. A fig. 15 & imagem de birrefringén-
cia da fig. 14. As setas na fig. 15 indi
cam a birrefringéncia nuclear e a letra

M na mesma figura indica a birrefringén-
cia da miosina. A letra 1L nas figs. 14

e 15 indica o mesmo nlcleo em duas diferen
tes situagdes de observagac. . Nas  figs.

16 ¢ 17 a letra F mostra uma area de

eucromatina mais frouxa e a letra C€ mos-
tra uma area de eucromatina maiswcompacta—'
da, onde se.efetuaram as medidas citofoto-
métricas. Figs. 14, 15 e 17, X 860; a

fig. 16, X 672.






FIGURAS 18 e 19

Ncleos de cdlulas do misculo cardiaco de

canundongos corados com solugao de azul de
toluidina a pH 4,0 apds tratamento com
RNAse, As figuras mostram nicleos de ani
mais sacrificados 7 dias apds administra-
¢do de oxamniquine. A fig. 19 &  imagem
de birrefringéncia da fig. 18. As setas

na fig. 19 indicam a fraca birrefringéncia

nuclear. A letra P nas duas  figuras

indica os mesmos nicleos em duas diferen-

tes situagOes de observagao. X 860.



21




22

setTp (f no su pz eboap B OpTIqanal. WETAERY enb serenbe

*gajue

57 USWEOURATNUTS SOPROTI TIOBS STRUTUY &

€900 7 LLT'T 06S e3oedllon STeu surnbruexo =p oed
%10 e TLL'0 06% BXNOII STeU -ex3stutupe sode setp Q€
680°0 = PET'T 086 eqoeduod STEW sumbruwexO 8P
560’0 I 5080 066 = 085S PXNOIJ STRU ocedeaysTUTUP® sode selIp L
S0T’0 7 9%T’T 0665 paoeduroo sTeW suTnbTUURKO °pP
10 : T68°0 066G BXNOIJ STeU oedeazstutuwpe seode sy I
SOT'0 7 PST'T 08¢ ejoeduos STew |

£ (SETP 0£) °TOIJUCD

TT/0 T 9.8'0 06S BPXNOII STeU

680°0 - LLT'T 065 — 089 e3oedwco STeW
% (54 ¥2) BTOXIJUOD

TL0°0 7 £98'0 0695 eXnoxj sTel

(¢ = U) (s T X) (urue) OWWHOmnmg. , - - o

SOOT3RWOIOR}BW S3DTPUY sp oo1d op Y SEOT3EWOIONS S90THeY sTejusutIedys £301 TPUOD

TpTnTol op nze °op oednios WOO SOPRIOD obuo

sosTonu 9p sTeIzvddse sSeAIND SEBP sopT3qo S

«28yYNY WOoD ojuswelerd sode (‘% gd & ®U

punueo op ©ORIPIED OTNOSMW OP seTniad op

ooTagWoIOEISW SBITPUT B oedzosqe op SOOTd - A YrigavL



GRAFICO II -~ Curvas espectrais de absorc¢ao de regioes de
eucromatina mais frouxa de nlicleos de células

do misculo cardiaco corados com solugao de azul

de toluidiﬁa a pH 4,0 apds tratamento com
RNAsSe .

* - (Controle (24 hs)*

® - Controle (30 dias)*

x = 12 horas apds administracao de oxamniquine

o - 7 dias apds administragao de oxamniquine

"% - 30 dias apSs administragao de oxamniquine

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles que haviam rece

bido a droga 24 hs ou 30 dias antes.

A = absorbancia
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GRAFICO III - Curvas espectrais de absorgao de regioes de eu-
cromatina mais compactada de nicleos de células
do misculo cardiaco corados com solugao de azul

de toluidina a pH 4,0 apds tratamento de RNAse.

e - Controle (24 hs)*

© - Controle (30 dias)*

x - 12 horas ap0ds admiﬁistragﬁo de oxamnigquine
o =~ 7 dias ap0s administragao de oxamniquine

% - 30 dias apbs administragao de oxamniquine

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles gue haviam rece

bido a droga 24 hs ou 30 dias antes.

A = absorbancia
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se afastar a possibilidade de que eventuais alteragtes decor-
rentes do envelhecimento dos animais fossem tomadas como alte—

ragbes devidas & acaoc da droga.

TABELA VI - Teste t calculado para as médias dos indices
metacromaticos de nicleos de cé@lulas do misculo
cardiaco de camundongo (Areas frouxas X  Areas

compactas) (referentes a Tabela V).

Condigoes experimentais t G.L.
Controle (24 hs)* : 5,709 > £ = 3,355 8
Controle (30 dias)?®* 4,413 > ¢ = 3,355 8

: 0,01

12 hs apbs administracao

de oxamniquine 4,682 > to,01 = 3,355 8
7 dias apds administra-

¢ao de oxamniquine 5,381 > t0,0l = 3,355 8
30 dias apOs administra-

cao de oxamniquine >, 718 > to,ol = 3,355 8

* Animals sacrificados simultaneamente aqueles gue haviam rece

bido a droga 24 hs ou 30 dias antes.

A basofilia e anisotropia de nicleos de linfdei

tos de camundongos tratados com RNAse e a seguir corados com
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TABELA VII - Analise de variancia calculada para os Tndices me
tacromaticos de niicleos de células do milsculo car
diaco de camundongo (areas de cromatina mais frou

xa) (referentes a Tabela V).

FV G.L. SO oM P
Entre 4 0,038 0,01 0,909 < Fy o, = 4,43
bentro 20 0,226 0,011

Total 24 0,264 0,011

TABELA VIII - Analise de variancia calculada para os Indices
metacromaticos de nicleos de células do musculo
cardiaco de camundongo (Areas de cromatina mais

compacta) (referentes a Tabela V).

FV G.L. S0 oM F
Entre 4 0,005 0,001 0,125 < F = 4,43
0,01
Dentro 20 0,168 0,008

Total 24 0,173 0,007
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solugao de azul de toluidina sao mostrados nas Figs. 20°a 26.

No que se refere a basofilia, os nicleos de lin
fOcitos de animais controle (Fig. 20) nao diferiam visualmente
dos nlicleos de animais que receberam a droga (Figs. 22, 24 e

25).

Quanto a anisotropia, também nao se obsgervaram
diferengas nas caracteristicas visuais de birrefringéncia

entre os mesmog nicleos (Figs. 21, 23 e 26).

Quanto as curvas de absorcac determinou-se que
o seu pico de absorgao praticamente nao se modifica nos 1inf&-
citos de camundongos tratados com oxammiguine, considerando-se
ndo significativa uma diferenga de 10 nm (MELLO & VIDAL, 1973)

(Tabela IX; Grafico IV).

TABELA IX - Picos de absorgao e Indices metacromiticos obtidos
das curvas espectrais de nicleos de linfdcitos de
camundongo corados com solucgao de azul de toluidi-

na a pH 4,0 apds tratamento com RNAse.

Condigoes experimentais A do pico de Indices metacromiticos
~ — + :
absorgao (nm) X-8) @m=5
Controle (24 hs)* 590 1,221 £ o,118
12 hs apds administragao N
de oxamiquine =80 “ 1,261 - 0,089
7 dias apds administra-
580 . 1,410 % 0,155

¢ao de oxamiquine

* Animais sacrificados simultaneamente agueles que haviam rece

bido a droga 24 hs antes.



FIGURAS 20 a 26

—

Nicleos de linfdcitos de camundongos cora
dos com solucao de azul de toluidina a
pH‘4,0 apbs tratamento cam RNAse. As
figs. 20 e 21 mostram nicleos de animais
controle. As figs. 22 e 23 mostram  ni-
cleos de animais sacrificados 24 horas
apbs administracao de oxamniquine. A fig.
24, ﬁm nicleo de animal sacrificado 48 ho-
ras apds administragdo da droga e as figs.
25 e 26, 7 dias apds administracao da mes-
ma . A fig. 21 @ imagem de birrefringén-
cia da fig. 20. A letra R nas figs.
20 e 21 indica os mesmos nucleos em duas
diferentes situagoes de observacao. A
fig. 23 & imagem de birrefringéncia da fig,

22, . A letra S nas figs., 22 e 23 indica

- 0S Mesmos nficleos em duas diferentes situa

¢oes de observagao. A fig. 26 & imagem de
birrefringéncia da fig. 25. A letra T

nas figs. 25 e 26 indica os mesmos nicleos

~em duas diferentes situacgoes de observa-

gao. X 860.
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GRAFICO IV - Curvas espectrais de absorgao de nicleos de 1lin
f&citos corados com solugao de azul de toluidi-

na a pH 4,0 apds tratamento com RNAse.

- Controle *
x ~ 12 horas apds administrag¢ac de oxamniquine

o - 7 dias apbs administragdo de oxamniquine

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles que haviam rece

bido a droga 24 hs antes.

A = absorbancia
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Os indices metacromiaticos nas condigoes analisa

das nao diferem estatisticamente (Tabelas X e XI)

TABELA X - Teste t calculado para as médias dos indices netacro
maticos de nficleos de linfScitos de camundongo (refe

rentes a Tabela IX).

Condigces experimentais | t G.L.

Controle (24 hs)* X 12 hs 0,563 < to 05 = 2,306 8
[

Controle (24 hs)* X 7 dias 2,124 < to 05 = 2,306 8

12 hg X 7 dias 1,774 < t0,05 = 2,306 8

* Animais sacrificados simultaneamente aqueles que haviam rece-

bido a droga 24 hs antes.

TABELA XI - Analise de vari@ncia calculada para os indices meta
cromaticos de nficleos de linficitos de  camundondo

(referentes 3 Tabela IX).

FV G.L. S0 QM F
Entre 2 0,1 0,05 3,125 < FO,OS = 4,10
Dentro 12 0,186 0,016

Total 14 0,286 0,020
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2. Frequéncia de tipos nucleares de células do miisculo cardiaco

Os tipos nucleares encontrados em células do
misculo cardiaco foram classificados sequndo drea e forma em
7 categorias, conforme deduzido da Tabela XII e das Figuras 27

a 34.

As frequéncias desses tipos nucleares e o nime-
ro total de nicleos contados por campo nas laminas controle e

experimentais estac descritos nas Tabelas XIII a LVI.

A partir das frequéncias absolutas obtidas para
cada lamina foraﬁ calculadas as frequéncias percentuais relati
vas por dois métodos (Tabelas LVII a LXX). Para a estimacio
das frequéncias percentuais* dos tipos nucleares, para cada ca-
mundongo, foi utilizado o estimador da razdao (COCHRAN, 1977),
pois sua variancia € menor que a da média das frequéncias (Tabe

las LVIT a LXXTI).

Para cada tipo nuclear, as frequéncias percen-
tuais* dos camundongos controle foram comparados estatisticamen
te com os de camundongos tratados utilizando-se o teste da posi
gao de Wilcoxon (SIEGEL, 1956). Este teste é apropriado para'
comparagoes de amostras cujos valores n3o apresentam uma distri
buicao normal. Ele consiste em se trabalhar com as disposi-

coes dos valores colocados em ordem crescente.

Como exemplo mostramos a sequéncia de etapas

utilizadas para esse teste no caso do tipo nuclear VII. Os ni

meros abaixo correspondem aos valores das frequéncias  percen-
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FIGURAS 27 a 34

Nicleos de células do misculo cardiaco e
camundongos sacrificados 30 dias ap0Os
administracao de oxamniquine e submetidos
3 reagio de Feulgen. As figuras mostram
os diversos tipos nucleares classificados
sequndo tamanho e forma, conforme os dados
da tabela XII. Fig. 27, nucleo tipo  Ii
fig. 28, nicleo tipo IT; fig. 29, nicleo
tipo III; fig. 30, nicleo tipo IV; fig.
31, nficleo tipo V; fig. 32, niacleo tipo
vi; figs. 33 e 34, niicleos tipo VIIL. As

figs. 27 a 33, X 1693; fig. 34, X 1355.
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TABELA XIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis-
culo cardiaco de camundongo controle (A) conta-

dos na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N total
Campo I IT IIT IV \Y VI VII de niicleos

por campo

1.1 3 0 2 4 5 1 0 15
1.2 6 6 6 2 5 0 0 25
1.3 -5 2 4 4 '3 0 0 18
1.4 3 4 5 1 2 0 0 15
1.5 5 4 5 2 1 1 2 20
1.6 5 2 6 10 10 0 1 34
1.7 5 3 4 2 12 0 1 27
1.8 4 4 4 4 11 1 1 29
1.9 2 3 5 4 8 1 0 23
1.10 7 4 2 6 10 0 1 30
1.11 2 3 1 2 8 1 3 20
1.12 6 8 1 1 10 0 0 26
1.13 0 2 2 4 14 0 1 23
1.14 3 4 0 0 7 0 0 14
1.15 1 2 1 0 6 1 0 11
1.16 5 2 3 3 4 0 0 17
1.17 1 1 0 1 9 0 1 13
1.18 3 4 6 3 4 0 0 20
1.19 5 3 1 0 3 2 0 14
1.20 2 5 0 2 8 1 0 18

TOTAL 73 66 58 55 140 9 11 412
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TABELA XIV - Frequéncia de tipos nucleares de células do miiscu
lo cardiaco de camundongo controle (A) contados

na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total

Campo I II ITI v v VI VII de nlcleos

por campo

2.1 1 3 3 5 15 0 0 27
2.2 4 4 3 2 16 0 0 29
2.3 4 5 2 6 3 0 0 20
2.4 4 8 10 5 5 0 0 32
2.5 7 9 6 4 5 0 0 31
2.6 3 3 6 1 4 0 0 17
2.7 4 1 5 0 1 0 0 11
2.8 2 1 6 3 7 0 0 19
2.9 4 6 3 3 7 0 0 23
2.10 . 1 3 2 5 11 0 0 22
2.11 3 1 8 2 0 0 0 14
2.12 2 1 7 4 5 0 0 19
2.13 3 4 8 2 0 0 0 17
2.14 2 8 10 2 2 0 0 24
2.15 3 5 8 6 4 0 0 26
2.16 3 5 7 4 1 0 0 20
2.17 3 6 12 3 0 0 0 24
2.18 3 0 9 6 1 0 1 20
2.19 2 3 3 8 7 0 0 23
2.20 5 2 5 5 10 0 0 27

TOTAL 63 78 123 76 104 0 1 445
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TABELA XV - Frequéncia de tipos nucleares de células do miiscu-~

-lo cardiaco de camundongo controle (&) contados
- na lamina 3,
Tipos nucleares (frequéncia) N9 total

Campo I IT  III 1V v VI VII de niicleos

por campo
3.1 0 0 9 5 7 0 0 21
3.2 1 1 9 10 3 1 0 25
3.3 5 5 9 2 2 0 0 23
3.4 3 0 1o 8 6 0 0 27
3.5 3 4 5 7 3 0 0 22
3.6 0 1 7 4 2 0 0 14
3.7 1 2 6 9 4 0 0 22
3.8 0 3 5 10 3 0 0 21
3.9 3 2 1 6 3 0 0 15
3.10 1 4 10 3 6 0 1 25
3.11 1 1 6 3 6 0 0 17
3.12 1 1 1 3 12 0 0 18
3.13 -5 6 12 6 7 0 0 36
3.14 5 3 2 8 12 0 0 30
3.15 1 0 4 10 PR 0 19
3.16 3 1l 2 3 1 0 2 12
3.17 2 3 3 11 5 0 0 24
3.18 4 1 1 3 8 1 0 18

3,19 3 2 4 4 8 0 0. 211

3.20 5 4 2 4 11 0 0 26
TOTAL 47 44 108 119 113 2 -3 436




TABELA XVI -~ Frequéncia de tipos nucleares de cé&lulas do miiscu
lo cardiaco de camundongo controle (A) contados

na lamina 4.

Tipos nucleares (freguéncia) N? total
Campo I II IITI 1V \Y VI VII de nicleos

por campo

4.1 5 2 2 6 7 0 1 23
4.2 2 5 2 1 16 0 0 ‘ 26
4.3 2 2 7 0 4 0 0 15
4.4 2 4 2 2 8 0 0 18
4,5 1 0 3 1 6 0 0 11
4.6 4 4 5 5 8 0 0 26
4.7 3 1 4 3 5 1 0 17
4.8 2 3 1 1 11 1 2 21
4.9 3 4 5 2 6 0 0 20
4.10 1 3 10 1 4 0 0 19
4,11 4 3 11 5 6 0 1 30
4,12 2 1 9 6 7 0 0 25
4.13 4 2 2 3 6 1 0 18
4.14 3 4 6 4 5 0 1 23
4.15 5 5 1 7 6 0 1 25
4.16 2 8 2 5 6 1 0 24
4.17 4 3 0 4 6 0 3 20
4.18 6 6 9 1 6 1 0 29
4.19 10 4 5 2 10 0 0 31
4.20 1 1 0 5 15 0 1 ) 23

TOTAL 66 65 86 64 148 5 10 444
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TABELA XVII - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis-
culo cardiaco de camundongo controle (B} conta-

dos na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N® total
Campo I I1 IIX v v VI VII de nicleos

por campo

1.1 3 1 10 7 5 0 1 27
1.2 0 0 2 5 11 1 0 19
1.3 2 1 0 3 11 1 0 18
1.4 1 1 0 3 15 1 1 22
1.5 1 0 4 8 11 0 1 25
1.6 1 0 3 2 6 0 0 12
1.7 2 1 3 6 8 0 0 20
1.8 4 2 0 6 17 0 0 29
1.9 0 2 2 3 9 0 1 17
1.10 1 1 0 4 5 0 1 12
1.11 3 0 4 5 7 0 2 21
1.12 1 4 2 2 6 0 0 15
1.13 0 0 7 5 4 1 2 19
1.14 0 2 7 1 7 0 0 17
1.15. 1 0 6 1 13 0 0 21
1.16 1 2 6 5 12 0 0 26
1.17 0 1 3 6 7 1 2 20
1.18 1 2 1 2 12 1 0 19
1,19 0 2 0 1 8 0 o - 11
1.20 0 1 2 5 6 0 i 15

TOTAL 22 23 62 80 180 6 12 385
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TABELA XVIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do
misculo cardiaco de camundongo controle (B) con

tados na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total
Campo . I- II ITI v \' VI VII de niicleos

por campo

2.1 1 3 2 5 5 0 2 18
2.2 2 0 2 5 0 0 2 11
2.3 0 1 5 4 5 0 0 15
2.4 2 0 6 5 5 0 0 16
2.5 0 0 5 2 6 1 1 15
2.6 1 1 2 1 3 0 2 10
2.7 0 2 1 4 7 1 1 16
2.8 1 1 3 2 4 0 2 13
2.9 5 1 1 2 5 0 0 14
2.10 0 3 6 4 3 0 0 16
S 2.11 1 1 2 6 3 1 1 15
2.12 0 1 1 6 2 2 0 12
2.13 1 1 3 6 10 1 0 22
2.14 3 0 3 6 3 0. 0 15
2.15 3 3 7 8 3 0 26
2.16 1 1 3 3 1 0 0 9
2.17 3 2 4 8 8 0 0 25
2.18 1 3 6 4 4 0 1 19
2.19 1 2 3 10 3 0 1 20
2,200 5 2 3 6 1 0 2 19

TOTAL 30 28 64 94 86 9 15 326
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TABELA XIX - Frequéncia de tipos nucleares de células do miscu
lo cardiaco de camundongo controle (B) contados

na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N9 total
Campo I IT ITT v v VI VII de nucleos

poxY campo

3.1 4 6 16 5 2 0 0 33
3.2 4 1 10 1 3 0 1 20
3.3 5 7 6 1 7 0 0 26
3.4 6 7 3 0 9 0 0 25
3.5 3 2 4 0 8 0 0 17
3.6 2 2 6 2 7 0 0 19
3.7 2 1 2 1 4 0 0 10
3.8 6 5 2 4 4 1 1 23
3.9 1 2 1 4 10 0 1 19
3.10 1 3 2 5 6 0 0 17
3.11 1 0 3 2 12 0 0 18
3.12° 6 4 2 4 9 0 0 25
3.13 1 3 3 3 7 0 0 17
3.14 3 3 2 -2 8 0 0 18
3.15 1 3 2 4 7 0 0 17
3.16 3 1 7 4 9 0 0 24
3.17 1 2 3 10 10 1 0 27
3.18 3 3 3 11 0 0 23
3.19 4 6 2 10 10 1 2 35
3.20 2 4 4 6 11 0 1 28

TOTAL 59 65 83 71 154 3 6 4411
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TABELA XX - Frequéncia de tipos nucleares de células do miscu-

lo cardiaco de camundongo controle (B)

na lamina 4.

contados

Tipos nucleares (frequéncia)

NQ total

Campo I II 111 v \' VI VII de nlcleos
por Campo
4.1 3 4 5 8 11 0 0 31
4.2 4 3 7 1 6 0 0 21
4.3 7 3 6 5 5 0 0 26
4.4 3 9 8 5 6 0 0 31
4.5 2 5 5 3 3 1 0 19
4.6 3 3 2 11 11 1 2 33
4.7 0 2 2 7 4 2 0 17
4.8 2 2 0 6 9 0 0 19
4.9 3 5 5 2 3 3 0 21
4,10 2 1 8 5 5 0 1 22
4.11 1 3 2 4 4 1 1 16
4,12 2 5 2 14 5 0 0 28
4.13 3 4 4 9 1 0 0 21
4.14 3 3 5 9 4 0 0 24
4.15 1 6 7 12 1 0 0 27
4.16 2 4 7 11 3 0 1 28
4.17 3 3 5 9 2 0 0 22
4.18 0 2 4 6 4 0 1 17
4.19 2 6 1 1 4 0 0 14
4,20 2 3 10 3 0 0 0 18
TOTAL 48 76 95 131 91 8 6 455
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TABELA XXI - Frequéncia de tipos nucleares de células do milscu

lo cardiace de camundongo controle (C) contados

na lamina 1,

Tipos nucleares (frequéncia) N¢ total
Campo I IT 11T v \'% VI VII de nicleos

PoY campo

1.1 23 20 10 5 3 0 1 62
1.2 3 5 5 1 0 0 0 14
1.3 16 10 7 5 1 1 2 42
1.4 12 9 7 3 1 1 0 33
1.5 11 13 6 2 2 0 1 35
1.6 12 8 13 3 2 0 0 38
1.7 2 5 10 1 0 0 0 18
1.8 - 6 11 5 4 1 0 1 28
1.9 4 4 2 1 0 0 0 11
1.10 5 8 3 0 0 1 0 17
1.11 5 4 8 2 0 0 0 19
1.12 4 6 6 1 1 0 0 18
1.13 5 13 12 6 2 0 0 38
1.14 10 4 9 5 0 0 2 ' 30
1.15 9 8 3 3 0 0 0 23
1.16 7 8 8 1 0 0 0 24
1,17 24 10 8 5 2 1 0 50
1.18 6 10 9 1 0 0 0 26
1.19 9 11 12 9 2 2 0 45
1.20 7 7 13 5 1 0 1 34

TOTAL 180 174 156 63 18 6 8 - 605
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TABELA XXII - Frequéncia de tipos nucleares de células do mig-
culo cardiaco de camundongo controle (C) conta=-

dos na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total

Campo I 11 I1I IV v VI VII de nicleos

por campo

2.1 9 9 10 2 0 0 1 31
2.2 15 13 11 2 0 0 0 41
2.3 16 12 8 3 0 1 0 40
2.4 13 15 6 3 2 0 0 39
2.5 3 16 13 1 0 0 0 33
2.6 7 16 11 5 2 0 1 42
2.7 15 20 18 0 0 0 0 53
2.8 13 3 6 3 0 0 0 25
2.9 9 15 6 2 1 0 0 33
2.10 5 7 6 4 1 0 2 25
2.11 11 10 5 4 1 0 1 32
2.12 4 1l 5 3 0 0 0 23
2.13 5 4 2 0 0 0 0 11
2.14 7 5 3 4 0 0 0 19
2.15 7 8 6 3 2 0 0 26
2.16 6 8 5 2 0 0 0 21
2.17 7 17 5 1 1 0 0 31
2.18 5 7 3 0 1 0 1 17
2,19 4 5 2 1 2 1 0 15
2.20 6 11 9 2 1 0 0 29

TOTAL 167 212 140 45 14 2 6 586
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TABELA XXIII - Frequéncia de tipos nucleares de c&lulas do miis
culo cardiaco de camundongo controle (C) conta-

dos na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) Ne total
Canmpo I iT I1I v v VI VII de nlcleos

Por campo

3.1 4 5 4 1 2 0 1 17
3.2 3 6 0 2 1 o 0 12
3.3 14 13 2 1 o 0 0 30
3.4 12 9 4 4 1 0 1 31
3.5 5 4 8 4 1 0 1 23
3.6 2 2 7 0 0 0 0 11
3.7 1 2 3 2 10 0 9
3.8 3 8 6 1 0 0 0 18
3.9 7 4 2 1 1 0 0 15
3.10 3 2 7 0 1 0 0 13
3.11 1 3 4 1 1 0 0 10
3.12 1 0 4 2 1 0 0 8
3.13 1 0 1 1 1 0 0 4
3.14 2 3 6 2 2 0 0 15
3.15 2 6 1 1 2 0 1 13
3.16 4 4 3 1 1 0 0 13
3.17 5 9 5 0 1 0 1 21
3.18 5 2 4 2 0 0 1 14
3.19 1 2 1 2 4 0 0 20
3.20 8 9 12 6 1 0 0 36

TOTAL 84 93 94 34 22 0 6 333
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TABELA XXIV - Frequéncia de tipos nucleares de células do mas-

culo cardiaco de camundongo controle (D) conta-

"dos na lamina 1.

Tipos nucleares (£Erequéncia) N9 total
Campo I II I1T v -V V1 VII de nicleos
por campo
1.1 6 é 5 6 1 1 0 21
1.2 3 4 4 0 1 0 0 12
1.3 7 4 9 1 1 0 0 22
1.4 4 2 10 e 3 1 1 21
1.5 12 11 7 1 1 2 2 36
1.6 5 7 4 2 1 0 0 25
1.7 7 8 9 4 1 o 2 31
1.8 4 7 7 2 2 0 0 22
1.9 2 3 2 3 0 0 0 19
1.10 2 4 5 1 0‘ 1 0 13
1.11 1z 4 8 2 1 0 1 28
1,12 8 6 13 3 0 0 2 32
1.13 6 5 6 1 1 0 0 19
1.14 9 5 8 0 4 2 0 28
1.15 2 5 4 2 4 1 0 i8
1.16 13 6 8 0 3 0 0 30
1.17 5 2 4 4 0 0 2 17
1.18 i1 5 7 1 3 1 3 31
1.19 5 3 2 1 4 0 2 17 -
1.20 2 7 2 0 2 0 0 13
TOTAL 125 100 124 34 39 9 15 446




46

TABELA XXV - Frequéncia de tipos nucleares de células do miiscu

lo cardiaco de camundongo controle (D)

na lamina 2.

contados

Tipos nucleares (frequéncia)

N2 total

Campo I II IIT v \'% VI VII de nucleos
por campo

2.1 4 1 6 1 0 0 0 12
2.2 7 3 4 4 0 1 2 21
2.3 4 1 3 5 0 0 3 16
2.4 3 5 7 5 0 1 1 22
2.5 4 4 6 3 1 0 1 19
2.6 4 4 4 6 2 0 0 20
2.7 2 2 4 4 0 0 0 12
2.8 2 0 12 3 1 0 0 18
2.9 5 0 4 2 1 0 0 12
2.10 4 3 3 1 0 0 0 11
2.11 3 3 2 2 0 0 0 10
2.12 2 3 7 2 2 1 0 17
2.13 4 4 2 5 1 0 1 17
2,14 5 3 3 3 0 0 0 14
2.15 8 7 4 2 0 1 0 22
2.16 5 2 3 1 0 0 0 11
2.17 2 2 0 4 1 1 0 10
2.18 1 1 4 2 0 0 0 8
2.19 3 2 4 3 0 0 1 13
2.20 9 3 2 0 2 0 1 17
TOTAL 81 53 84 58 11 5 10 302
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TABELA XXVI - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis-

culo cardiaco de camundongo controle (D) conta-

dos na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total

Campo I II 111 IV \Y VI VII de niicleos

por campo
3.1 6 2 4 1 1 0 0 14
3.2 3 3 7 4 0 0 0 20
3.3 8 7 17 1 1 0 0 34
3.4 4 4 6 7 3 0 0 24
3.5 8 2 1 0 0 0 0 11
3.6 3 3 6 7 1 1 0 21
3.7 10 6 7 2 1 0 0 26
3.8 11 8 9 2 2 1 0 33
3.9 8 6 6 6 0 2 0 28
3.10 8 8 11 7 0 1 0 35
3.11 5 6 6 3 1 1 1 23
3.12 6 9 4 3 0 0 0 22
3.13 4 0 2 1 4 0 0 1l
3.14 4 2 1 1 0 0 0 8
3.15 3 3 5 1 0 0 0 12
3.16 2 4 10 2 0 0 0 18
3.17 2 3 7 0 1 0 0 13
3.18 4 9 7 3 4 0 0 27
3.19 6 7 13 4 4 1 0 35
3.20 6 3 3 2 0 0 0 14
TOTAL 114 95 132 57 23 7 1 429




TABELA XXVII - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis
culo cardiaco de camundongo controle (D) conta-

dos na lamina 4.

Tipos nucleares (frequéncia) N9 total
Campo I IT I1I v \Y% VI VII de niicleos

por campo

4.1 8 6 6 2 1 0 1 24
4.2 1 2 6 1 0 0 0 10
4.3 3 1 7 4 5 0 0 20
4.4 6 4 5 3 0 0 0 18
4.5 3 2 2 2 2 0 0 11
4.6 8 7 1 4 0 1 0 21
4.7 1 0 6 3. 1 0 0 il
4.8 7 11 7 2 2 0 i 30
4.9 5 7 8 4 0 1 0 25
4,10 4 4 3 3 5 1 0 20
4.11 7 4 7 3 3 0 0 24
4,12 7 5 10 5 7 2 4 40
4.13 8 9 3 1 3 0 3 27
4,14 3 5 5 2 4 0 0 19
4.15 8 6 8 1 4 0 2 29
4.16 2 8 4 0 1 1 0 ' 16
4,17 7 7 7 1 0 1 0 23
4.18 5 4 3 5 1 0 0 18
4.19 5 5 6 2 0 0 1 19
4.20 9 5 6 1 4 0 1 26

TOTAL 107 102 110 49 43 7 13 431




TABELA XXVIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do
misculo cardfaco de camundongo tratade (E) con

tados na ldmina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N@ total
Campo I II IIT 1V v VI VII de nficleos

por campo

1.1 0 0 1 3 9 v 0 13
1.2 2 0 3 2 4 0 0 11
1.3 3 i 4 8 7 0 3 26
1.4 0 0 5 3 6 1 1 16
1.5 2 4 4 7 10 1 0 28
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TABELA XXIX - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis-

culo cardiaco de camundongo tratado (E) conta-

dos na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) : NQ total

Campo II III IV \Y VI VII de niicleos

por campo
2.1 1 4 5 3 1 1 17
2.2 2 2 3 6 0 0 15
2.3 0. 3 4 7 0 0 14
2.4 1 1 3 5 0 2 12
2.5 0 3 1 4 0 0 10
TOTAL 4 13 16 25 1 3 68
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TABELA XXX - Frequéncia de tipos nucleares de células do miiscu

lo cardiaco de camundongo tratado (E) contados na

l3mina 3.
Tipos nucleares (frequéncia) N9 total
Campo I II IIT IV \ VI VII de nicleos
por campo
3.1 0 0 0 6 7 2 0 15
3.2 0 0 1 0. 6 4 0 11
3.3 0 0 1 4 7 0 0 12
3.4 0 0 1 2 6 C 0 9
3.5 2 2 0 2 5 0 0 i1
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TABELA XXXI - Frequéncia de tipos nucleares de células de miis-

culo cardiaco de camundongo tratado (F) contados

na lamina 1.

Campo

Tipos nucleares (frequéncia)

N¢ total

de nucleos

campo

1.4

1.5

14

16

12

13

13

TOTAL

II IIT v A
1 2 3 7
0 1 5 7
0 1 4 7
2 1 3 4
0 1 4 8
3 6 19 33

68
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TABELA XXXIT - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis
culo cardiaco de camundongo tratade (F) conta-

dos na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) N? total
Campo I 11 IIT 1V \4 VI VII ‘de niicleos

por campo

2.1 1 0 0 2 7 0 0 10
2.2 0 0 1 6 7 1 0 15
2.3 2 0 2 8 3 0 0 15
2.4 0 4 6 0 1 2 0 13
2.5 2 0 2 4 2 0 0 10

TOTAL 5 4 11 20 20 3 0 63
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TABELA XXIIT - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis—

culo cardiaco de camundongo tratado (F) contados

na l3mina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total

Campo I II ITI v v V1 VII - de nucleos

por campo
3.1 2 2 3 10 5 0 0 22
3.2 2 2 3 5 8 0 o 20
3.3 4 3 1 2 4 0 1 15
3.4 2 0 2 3 4 0 0 11
3.5 0 0 2 5 10 1 0 18
TOTAL 10 7 11 25 31 1 1 86
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TABELA XXXIV - Frequéncia de tipos nucleares de c&lulas do miis
culo cardiaco de camundongo tratado (G) conta-

dos na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N¢ total
Campo I II IIT IV v VI VII de nicleos

por campd

1.1 4 10 3 0 0 0 0 17
1.2 4 2 6 1 4 0 0 17
1.3 1 2 7 5 4 0 0 19
1.4 0 0 11 9 5 0 0 25
1.5 1 2 7 2 5 0 0 17

TOTAL 10 16 34 17 18 0 0 95




TABELA XXXV - Frequéncia de tipos nucleares de células do mils-

culo cardiaco de camundongo tratado {(G) contados

na laminag 2.

Campo

Tipos nucleares (frequéncia)

Ne total

de nlcleos

campo

21

10

10

13

12

TOTAL

II IIT Iv \Y
0 2 0 18
0 2 1 6
2 6 0 2
1 3 2 5
0 5 1 3
3 18 4 34

66




57

TABELA XXXVI -~ Frequéncia de tipos nucleares de células do mas
culo cardiaco de camundongo tratado {(G) conta-

dos na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N? total
Campo I II IIT IV Vv VI VII de niicleos

por campo

3.1 7 3 12 4 6 0 0 32
3.2 7 5 1 6 0 2 1 0 15
3.3 2 1 10 0 8 0 0 21
3.4 1 1 7 3 6 0 0 18
3.5 1 0 4 4 5 1 2 17

TOTAL 16 6 39 11 27 2 2 103
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TABELA XXXVII - Frequéncia de tipos nucleares de células do
misculo cardiaco de camundongo tratado (H) con

tados na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncié) N@ total

Campo I II IIT IV \Y VI VII de niacleos

pPor campo
1.1 1 1 5 1 6 2 0 16
1.2 1 2 3 5 5 0 2 18
1.3 2 3 3 4 7 0 0 19
1.4 0 0 3 9 6 1 0 19

1.5 2 1 2 1 11 1 1 19

TOTAL 6 7 16 20 35 4 3 91
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TABELA XXXVIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do
misculo cardfaco de camundongo tratado (H)

contados na l3minga 2.

Tipos nucleares (frequéncia) N? total

Campo I II III 1V \Y VI ViI de nacleos

por campo
2.1 2 1 5 5 2 0 1 16
2.2 3 0 7 3 1 0 0 14
2.3 4 3 11 1 0 0 0 19
2.4 3 0 4 3 7 1 1 19
2.5 1 2 5 3 9 0 1 21

TOTAL 13 6 32 15 19 1 3 89
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TABELA XXIX - Frequéncia de tipos nucleares de células do mils-
culo cardiaco de camundongo tratado (H) contados

na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N¢ total

Campo I 1I IIT IV \ VI VII de niicleos

por campo -

3.1 7 > 5 7 10 0 1 35
3.2 3 1 1 6 6 0 1 18
3.3 0 0 0 5 9 1 0 15
3.4 1 1 6 5 6 0 1 20
3.5 3 2 5 8 7 L 0 26

TOTAL 14 9 17 31 38 2 3 114
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TABELA XL - Frequéncia de tipos nucleares de células do miscu-

lo cardiaco de camundongo tratado (I) contados na

lamina 1.

Tipos nucleares

(frequéncia) N® total

Campo IT IIT IV v VI VII de niicleos
por campo

1.1 1 2 0 12 1 0 17

1.2 2 5 4 6 0 0 20

1.3 0 2 4 5 0 0 12

1.4 1 1 3 8 0 0 14

1.5 3 3 1 4 0 0 12

TOTAL 7 13 12 35 1 0 75
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TABELA XLI - Frequéncia de tipos nucleares de cSlulas do mis-
culo cardiaco de camundongo tratado (I} contados

na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) N9 total
Campo I 11 IIT IV \Y VI VII de nicleos

por campo

2.1 0 2 5 2 6 0 0 15
2.2 6 3 1 5 7 0 0 22
2.3 3 1 4 0 13 0 0 21
2.4 1 0 1 6 8 0 0 16
2.5 0 2 1 0 8 1 0 12

TOTAL 10 8 12 13 42 1 0 86
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TABELA XLII - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis-

culo cardiaco de camundongo tratado (I) contados

na lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N@ total

Campo IT ITI v \' VI VII de nucleos

por campo
3.1 0 2 4 17 0 0 23
3.2 0 4 2 14 0 0 22
3.3 .2 8 3 9 0 0 24
3.4 3 9 6 6 0 0 26
3.5 0 6 8 4 0 3 24
5 29 23 50 0 3 , 119




TABELA XLIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis
culo cardiaco de camundongo tratado (J) conta-

dos na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N? total
Campo I II IIT 1V v VI VII de niicleos

por campo

1.1 1 0 5 3 8 0 1 18
1.2 1 1 4 5 7 0 1 19
1.3 2 1 3 4 7 0 3 20
1.4 0 0 7 0 6 0 0 13
1.5 5 1 0 2 9 0 0 17

TOTAL 9 3 19 14 37 0 5 87
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TABELA XLIV - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis-
culo cardiaco de camundongo tratado (J) contados

na lamina 2.

Tipos nucleareas (frequéncia) N¢ total
Campo T I IIT IV v VI VII de nicleos

por campo

2.1 3 1 4 5 12 1 0 26
2.2 3 1 2 3 9 1 0 19
2.3 4 2 5 3 7 0 1 22
2.4 1 0 2 4 12 1 1 21

2.5 2 1 6 2 4 0 0 15

TOTAL 13 5 19 17 44 3 2 103
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TABELA XLV - Frequéncia de tipos nucleares de células do mﬁscg
lo cardiaco de camundongo tratade (J) contados na

lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N® total
Campo I II IIT VI \ VI VII de nicleos

pPor campo

3.1 1 2 2 5 6 1 1 18
3.2 1 1 7 2 3 0 0 14
3.3 0 1 1 -7 8 0 2 19
3.4 0 0 2 5 10 1 1 19
3.5 0 0 5 3 7 0 0 15

TOTAL 2 4 17 22 34 o2 4 85
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TABELA XLVI - Frequéncia de tipos nucleares de células do miis—
culo cardiaco de camundongo tratado (L) contados

na lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) NQ total
Campo I 11 IIT IV v VI VII de nicleos

por campo

1.1 2 3 1 1 8 3 1 19
1.2 1 2 1 4 18 1 1 28
1.3 2 0 0 7 10 1 2 22
1.4 3 2 0 3 11 0 0 19
1.5 4 2 2 3 6 0 0 17
1.6 4 1 3 1 10 0 1 20
1.7 1 1 1 0 8 1 0 12
1.8 2 0 1 3 9 2 0 17

TOTAL . 19 1l 9 22 80 8 5 154
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TABELA XLVII -~ Fregquéncia de tipos nucleares de células do mﬁg
culo cardiaco de camundongo tratado (L) conta-

dos na lamina 2.

Tipos nucleares ({(frequéncia) N9 total
Campo I 1T IIT IV \Y VI VII de niicleos

por campo

2.1 0 0 3 2 8 0 1 14
2.2 1 1 3 2 12 0 0 19
2.3 2 2 1 2 6 2 0 15
2.4 1 1 3 1 4 0 1 11
2.5 0 0 8 1 5 0 0 14
2.6 1 1 0 2 9 2 1 16
2.7 1 2 3 1 5 0 0 12

TOTAL 6 7 21 11 49 4 3 101
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TABELA XLVIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do

misculo cardiaco de camundongo tratado (M)

contados na lamina 1.

Tipos nucleares

(frequéncia)

Ne total

Campo 1T ITI v v VI VII de nficleos
por campo

1.1 1 0 2 4 0 0 8

1.2 2 2 3 0 0 0 8

1.3 2 4 "4 3 0 1 16

1.4 1 1 6 5 0 0 14

1.5 0 2 4 8 0 0 15

TOTAL 6 9 19 20 0 1 61
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TABELA XLIX - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis-

culo cardfaco de camundongo tratado (M) contados

na lamina 2.

Tipos nucleares (frequéncia) N9 total

Campo 11 III IV \Y VI ViI de nicleos
por campo

2.1 3 8 0 0 0 0 12

2.2 2 6 2 3 0 0 16

2.3 0 3 2 4 0 0 11

2.4 1 0 2 12 0 0 16

2.5 0 2 12 6 0 1 21

TOTAL 6 19 18 25 0 1 76
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TABELA L - Frequéncia de tipos nucleares de células do miisculo

cardiaco de camundongo tratado (M) contados na 1l8mi

na 3.
Tipos nucleares ({(fregquéncia) Ne total

Campo I IT III 1V \Y% VI VII de nucleos
por campo

3.1 0 2 4 7 7 0 0 20

3.2 0 0 9 5 12 1 0 27

3.3 0 1 5 0 10 0 0 16

3.4 0 2 2 2 g 0 0 15

3.5 0 0 4 2 13 0 0 19
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TABELA LI - Frequéncia de tipos nucleares de células do miscu-

lo cardfaco de camundongo tratado (N) contados na

lamina 1.
Tipos nucleares (frequencia) N? total

Campo I II III IV v VI VII de nicleos
por campo

1.1 0 0 6 3 9 0 0 18

1.2 0 1 3 6 6 0 0 16

1.3 0 1 6 3 15 0 1 26

1.4 5 2 8 1 1 0 0 17

1.5 1 1 4 0 8 0 0 14




TABELA LII -~ Frequéncia de tipos nucleares de células do mﬁscg

lo cardiaco de comundongo tratado (N) contados na

lamina 2.
Tipos nucleares (frequéncia) N9 total

Campo I IT IIT v v VI VII de niicleos
por campo

2.1 1 0 5 3 17 1 0 27

2.2 3 1 3 6 6 0 2 21

2.3 2 2 5 4 1 0 2 16

2.4 3 1 5 4 8 0 0 21

2.5 1 0 4 6 7 0 o 18

TOTAL 10 4 22 23 39 1 4 103
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TABELA LIII - Frequéncia de tipos nucleares de células do mis—

culo cardiaco de camundongo tratado (N) contados

na lamina 3.

Tipos nucleares (freguéncia) NQ total

Campo II ITT 1V v VI VII de niucleos
por campo

3.1 0 7 1 12 0 0 20

3.2 0 9 2 10 0 0 22

3.3 0 6 3 11 0 0 22

3.4 1 2 6 8 i 0 19

3.5 0 2 0 10 1 0 14

TOTAL 1 26 12 51 2 0 97
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TABELA LIV - Frequéncia de tipos nucleares de células do milscu
lo cardiaco de camundongo tratado (0O) contados na

lamina 1.

Tipos nucleares (frequéncia) N? total
Campo I 11 III IV Vv VI  VII de nficleos

por campo

1.1 1 0 6 2 6 0 1 16
1.2 1 0 3 6 6 1 0 17
1.3 1 0 1 9 9 1 0 21
1.4 0 0 7 2 10 1 0 20
1.5 - 1 1 6 2 9 0 0 19

TOTAL 4 1 23 21 40 3 1 93
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TABELA LV - Frequéncia de tipos nucleares de células do muscu-

lo cardiaco de camundongo tratado (O) contados na

lamina 2.
Tipos nucleares (frequéncia) N? total

Campo I IT IIT IV \Y VI VIT de nucleos
por campo

2.1 1 1 13 5 7 1 0 28

2.2 3 3 5 17 8 0 0 36

2.3 2 2 8 4 12 0 0 28

2.4 1 0 2 4 8 0 0 15

2.5 0 0 7 1 12 0 1 21

TOTAL 7 6 35 31 47 1 1 128
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TABELA LVI - Frequéncia de tipos nucleares de c€lulas do milscu
lo cardfiaco de camundongo tratado (0O) contados na

lamina 3.

Tipos nucleares (frequéncia) N@ total
- Campo I II ITI v v VI VII de nucleos

poxr campo

3.1 0 0 2 2 12 0 1 17
3.2 0 0 3 3 12 0 0 18
3.3 1 0 2 3 17 1 0 24
3.4 0 2 1 2 16 0 0 21
3.5 1 1 3 2 8 1 1 17
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tuais* de camundongos controle e tratados colocados em ordem

crescente:

0,85 0,92 1,07 1,14 1,26 1,31 1,44

1,72 2,43 2,43 3,06 3,14 3,18 4,00
*
W =6+7+ 9,5 = 22,5
s
. N )
WS corresponde a soma dos postos medios das re
petigbes dos valores obtidos para os camundongos controle. Os

nimeros em italico representam os valores encontrados para ca-

mundongos controle.

*
TABELA LXXII - Valores de W, encontrados para cada tipo nu-

clear de células do misculo cardiaco de camundon

go.
- Tipos nucleares I IT IIT iv v VI VII
*
Ws 48 50 35 23 12 19 22,5
Na Tabela LXXII encontram—-se os valores de

*
Ws correspondente a cada tipo nuclear. Estes valores foram

comparados com os de uma tabela apropriada para o teste

(WILCOXON et al., 1970} onde temos para



12, 48 .0080

13, 47 .0l140

e onde M & o nimero de camundongos controle e N € o numero de
camundongos tratados. A probabilidade de gue os valores = de
Ws* sejam iguais ou menores que 12 ou iguais ou maiores que 48
é de 0,008 e a probabilidade de gque sejam iguais ou menores gue
13 ou iguais ou maiores que 47 & de 0,014. Como os valores da
tabela s@o exatos e nao continuos, nao ha nela intervalos para
o nivel de significéncia 0,01, mas sim para 0,008 e 0,014, Sa

se quiser fazer o teste com mais rigor, usa-se o nivel 0,008 e

com menos rigor, o nivel 0,014,

Para o nivel de significancia escolhido (0,008
ou 0,014), a ocorréncia de Ws* fora do intervalo corresponden-
te implica na rejeigao da hipStese de igualdade entre as fre-
gquéncias de tipos nucleares de animais controle e tratados. Ao
contririo, a ocorréncia de Ws* dentro do intervalc de aceitagao
dado pela tabela implica na nao rejeicao da hipdtese de igualda

de.

Deste modo, se se considerar um nivel de 0,01
de probabilidade de erro, tem-se que os valores de WS* para os
tipos nucleares I e II foram superiores ao valor obtido na tabe
la do teste e para o tipo nuclear V fol inferior. Os demais

*
tipos nucleares apresentaram valores de W, dentro do intervalo

de aceitagao dado pela tabela.

Verifica-se, portanto, que ao nivel de signifi-

cdncia de 0,01 a frequéncia dos niicleos de células de camundon



gos tratados foi menor do que a frequéncia dos nucleos de célu-
las de camundongos controle, para os nicleos do tipo I e II. ©
contraric ocorreu para os nicleos do tipo V onde a  frequéncia
de niicleos de cé&lulas de camundongos tratados apresentou-se
maior do que a de camundongos controle. Para os demais tipos
nucleares as frequéncias nao mostraram diferencas significantes

aquele nivel de significancia.



IV. DISCUSSAo

1. Basofilia e anisotropia nucleares

Conforme constatado no presente trabalho, em
cédlulas de animais tratados com oxamniquine, verificou-se que
os padrdes de basofilia e anisotropia nucleares apds coloragao
com solucdo de azul de toluidina a pH 4,0 nao sao alterados
quando comparados aos do controle. No presente trabalho  as
caracteristicaslde basofilia e anisotropia se referem & liga
¢do do azul de toluidina com aékmoléculas de DNA, uma vez due

o RNA foi removido enzimaticamente.

Tem sido verificado que em células tratadas com
hycanthone e a sequir coradas com solugdo de azul de toluidina
a pH 4,0 ocofrem alteracoes nos aspectos de basofilia (pico dé
absorcdo se move para A= 630 nm) e, para certas concentragoes
da droga ocorrem sérias alteragbes da birrefringéncia (inclusi
ve deéaparecimento desse fendmeno) (MELLO et al., 1978). 1Isto
indica que houve diminuigao de nimero de moléculas de azul de
toluidina ligadas ao substrato corado e desorientagao molecu-
lar do DNA. Tal se deve ao fato de gque o hycanthone se inter
" cala entre pares de bases adjacentes no DNA (WARING, 1970,
1871). Além disso, as moléculas de hycanthone se prendem a
alguns dos grupos fosfatos do DNA (MELLO et al., 1978). Por-
tanto, o DNA assim tratado apresentaria alteracoes em sua con-

formacao bem como na sua complexagdo com proteinas.

Com base nos resultados apresentados neste tra

balho, referentes a oxamniguine, pode-se deduzir, portanto,



que suas moléculas nao penetram no DNA nem alteram sua confor=-
magdo molecular. Também demonstrou-se que as moléculas da
oxamniguine nao se ligam aos grupos fosfatos do DNA. Resul~
tados semelhantes haviam sido por nds sugeridos para material
vegetal (raizes de Allium cepa) (BECHARA & MELLO, 1979). No
entanto, uma vez gue se desconhecia a necessidade ou nao de
uma metabolizagao da droga no organismo'animal, os dados para
vegetais nao podiam até agora ser extrapolados para animais,

incluindo o homem.

2. Frequéncia de tipos nucleares em células do miscule cardia-

co

Considerando-se gque os nlcleos dos tipos I e II
sao muito menores em taménho que os do tipo V (Tabela XII;
Figs. 27 a 34), uma diminuigao da frequéncia dos primeiros e
aumento de fregquéncia do Gltimo pode significar que haja ocor-
rido transformagao de alguns tipos nucleares em outros. Sa~
be~se gue com o avango da idade ou por causas patologicas, po-
de ocorrer um aumento de tamanho nuclear em células do misculo
cardiaco de seres humanos, associado a um mecanismo de poli-
ploidizagdo (SANDRITTER et al., 1964; FISCHER et al., 1970;

ADLER, 1976; STERE et al., 1978).

STERE e colaboradores, em 1978, observaram um
aumento na sintese de RNA e de proteinas em células de coragao
e consequente hipertrofia do mesmo, em ratos submetidos a hipd
xXia.

Em coracdes humanos hipertrdficos tem sido rela

tado um aumento do nimero de niicleos polipldides (SANDRITTER



et al., 1964). Estudos feitos em coragoes de criancas e de
adultos mostraram gue com o avanco da idade hd um aumento  no
nimero de niicleos polipldides. A analise do contelido de DNA,
de proteinas histdnicas e de nao histbnicas mostrou um aumento
em sua quantidade, bem como um aumento de tamanho nuclear, em
niicleos de células de coragdes de adultos quando comparados

aos de criangas (FISCHER et al., 1970; ADLER, 1976).

Talvez, no presente caso, por alguma influéncia
da droga, tenha ocorrido aceleragac do processo de poliploidi-
zagdo em alguns nficleos. A participacao da oxamniguine nesse
processo, possivelmente através de complexos mecanismos, mere-

ceria atencao e estudos futuros.
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V. CONCLUSOES

0Os dados de basofilia e anisotropia nucleares mostraram que
nao houve intercalacac de moléculas de oxamniquine no inte-
rior da molécula de DNA, nem tdo pouco alteragdes na confor
magao da mesma. Mostraram também nao ocorrer ligagdes das
moléculas da droga com os grupos fosfatos livres do DNA em
nacleos de hepatéecitos, de células do misculo cardiaco e de
linfécitos de camundongos. A oxamniquine difere, portan-

to, do hycanthone em termos de atuagao sobre o DNA.

Embora nos nicleos de células da musculatura cardiaca de
camundongos tratados com oxamniquine a conformagao do DNA e
sua ligagao com proteinas possivelmente nao se afetem, ocor
re alteragao na frequéncia de alguns tipos nucleares, o que
pode significar uma aceleragao no processo de poliploidiza-
cdo com consequente transformagao de alguns tipos nucleares

em ouLros.
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VI. RESUMO

Com o objetivo de se estudar a agao da oxamni-
quine, uma droga utilizada no tratamento da esquistossomose,
na cromatina de nilcleos de hepatdcitos, de células do miscu-
lo cardiaco e de linfocitos de camundongos adultos  jovens,
foram estudados os padroes de basofilia e anisotropia nuclea-
res dos mesmos. Os camundongos receberam a droga por via
oral (436 mg/kg) e foram sacrificados, por decapitagdo, apods
diversos tempos de administracdo da mesma (12 hs, 24 hs, 48
hs, 7 dias). Alguns camundongos nao receberam a droga e fo-
ram considerados como controle,

A Em decalques de figado, esmagamentos do milscu-
lo cardiaco e esfregacos de sangue foi efetuada a andlise dos
padroes de basofilia e anisotropia nucleares apds coloracao
com azul de toluidina a pH 4,0 no material resistente ao tra-
tamento com RNAse. Demonstrou-se que as moléculas de oxamni-
quine nao penetram no interior da dupla hé&lice do DNA, nao
alteram sua conformagao molecular, nem se ligam aos grupos
fosfatos livres do DNA.

Por outro lado, estudando-se a frequéncia dos
tipos nucleares de células do misculo cardiaco de camundongos
adultos jovens apbs 30 dias de tratamento com a oxamniquine,
constatou~se uma diminuigao nas frequéncias dos tipos nuclea-
res com tamanho menor e simultaneamente um aumento na frequég
cia de um tipo nuclear com tamanho maior, no material trata-
do. Isto faz supor gue a oxamniquine possa, talvez, induzir
éoliploidizagéo em alguns tipos nucleares da musculatura car-
diaca, possivelmente através de algum complexo mecanismo de

agao.



VII. SUMMARY

With the aim of evaluating the effect of oxamniquine,
a drug used in the élinical trials of schistosomiasis mansoni,
the patterns of nuclear basophilia and anisotropy of the
chromatin of hepatocytes, cardiac muscle and lymphocytes of
young adult mice were studies. The mice received thé drug
orally in a single dose of 436 mg/kg and were bleeded at
different intervals after administration of said drug (12 hrs,
24 hrs, 48 hrs, 7 days). Mice that did not receive the drug
were used as the control group.

The analysis of the patterns of nuclear basophilia
and anisotropy of the material stained with toluidine .blue
solution of pH 4,0 after treatment with RNAse were carried out
in imprints of liver, squashes of the cardiac muscle and blood
smears. It was demonstrated that the oxamniquine molecules
did not penetrate the interior of the DNA double helix, neither
did they alter the molecular conformation of this nucleic acid.
Furthermore, the oxamniquine molecules did not attach themselves
to the free phosphate groups of the DNA.

On the other hand, the study of the frequency of
nuclear types of cardiac muscle cells in young adult mice treate
with oxamniquine, revealed a decrease in the fregquency of nuclea
types with a smaller sizes simultaneously to an increase in the
frequency of nuclear types with a greater size. This leads to
the supposition that the oxamniquine might induce polyploidization

in some nuclear types of cardiac muscle, possibly  through a

complex mechanisn.
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