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I - INTRODUGCAO

1. Consideracdes Gerails

0 uso do hycanthone em tratamentos

clinicos de esquistossomose, foi introduzido em 1965 por

ROSI e colaboradores. Trata-se de um agente altamente efe-~
tivo sobre o Schistossoma mansoni e o Schistossoma haemazo
bium ( CLARKE et alii., 1973; MARITZ, 1970 - apud SIEBER
et alii., 1973; ONG, 1978 ). Uma Gnica dose de 3 mg da dro
ga por Kg de peso corpdoreo, administrada em pacientes in -
festados, cura cérca de 90% dos individuos ( KATZ et alidi.
1969 ). Entretanto, saoc muitos os relatos de autores que
observaram efeitos téxicos desta droga causando comprome -
timentos hepaticos, renais e cardiacos (Coutinho & Barreto,
1971; Cunha, et afi{i., 1971; Andrade et alii., 1974; Mari-
nho et afii,, 1974 ), inclusive casos de &bitos de pacien-—
tes, o gue contra -~ indicaria o seu uso ( LEVI, 1982 ). A-
lem do hycanthone, duas outras drogas sdo também efetivas
sobre o parasita: o oxamnigquine e o praziguantel. ( DAVIS ,

1982 ). A primeira é efetiva somente sobre o . mansond e

a outra droga ainda esta sob estudo e ndo é utilizada em
grande escala. Sabe-se que na Africa, ocorre apenas o S.
haematobium ( ONG, 1978 ) e portanto neste lugar o hycan-

thone ainda & utilizado em tratamentos clinicos, ja gue o



oxamniquine nao & tao efetivo.

Além disso, acdo mutagénica e ano-:
malias cromossomicas induzidas pelo hycanthone, tém sido
descritas em Safmonefla typhimurium ( HARTMAN et deii. ,
1973 ; ISONO & YOURNO, 1974 ), em Neurospora crassa (ONG
& SERRES, 1975 ), em células de linfoma de rato L5178y
( CLIVE et alii., 1972 ), eﬁ leucodcitos humanos ( RAY et
alii., 1975 ), em linfécitos estimulados com fitohemagluti

nina ( SIEBER ef alii., 1973 ), em medula 6ssea de ratos

( GREEN ef alfi., 1973 ) e em células meristemdticas de ce
bola ( ROCHA & KATZ, 1973 }. Aberracgdes tais como alonga -
mentos cromossomicos, condensacdao e guebras de cromdtides
e pontes cromossomicas, estdo entre as alteracdes observa-
das. Ao atingir o nicleo celular, o hycanthone pode indu -
zir um blogueic da mitose, reducao do indice mitdtico e re
pressdao da sintese de DNA e RNA ( WEINSTEIN & HIRSCHBERG ,
197‘1; LEA ¢f aﬂii., 1972 ; WILSON et afii., 1972; GREEN
et afii., 1973 ; SIEBER et alii., 1973; ROCHA & RATZ, 1973;
PETERSON & BELL, 1974; SIEBER e¢f afidi., 1974; SIEBER & R
ADAMSON,1975; WILSON et alii., 1975; WITTNET et alii . ,
1971 ).

Tanto o hycanthone como o lucantho
ne, do gual o hycanthone & um metabdlito ativo, sendo am -
bos agentes esguistossomicidas, possﬁem na sua estrutura

molecular trés anéis heterociclicos, aonde, na posicdo do

carbona 4, o hycanthone tem um grupo hidroximetil ao invés
de um grupo metil, como no caso da molécula de lucanthone

( ONG, 1978 ) ( Fig. 1 ).Essas drogas possuem-similaridades



com muitos compostos do grupo das acridinas, ac%:inomicina'i
D, brometo de etidium e cloroquine, no que concerne & es —
trutura molecular a capacidade de se intercalar entre 0s
pares de bases da molécula de DNA. Basicamente as drogas
intercalantes tém duas propriedades importantes, como foi

relatado por WARING, em 1970:

1. Possuem um sistema de anel a_romatico planar capaz

de promover uma forte interacao hidrofobica com 0s

pares de bases do DNA;

2. Com isso, no local da intercalacao, essas drogas pro

movem abertura e desenrolamento da hélice de DNA.

O hycanthone possui tais propriedades e, conforme demons -
trado por MELLO e colaboradores ( 1978 )}, liga-se © também
acs grupos fosfatos do DNA ( Fig. 1 ).

Em trabalho recentemente publica -
do, HOFF & MAc INNIS ( 1981 )}, utilizando células asciti -
cas de camundongo | carcinoma de Erlich ), observaram gue
o hycanthone teria uma ligagao preferencial com a cromati-
na condensada, considerada por eles heterocromatina. Estas
observac¢oes foram realizadas por microscopla eletrénica
Neste nivel e utilizando o material mencionado, seria mui-
to dificil diferenciar, em termos morfoldgicos a heterocro
matina propriamente dita, de uma eucromatina compacta (CO-
MINGS, 1972; MELLO, 1978a ). Heterocromatina, como defini-
da atualmente, & uma cromatina condensada durante todo o
periodo da interfase ( HEITZ, 1928; COMINGS, 1972 ) , mas

possui outras caracteristicas gue a diferenciam de uma
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eucromatina condensada ( especialmente heterocromatina'
constitutiva ): replicacao do DNA mais lenta que a da eu -
cromatina, riqueza em DNA repetitivo e/ou DNA satélite e
relativa inatividade de transcricdo ( SIEBER ef afii.,1971;
COMINGS, 1972; MELLO, 1978b; BRUTLAG, 1980; MELLO, 1983 }.

0 intuito deste trabalho é confir-
mar ou nao a ligag¢do do hycanthone apenas com a heterocro-

matina, definida em termos morfolégicos e de composicido .
Uma heterocromatina definida nesses termos ( heterocroma -

tina constitutiva ) ocorre, vor exemplo, nos tubulos de

Malpighi do hemiptero Tadlatoma infestans Klug ( MELLO,1971

MELLO, 1978b ), " knobs " de cromossomos de milho (MORGAN,
1943 } e em cromocentros de células somaticas de Yim
bovine .. Por outro lado, a possibilidade de ligacioc da

droga a uma cromatina compactada, independente de se tratar
de uma heterocromatina, poderia ser testada em linfdcitos

de mamiferos, células em cue 80% da cromatina se apresenta
num estado supra - organizacional condensado.

Os tibulos de Malvicghi de T. infes
tans vossuen nucleos altamente « nolinldides, nos quais a he-
terocromatina constitui corpos caracteristicos, facilmente
detectaveis: os comocentros ( MELLO, 1971: MELLO, 1975 :
MELLO, 1978b ). Os " knobs " em cromossomos de milho re -
presentam areas heterocromaticas de localizacao geralmente
telomérica ( VIDAL et afii., 1984 ) e gque em célula somi-—
ticas anresentam-se sob a forma de pecuenos cromocentros -
( MORGAN, 1943 ), caracteristico para a variedade conside-

rada ( VIDAL et af#i., 1983 ) .Quanto as células em cultu -



ra, vegquenos cromocentros sao muitas vezes detectaveis,
principalmente em celulas de camundongos e de bovinos, re-
presentando as areas heterocromidticas centroméricas destes
materiais ( HSU & ARRIGHI, 1971; SCHNEDL, 1972 ).

A confirmacao de uma Vigacao da
droga a heterocromatina moderia explicar alongamentos e
guebras de cromossomos e perda de porcoes dos mesmos duran
te a divisdo celular. As regides centroméricas de cromos-

somos humanos e de outros vertebrados, através das quais

08 cromossomos se prendem aos microtubulos do fuso mitdti-
co, durante a divisao, sao comprovadamente areas heterocro
maticas ( constitutivas ) ( COMINGS, 1972; MELLO,1978a ).

Para a presente investigacdo procu
rou-se, ao invés do uso de métodos complexes de microsco -
pia eletrdnica, utilizar metodologia citoguimica relativa-
mente simples mas de alta confiabilidade, gual seja, a ana
lise de caracteristicas de basofilia nuclear ao nivel —de
microscopia de luz ( BERGERON & SINGER, 1958; LISON, 1960:
VIDAL, 1972; MELLO, 1980 ), associada a deteccio de anisgso-
tropia Optica com microscopia de polarizacao { ROMHANY ,

1967; MELLO, 1983 ).



2. O significado de achados de basofilia e anisotropia

em nicleos corados com azul de toluidina.

A basofilia nuclear, qguando da uti
lizacao de solugoes do corante tiazimico azul de toluidi -
na, a pH 3,0 - 4,0 & decorrente da ligacao eletrostatica
das moléculas deste corante catidnico a grupos anidnicos ,
disponiveis no substrato, em especifico, grupos fosfatos
de DNA e RNA ( LISON, 1960; VIDAL, 1979 ). E, para o caso
de coloracoes com este corante, & definida como metacromd-—
tica, guando ocorre um deslocamento do pico principal da
curva espectral de absorgao de ;K = 630 nm para comprimen—
tos de onda mais curtos ( hivpsocromismo ) ( 550 nm, meta -
cromasia‘\/ ; ao redor de 590 nm, metacromasia 3 , Com uma

diminuicao simultdnea dos valores de absorvancia em 630 nm

{ hipocromismo ) ( BERGERON & SINGER, 1958; MIURA & OHBA ,
1967; TOEPFER, 1970 ). Tal fenbmeno acha-se intimamente 1i
gado ao grau de empilhamento das moléculas de corante e

proximidade entre as mesmas. Nuanto mais proximas as molé-
culas de azul de toluidina estiverem entre si e mais per -
feito for seu empilhamento maior a interacido dos seus elé-
trons M e, por conseguéncia, maior o deslocamento do seu
maximo de absorgao para ;K curtos ( BERGERON & STINGER

r

1958; TOEPFER, 1970 ).

Quando coramos filamentos de DNA
puro com azul de toluidina, as moléculas do corante ligam-

se aos gruvos fosfatos do acido nucleico , ficando muito



proximas e empilhadas helicoidalmente ao longo da macromo-
lécula de DNA. Com isso os elétrons ressonantes das molécu
las do corante interagem entre si e o resultado final em
termos espectrais € que esses fios de DNA puro corado ma -
nifestam uma basofilia metacromatica ( cor violeta ). Es -
se mesmo DNA corado, examinado ao microscodpio de polariza-
cao, exibe o fenomeno de anisotrovia 6ptica denominado bir

refringéncia. Tal fenomeno €& devido ao emwilhamento orde -
nado dos vpares de bases do DNA mais o estaqueamento orien-

tado das moléculas de azul de toluidina ( WHITE & ELMES ,
1952; MELLO & VIDAL, 1977 }.

Ouando o DNA se acha associado a
proteinas histonicas, em células somaticas, parte dos seus
agrupos fosfatos encontram-se ligados aos grupos NH;=: dos
amino~acidos. Menos grupos fosfatos ficam, portanto, dis -
poniveis a ligagao com moléculas de azul de toluidina . A
distdncia entre as moléculas do corante ligadas ao substra
to torna-se maior e, portanto, a metacromasia se apresenta
ra com uma cor azul - violeta ( vico de absor¢ao deslocado
para l. = 580 nm f. Mesmo assim € exibida uma birrefingeén
cia com cor de interferéncia amarelo - esverdeada.

Ja guando tratamos DNA com hycan -
thone, as moléculas da droga se intercalam entre as bases
de DNA, promovendo um desarranijo na conformacao helicoidal
do mesmo ( WARING, 1970; ONG, 1978 ). Além disso, as molé-
culas de hycanthone competem com as moléculas de azul de
toluidina, no gue diz respeito a ligacao com 0% Jgrupos fos

fatos disponiveis do DNA. Portanto, as moléculas de azul



de toluidina ficarao muito afastadas entre si , nao.ocor-
rendo a interacdo eletronica que resulta em metacromasia -
w( ou ﬁ; . A basofilia se apresentafé com uma cor esverdea
da e,também, ndao serd observado o fendmeno de birrefringég
cila,pois o DNA apresentar-se-a estendido e aberto ( MELLO
et atii., 1978 ).

Tanto os fendmenos de basofilia co

mo de anisotropia nucleares sao influenciados pela fixacdo,

uma vez gue esta pode preservar diferentemente os comple -

x0s DNA-proteina. Geralmente, para o estudo desses dendme-
nos sao indicados como fixadores solucdo de acido-acético

ou etanol-acético ( Dick & Johns, 1967; MELLO, 1983 ). Uma
vez que testes preliminares indicaram a solubilidade&hw.em
etanol, neste trabalho a fixacao foi sempre realizada em

solucdo de acido-acético.



IT - MATERIAL

Foram utilizados:

Tubulos de Malpighi de ninfas de 59 estadio de Txda
toma infestans Xlug ( Hemiptera, Reduviidae )} pro-

venientes da SUCEN - Superintendéncia de Controle

de Endemias - de Mogi Guacu;

Linhagem celular IR-RB-25(2)de rim bovino, estabele-
cidas no Instituto Bioldogico de Sao Paulo. 0Os mé -
todos de manutengdo e repigues usados foram descri
tos anteriormente ( CASTRO, 1970; KOSEKI & ABUHAR,

1979 };

Células meristematicas de raizes de um tivo de mi-
lho ( Zea mays ) proveniente da linha isogénica de
endosperma " flint " amarelo derivado da cultivar
PD(MS} da ilha de Cuba, bem como de um tipo de mi-

lho de origem incerta;

Linfécitos de camundongos Mus muscufus, de 3 meses
de idade e peso corndreo de 28g, da linhagem H/F ,
boa produtora de anticorpos contra antigenos flage

lares de Safmonelflace.



III- METODOS

1. Administracdo do hycanthone em Trlatoma infestans

e obtencdo dos preparados de tiibulos de Malpighi.

As ninfas foram injetadas com solu

cdo de hycanthone ou tiveram seus tibulos de Malpighi incu
bados em meio contendo a droga. No cgue se refere as inje -
cbes, foram usados volumes de 0,05 ml de uma solucao de hy
canthone na diluicao de 1074 M e de 30 uf ou 60 uf da so -

lucao na diluicao de J.O_3 M. Estes insetos foram™ exXpos

H

tos & droga durante 40 minutos vara a primeira diluigao e

30 ou 60 minutos para a ultima, guando os tubulos de Mal

l

pighi foram entdo, retirados para a fixacao, esmagamento e
coloragio. Ja nos experimentos com tibulos removidos,estes
faran. - colotados :em um meio com hycanthone diluido a
107> M numa solucdo aquosa contendo 20% de soro fetal bovi
no e 0,7% de NaCl ( PIMPINELLI et afii., 1975 ). O materi-
al foi removido apés 10, 15 e 20 minutos de tratamento pa-
ra fixacdo, esmagamento_e coloracaoc. Como contfola foram
usados tabulos colocados no meio acima mencionado na ausén

cia da droga.

A fixacao do material foi realiza-
da por 1 minuto em uma gota de acido acético a 45%. Nesta

solucdo foi efetuado um esmagamento muito suave. A remocao



das laminulas foi feita por congelamento do material em ni

trogénio licguido. A sequir efetuou-se a coloragado.

2. Obtencao dos preparados de cultura celular da 1i -
nhagem IB RB-25(2) de rim bovino tratada com a

droga.

Tubos de Leighton contendo laminu-
las foram semeados com 1 ml de suspensao celular e manti -
dos em estufa a 37QC durante 48 horas. As laminulas foram
entio retiradas e imersas numa solucao de hycanthone lOw3M
em agua destilada por 5, 15, 30 minutos e 1 hora.

As culturas celulares foram fixa -
das em &cido acético a 30% durante 2 segundos e a seguir
coradas.

Como controle foram utilizadas la-
minulas, cujas células nao sofreram tratamento com a dro -
ga.

Alguns preparados foram submetidos

ao método de banda C de SUMNER ( 1972 ) para identificacao

de Areas heterocromaticas ( cromocentros ).

3. Exposicao das raizes de Zea mays ao hycanthone e

obtencao dos preparados celulares.



As raizes do milho, em fase inici-
cial de germinacao, foram tratadas com uma solucao de hy -
canthone a 107 em &gua corrente.

0 tempo de exposicdac a droga vari-
ou de 20, 30, 35, 40, 50 minutos, 6 horas e 24 horas. Apos

estes periodos, as raizes foram fixadas em acido acético a

45% por um tempo cue variou de 10, 15, 20, 30 e 50 minu

fos. O material foi entdo esmagado entre ldmina e laminu
las numa gota do fixador. A remocdo das laminulas apos o©
esmagamento, foi realizado por congelamento do material em
nitrogenio licuido. A segquir efetuou-~se a coloracao. Como
controle foram utilizados raizes mergulhadas em agua de

torneira.

4. Obtencado dos prepvarados de linfocitos de camundon-

go e tratamento com a droga.

0 sangue dos camundongos foi co -
lhido com uma pipeta Pasteur: pelo plexo retro - orbital, e
colocado em tubos contendo solucgdo anti - coagulante de Al
sever. Em seguida o material foi centrifugado por 10 minu-
tos a 1200 rpm. ApoOs a centrifugacao, dispensou-se o sobre

nadante e retirou-se a Pelicula formada logo acima das he-

maceas. 0 material foi ressuspendido em solucao salina com
NaCl a 0,85% centrifugado novamente por 10 minutos a 1200

rom colocado em um tubo, e ressuspendido novamente.



Uma parte da suspensao, usada como
controle, foi colocada sobre lamina, sem a droga. No res -
tante do material adicionou-se hycanthone diluido em solu-
cio com NaCl a 0,85%. A concentracao final desta solugao
foi de lO—BM. Apds 15 minutos de exposigdo a droga, O ma -
terial é retirado e colocado sob?e laminas, fixado imedia~
tamente ou apds 20 minutos pingando-se 2 gotas de acido -

acético a 45%. A seguir todos os preparados foram coloca -

dos numa cubeta contendo acido acético a 45% por 1 minuto
para a remocio de detritos. Nuando os preparados estavam

secos, efetuou-se a coloracao

5. Coloracao com azul de toluidina.

Os varios preparados foram submeti
dos a tratamentos com ENase numa concentracao de 0,05% -
( 1 hora para os tibulos de Malpighi e para as células de
rim bovino e 2 horas para as raizes de milho ), antes da
coloracido. Esta foi realizada com uma solucaco de 0,02% de
azul de toluidina em tampdo McIlvaine a pH 4, durante 15
minutos ( LISON, 1960 ). Para o ¢aso doé linfdécitos dis -
pensou-~se © tratamento enzimatico, uma vez que a partici -
pacao de RNA nessas células & bastante reduzida.

A sequir os preparados foram lava-
dos em agua destilada e secos ao ar, segundo método de

vIDAL ( MELLO & VIDAL, 1980 ). Foram finalmente diafaniza-



dos em xilol e montados em balsamo do Canada.
A observacao do material foi reali -
zada num fotomicroscopio Zeiss equipado vpara . microscopia
de polarizacgao
Uma fonte de luz ultra - violeta .

foi usada para investigac¢des de anisotropia.



IV - RESULTADOS

1. Nacleos de Tadatoma Ainfesitans.

Nas figuras 2 a 7 sao observados
os nlcleos polipléides das células epiteliais de tuabulos
de Malpighi de Trdiatoma Anfestans corados com azul de to -
luidina a pH 4,0 , apds tratamento com RNase. No material
controle tanto a eucromatina como a heterocromatina exibem
metacromasia ( Fig. 2 ). Além disso, ambos os tipnos de cro

matina, examinados com microscopia de polarizacao, mostram

se birrefringentes. ( Fig. 3 ).

Figs. 2 e 3 - Aspecto visual da basofilia (2) e birrefrin-
géncia (3) de um mesmo nucleo volipldoide de
tibulo de Malpichi de Tadlatoma inkestans co-
rado com azul de toluidina a pH 4,0 apos re-
mocao de RNA.As setas indicam a area hetero-

cromatica. Aumento 660 X.
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Por outro lado, em todos os experi
mentos nos nucleos de tibulo de Malpighi incubados com hy-
canthone ou provenientes dos insetos injetados com a mes -
ma droga podem aparecer algumas imagens semelhantes as do
controle ( Figs. 4 e 5 ), porém na maioria dos casos a he-
terocromatina exibe uma basofilia de cor esverdeada e azu-
lada, enquanto a eucromatina aparece violeta ( Figs. 4 e

6 ). Entao, deixa de ser detectada birrefringéncia na he -

terocromatina ( Figs. 5 e 7 ). Alguns nucleos foram também
observados onde a basofilia geral, inclusive da eucromati-
na, apareceu esverdeada ( Fig. 6 ), acompanhada por total
auséncia de birrefringéncia ( Fig. 7 ).

Nao deve deixar de ser mencionado
gue, ao lado dos nucleos polipldides dos tubulos de Malpi-
ghi, nacleos peguenos, de outros tecidos , podem aparecer
nos mesmos preparados. Estes nucleos nao parecem ser afeta
dos em suas propriedades de basofilia e anisotropia pelo
hycanthone ( Figs. 4 a 7 ), principalmente no material em
gue foi injetado a droga. No material gue foi inoculado com
< hycanthone, observamos alguns poucos nucleos esverdea -

dos.

2. Nucleos das células IB-RB-25(2).

Primeiramente os nlUcleos das célu-

las da linhagem IB-RB-25(2), foram submetidos ao_métado de









banda Cde SUMNER ( 1972 ), a fim de se confirmar a presen-
ca de cromocentros ja descritos para nlicleos interfasicos
de bovinos ( SCHNEDL, 1972 ). Foram encontradas diversas
areas condensadas mais intensamente coradas e espalhadas
por todo o nicleo ( Fig. 8 ) e que equivalem as regides he
terocromaticas centroméricas ja descritas ( SCHNEDL,1972).
As células tratadas com RNase e co

rado com azul de toluidina a pH 4, exibiu metacromasia es-

pecialmente nos cromocentros ( Fig. 9 ). Em culturas trata

das com hycanthone, a cromatina apresentou-se com uma baso

filia de cor azul - esverdeada, especialmente na heterocro
matina ( Fig. 10 ). Além disso, os cromocentros aparecenm
mais dilatados e com forma heterogénea ( Fig. 10 ). Em to-

dos os tratamentos foram obtidos os mesmos resultados aci-
ma relatados.

0 fenomeno de birrefringéncia foi
constatado nos nucleos do material controle, porém com in-
tensidade muito fraca, o que impediu sua documentacao foto
grafica. Nas células tratadas com hycanthone , os nucleos

nao exibiam tal fenomeno de anisotropia.

3. Nucleos de células de raiz de Zea mays.

Nas Figs. 11 a 15, sao observados
nicleos de células merismaticas de raiz de milho ague foram

coradas com azul de toluidina apds tratamento com RNase.



Os nucleos do material controle -~
( Fig. 11 ) apresentam-se metacromaticos, evidenciando ni-
tidamente regides pontuadas mais coradas gue constituem os
prequenos cromocentros, no caso, " knobs ". Entretanto, nos
nucleos das raizes tratadas com hycanthone numa concentra-

cao de lO“BM, nota-se uma basofilia de cor esverdeada, tan

to nas porcoes eucromaticas como heterocromaticas ( esve-
cialmente nestas ultimas ). Além disso, pode-se notar que
0s cromocentros mostram-se menos nitidos. ( Fig. 13 ).

NQuando estes preparados sao exami;
nados ao microscopio de polarizacao, os nucleos dos prepa-
rados controle mostram uma imagem de birrefringéncia cujo
brilho exibe cor de interferéncia amarelada ( Fig. 12 )con
trastando com o brilho prateado devido a birrefringéncia
das paredes celulares.

No material tratado com a droga
nao foi detectada birrefringéncia nos nucleos, mas somente
na pvarede celular ( Fig. 14 ) e nos graos de amido ( Fig .
15 ) que se acham presentes em certos tipos de milho ‘e gue
nao foram detectados no material proveniente da cultivar
PD ( MS ). Estes resultados acima descritos foram encontra
dos em todos os tratamentos com a droga @ no$ diferentes

tempos de fixacao.












4. Nicleos De linfécitos de camundongos.

Nas Figs. 16 a 18 observamos os nu
cleos de linfocitos de camundongo que foram corados com
azul de toluidina a pH 4,0. Os nucleos do material contro-
le ( Fig. 16 ) apresentam-se metacromaticos em contraposi-

cdo aos nucleos do material tratado ( Figs. 17 ) ., que

exibem uma basofilia esverdeada e azulada., -

Na Fig. 17 sao observados nucleos
do material tratado com a droga e que sofreu uma fixagao
ap6s 20 minutos. Podemos notar que estes nucleos se mos -
tram muito mais esverdeados do que os nucleos da Fig. 18 .
Estes ultimos foram imediatamente fixados e mostram-se le--
vemente azulados, sendo alguns deles muito semelhantes aos

do controle.
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IV - DISCUSSAO

Levando-se em conta o significado
da basofilia nuclear { BERGERON & SINGER, 1858 ; MIURA &
OHBA, 1967; TOEPFER, 1970 ) e as propriedades intercalan-
tes das moléculas de hycanthone em relacac ao DNA (WARING,

1970; MELLO ef afii., 1978; ONG, 1978 ), e de se .esperar

gque nas regioes onde a droga venetrar significamente e se
ligar aos gruvos fosfatos do acido nucleico , a Dbasofi -
lia se apresentara de cor esverdeada {( MELLO ef alfi.,1978).

Além disso, com a perda do esta -
queamento dos pares de bases do DNA e da distribuicao orien
£ada : das moléculas de azul de toluidina, a birrefringén-
cia devera diminuir intensamente ou desaparecer ( MELLO ¢l
alii., 1978 }.

Com base nos dados deste trabalho
ha indicacao de uma ligacgac preferencial das moléculas de
hycanthone a heterocromatina nos tubulos de Malpighi de
T. infestans. Entretanto, nos outros materiais analisados,
isto &, nas células IB-RB-25(2) e de raiz de milho, a dro-
ga penetrou e vermaneceu tanto na eucromatina como nas
porcoes heterocromaticas. O mesmo se deu em muitos nucleos
de linfdcitos de camundongo, cue contém grande parte da eu
cromatina na forma compactada, além da provria heterocro -
matina. Mesmo nos tubulos de Malpichi de T. {indestans, al-

gumas variacgoes com relagac ao padraoc de basofilia foram



constatadas, por exemplo, uns poucos nucleos totalmente
verdes ou totalmente metacromaticos. Casos foram observa -
dos em cue numa mesma célula eptelial binucleada , apenas
um dos nucleos permitiu o alojamento da droga na hetero -
cromatina, enguanto que o outro nlcleo permaneceu inteira-
mente metacromatico. Tais tipos de variagdes, talvez sejam
devidos a diferentes condigoes de metabolismo celular e
mesmo nuclear, cgue afetem diferentemente as estruturas dos
tipos cromatinicos considerados, bem como a sua composigao
em termos de complexos DNA-proteina. Neste mesmo material
de T. infestans variacdes em afinidade vor Ions Mq++ , re-—
fletindo diferencas em interacgdo DNA-proteina foram ja re-
latadas em heterocromatinas de nlUcleos de uma mesma célula
( MELLO & VIDAL, 1983 ). Foi também encontrada neste mate-
rial descompactacdo de heterocromatina em apenas um dos

niucleos da célula binucleada, pela acdo do composto Hoech-

st 33258, sugerindo uma assincronia da fase § , para dois
nicleos de uma mesma célula ( MELLO, 1983 - informagao pes
soal ).

No caso dos linfocitos o fato dos
preparados que foram imediatamente fixados, estarem seme -
lhantes ao controle, enguanto gue nas outras laminas gue

foram fixadas avds 20 minutos terem a maioria dos nucleos

esverdeados, poderia estar ygojapionads a una alteragsn  d

pstrutura  de complexo nip durante esses 20 minutos, aque

provavelmente favoreceu a estabilizacao da ligacao do hy -
canthone na cromatina.

Alem disso, € importante lembrar



gue os presentes resultados foram obtidos em material fixa
do com acido acetico, este fixador remove proteinas, como
histonas ricas em lisina, do complexo deoxiribonucleopro —
teico ( DICK & JOHNS , 1967 ). Pelo menos no caso dos nu-
cleos dos tabulos de Malpighi de T. infestans que exibiam
metacromasia na eucromatina apos tratamento com o hycantho
ne, ha oossibilidade de haver ocorrido remocac da droga
nessa eucromatina, pela acao do fixador. Para gue drogas -
intercalantes, como no caso do hycanthone, se prendam for-
temente nas fitas do DNA, ha necessidade de qgue ocor -
ram fortes interacdoes hidrofdébicas com o mesmo ( WARING
1970 ), além da ligacao eletrostatica com os grupos fosfa-
tos deste tltimo ( MELLO ef. afti., 1978 ). Possivelmente,
isto ndo ocorra na eucromatina da maioria dos nacleos das
células epiteliais dos tﬁbulos_de Malpighi,ao contrario do
que se verifica na heterocromatina do mesmo sistema. Dada
a atividade de transcricao dessa eucromatina é mesmo de se
sperar menor oportunidade para intercalacao da droga e pa-
ra forte interacac dessa com o DNA ( CHITRE & KORGAONKAR .,
1979 ). Isto certamente também pode ocorrer,mesmo em Aareas
eurocrbméticas © gue nao estejam transcrevendo , .:dada g
observacao de metacromasia e birrefringéncia em larga ex -
tensao nas mesnas.

Verificamos, além disso , que o©s

cromocentros, especialmente das ceélulas de rim bovino e ,

em menos intensidade, nos cromocentros dos nucleos de raiz
de milho e na cromatina condensada dos linfdécitos, tornam-

se mais difusos, descompactados, relaxados, pela acgao da



droga. Com base nessas observacoes € nos nossos dados de
ausencia de anisotropia nesses sistemas, consideramos qgue,
ao se alojar entre os pares de bases do DNA dos cromocen -
tros, a droga promove um afrouxamento das fibras crdmatiné
cas al localizadas. Estas alteraceSes na conformacio do DNA
por diversas drogas intercalantes foram, inclusive, demons
tradas recentemente por NISHIO & UYEKI ( 1982 )} e explicam
as quebras no DNA introduzidas por tais tipos de substan -

cias ( ROSS ef. alfli., 1979 ). Ouanto aos ndcleos dos tu -

bulos de Malpighi, nao se pode afirmar gue tenha ocorrido
uma descompactacao do cromocentro pela vresenga da droga .
Neste caso os cromocentros sdo corpos geralmente heterocro
maticos individuais que se combinam entre si - (MELLO,1978).
0 aque, possivelmente, nao vermitiria o relaxamento da es -
trutura em guestao, seria a presenca de comwlexos protei -
cos mais estdaveis, principalmente com relacdao a presencada
histona H1 ( KARAWAJEW et afi{i., 1982 ), e talvez protei -
nas nao histénicas, estruturais,

De certa forma os resultados indi-
cando interacao do hycanthone com heterocromatina e com a
eucromatina compactada de linfocitos, estdo de acordo com
0 relato de HOFF & MACINNIS ( 1981 ) ao nivel de microsco-
via eletrénica, muito embora o acerto da definicdo de are-
as nucleares heterocromaticas nesse caso possa ter sido ca

sual. Ainda mais, tais areas voderiam representar eucroma-
tina compactada, mas mesmo assim terem afinidade especial

pelo hycanthone no sistema utilizado por esses autores. No

entanto, a retencao de moléculas de hycanthone na eucroma-



tina, come em alguns dos tipos celulares estudados neste
trabalho nao foi verificada nas preparagoes de HOFF & MAc-
INNIS ( 1981 ), talvez por se tratar de material diferen -
te.

Em se considerando o arranjo supra
estrutural da eucromatina e da heterocromatina, & dificil
imaginar o mecanismo que permite a penetracao da érogé eg-

pecialmente no interior do DNA da heterocromatina. FEmbora
sem esclarecer tal mecanismo, existem na literatura rela =~

tos de gue outras drogas de caracter intercalante podemn
também apresentar uma preferéncia por heterocromatina (LER
MAN, 1971; SIEGER ef affi., 1971 ). A constatacao de liga-
cao da actinomicina D a heterocromatina tivo constitutiva,
compar=ada com a de tipo facultativa ( SIEGER et.aﬂii. ,
1971 } ou também a ligacdo do brometo de etidium a uma cro
matina compactada( LERMAN, 1971 )}, podem indicar gue a com
posigao da cromatina, mais até do gue uma simples conden ~
sacdo cromatinica, esteja envolvida no mecanismo de reten-
cdo de moléculas intercalantes no interior do DNA. Relatos
de alguns autores ( WEINSTEIN & HIRSCHBERG, 1971; ISONO &
YOURNC, 1974 ) indicam gue o hycanthone tem uma certa afi-
nidade em se ligar nas reqgides de DNA altamente repetitivo
tanto em residuos adenilicos ( WEINSTEIN & HIRSCHBERG '
1971 ) come em sequéncias repetitivas com ricqueza em C-G-

C-G; ( ISONO & YOURNO, 1974 ). Nos casos estudados neste
trabalho a composicao das regioes heterocromaticas conti -
nha DNA repetitivo ( SCHNEDL, 1972; MELLO, 1978 ; VIDAL ef

alii., 1984 ), concordando com as proposicdes de WEINSTEIN



& HIRSCHBERG ( 1971 ) e ISONO & YOURNO { 1974 ). Nao se sa
be, porém, se ¢é significativa a participacdo desses tipos
de DNA na eucromatina de linfdcitos, das células em cultu-
ras e das células de milho,

A vreferéncia de ligacac da droga
a areas cromatinicas especificas, muitas vezes heterocroma
ticas, possivelmente expligue a guebra de cromossomos e

perda dos mesmos durante sua migracao na anafase ( GREEN

et alli., 1973; ROCHA & KATZ, 1973; MELLO et afii.,1978 ).

Isto, se considerarmos gue em Cromossomos Com centrdmero
localizado, como na maioria dos materiais em que se detec~
taram perdas e quebras cfomossémicas, a heterocromatina e
de localizacdo centromérica.

E também de interesse neste traba-
lho, ter-se verificado que nlicleos de traqueias e tecido
conjuntivo, presentes nos mesmos prewvarados dos tubulos de
Maloighi e submetidos a um mesmo tempo de exposicdo a dro-
ga, guase nunca terem sido afetados vela mesma.Possivelmen
te a penetracao e interacdo de hycanthone tenha ocorrido
em larga escala nos tubulos de Malpighi, facilitadas pelo
proprio mecanismo fisioldgico das células envolvidas . Os
tibulos de Malpighi destes insetos sao, brimordialmente
orgaos excretores, filtrando as substancias da hemolinfa
( WIGGESWORTH, 1965 ). E a partir da hemolinfa, ou, experi
mentalmente, de um meio de cultura gque banhe os tubulos |,
gue a droga transitara para as células dos mesmos.

As caracteristicas de basofilia e
desaparecimento de birrefringéncia cromatinica constatados

nos materiais tratados com hycanthone diferem de resulta -



dos obtidos em materiais tratados com oxamniquine ( BECHA
RA & MELLO, 1984 ). Esta droga vem sendo atualmente utili-
zada com muito sucesso no Brasil para o tratamento da es -
gquistossomose. Aparentemente nao se liga ao DNA como o hy-
canthone, e seus efeitos colaterais nao sao tao drasticos

como os promovidos pela (ltima. Por isso mesmo veio subs -
tituir em larga escala o uso do hycanthone, pelo menos nes

te pais. No entanto sabe-se gue na Africa o hycanthone &

ainda utilizado no tratamento da esquistossomose apesardos

seus riscos.



VI - CONCLUSOES

Com base nos dados desta tese , po

de-se concluir que:

1.

O hycanthone se liga preferencialmente a heterocro

matina ( se comparada a eurocromatina ) de nucleos
de Oorgaos excretores, de T; infestans. Isto ja nao
se verifica em outros sistemas estudados ( céli -
las animais isoladas e em cultura e células vege -
tais ). Nestes nao foi constatada tal tipo de pre-

feréncia.

Variagoes dentro dos mesmos preparados, ou, em pre
parados de diferentes tipos celulares, no comporta
mento de ligacao da droga ao DNA, possivelmente se

devam:

a diferentes condicoes de metabolismo ce
lular e/ou nuclear gue afetem os tipos de comple -
x0s DNA proteina em termos de composicao , arranjo

e estabilidade.

a variacao na remocao da droga pela fixa



3.

Com excecao do material de T. infestans, a penetra
cao da droga causa efeitos drasticos em relacao ao
organizado arranjo supra estrutural da heterocroma
tina tendo, como conseguencia imediata,o seu afrou
xamento, o oue talvez facilite quebras no DNA des-
sas regides. No caso do Tradiatoma {infestfans este fe
ndémeno de relaxamento nao ocorreu porgue, provavel

mente, a estrutura dos cromocentros apresente com-

plexos DNA mais estaveis.

Uma vez gue a heterocromatina € rica em DNA repe -
titivo, ac contrario da eurocromatina € ©possivel
admitir-se gue a ligagao do hycanthone a certos ti
pos de cromatina se deva mais a sua composigdo do

gue a seu proéprio estado de condensacao.



VII- RESUMO

A ligagdo do hycanthone, droga uti
lizada no tratamento da esguistossomose, a conhecida pela
sua capacidade de penetracdo na molécula do DNA e de indu- '
cdo de guebras cromossdmicas, fol investigada em areas cro
matinicas diferentes em termos de compactagdo, composicdo
e fisiologia.

Com base na observacido visual de
caracteristicas de basofilia e de anisotropia nucleares ,
pode-~se demonstrar uma ligacao preferencial do hycanthone
pela heterocromatina em nicleos dos tibulos de Malpighi de
T. 4infestans klug. Entretanto, em outros sistemas ( Linfd-
citos de camundongo, células'renais em culturas e células
vegetais ) a droga também pode se ligar a eucromatina, com
pactada ou nao. A droga, ao penetrar nos varios tipos de
heterocromatina ( exceto na do T. J(ingestans ), promove 0
seu afrouxamento, o gue certamente favoreca al maior inci-
déncia de guebras. As variacoes de 1igagéo do hycanthone ao
DNA nos tipos celulares estudados possivelmente se relacio
nam a diferencas em composicao, arranjo e estabilidade dos

complexos DNA-proteina envolvidos,



VIII-SUMMARY

Hycanthone is a drug used for the
clinical trials of schistossomiasis, although inducing chro
mosome breaks when it enters the DNA double helix . In

this work the binding of hycanthone to chromatin areas dif
fering in terms of composition and phisyology, was inves -

tigated.

Based on visual observation of nu-
clear basophilia and anisotropy a preferential binding of
hycanthone to heterochromatin cauld‘be demonstrated in the
nuclei of the Malpighian tubules of T. inﬁaéiané Klug. Ho-
wever, in other cellular systems { mouse lymphocytes, Kid-
ney cells in culture and plant cells ), the drug can also
bind to euchromatin irrespective of its compactness level.

When penetrating the various hete-
rochromatin tvoes ( excepnt in the case of T. in4esfans he-
terochromatin ), the drug induces chromatin loosening,that
certainly favors incidence of chfomatin breaks. The varia-
tion of hycanthone bjnding to the DNA in the cell types:
studied in this work are possibly related to differences in
composition, arrangement and stability of DNA-protein com-

plexes involved.
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