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I - INTRODUGAD

B

0 Scido nalidixico (C H

12 1

LESHER et al. [19B2) € um derivado do &cido 1-alguil-1, 8-
-naftiridina-4-oxo-3-carboxf{lico (LAPPIN, 1948), cuja formu

N O ) sintetlzado por
2 2 3

la estrutural estd repressntada na figura 1,
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Fig. 1 - Ndcleo dos derivados lmalquil?l,B-naftiridina-Q -
' -oxo-3-carboxfilico,

A substituicado do radical R por um grupamento e-
ti1, propil ou alil, do radical R’ por um grupamento etil
ou do R“'por radicais etil ou hidroximetil origina deriva -
dos acidos do 1~alqui1~1,B-na?tiridina-4—0x0;3*carboxilicu
com propriedades f{sicas diferentes, porém, com a mesma ati

vidads biologica.

0 scido nalidixico apresenta-se como um pé de cor
branca, com peso molecular 232,23 e com boa splubilidade am
cloroférmio e solugbes de hidréxido de sédio ou de potas -

sio, mas pouco soldvel em etanol, metanol e eter.

0s derivados do ndcleo 1,8 naftiridina (Win
18.320)% foram inicialmente utilizados para ensaios clini -
cos em camundongos, caes, macacos e, postericrmente no ho-

mem, apresentando atividade maxima em infecgoes sistemicas

% (Codigo utilizado para identificagac da droga antes da

sua comercializacgao.




2.

causadas por bactérias Bram-negativas. Por ser um agante
quimioterapico com acaoc especifica sobre esse grupo de bag
térias, o Scido nalidixico recebeu dencminagdes comercials
tals como, NegBram, Negram e Nogram, No Brasil, entretanto,

fol apresentado comercialmente soch o nome de Wintomy lon.

C dcido nalidixico possui um mecanismo de agao
cujo efeito primarioc ainda nac foi estebelecido. Estudos
realizados em bactérias demonstraram sua atuagdo por ini-
bigao seletiva da sintese semi-conservativa do DONA,sem al-
teragso da integridade biogquimics desse Gltimo (GOSS et
al., 1985 ; ROSENKRANS et al., 1885 ; COUK et al,, 1866
DEITZ et al., 1886 3 KIHLMAN, 1987 ; SIMON et al., 1974) .,

As pesquisas realizadas objetivando eluecidar a
interferéncia do &cido nalidixico sobre enzimas bacteria-
nas tem demonstrado que esse quimioterdpico n&o interfere
no metabolismo ou mecanismos de agao de CNA~polimerase
(EBERLE et al., 1971 3 PEDRINE et al., 1872 ; HANE, 1974},
da endonuclease I, das exonucleases I, IXI e 111, da pali-
nucleotidioligase, da ONA-metiltrans ferass(PEDRINE et al.,
1872 ; HANE, 1974), da desoxirribonucleontidioguinase, de
desoxirribonucleotidiotrans ferase(BOYLE et al.,18639; HENE,
1974} 2 da bete-galactosidase (BOYLE, 19891,

As investipagDes de DEITZ et al., (13681} ,KAPLAN
et al., 1870, EBERLE et al. (1871), JAVOR, (1874)entre ou-
tros, demonstraram gque o Acido nalidixico nao possui agao
primaéria de inibicao sohre o RNA e proteinas, e que sua in
corporagao & cflula € independente da acio de permeases ,ha
vendo indfcios de gque @ resisténcia bacteriana demonstrada
a essa substancia seja desenvolvida a nivel cromossdmico.
HELLING et al. (1871} justificaram a deficiencia de desi-
drogenase de isocotrato ohservada em E. coll resistentes
ao dcido nalidfxico, como sendo efeito indireto de algum

metabolito intermediario.

Apesar de alguns autores como 5055 e¢ al.(1864),
DEITZ et al. (1868), EBERLE et al. (1971) 8 SIMON &t al,.

(1974) serem unanimes em afirmar gue o &dcido nalidixico in
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terfere somente com o DNA unifilementoso, nao tendo atua-
Gao sobre o mecanismo de reparo induzideo pela luz ultravio
leta, notam-se algumas controvérsias no que diz respeitoc a
competigado entre o iniciedor (primer) e o Acido nalidixi-

Co.

Es tudos reallzados, entre cutros, por CUMMINGS
(1968), IVLER (1875) tentam comprovar a hipdtese de que
o &cido nalidixico stua como um andlogo das bases plricas,

pois suas cadelas apresentam grande simileridade.

No homem foi possivel demonstrar que, duas ho-
ras apds a ingestdo, o Acido nalidixico atinge um nivel
hematico de 20 a 50Mg/ml, sende encontrado em suas formas
ativas como &cido nalidixico (75%) - e hidroxinalidixico
{25%) ligadas & protefnas plasmaticas. Ao se ligar com a
albumina, o &cido nalidfixico compete com o sftlic da 1iga-
gao dos compostos cumarfnicos, potencializendo a agho hi-
poprotrombinemica dos anticoagulantes, de maneira idéntica
@0 observado com a fenilbutazona, dcido mefendmico e Acido
etacrinico (MARTIN et al., 1989 ; SELLERS, 1870 ; BIANCHI,
1975).,

™

A metabolizagac do acide nalidixico ocorre no £
gado pbr um processo de conjugacéo, originando mcnoglicurg
natos sem agao bactericida. ApSs & hores de administracho,
§ possfivel a detecg®0 de 150 a 300ug/ml de &cido nalidfxi-
co g hidroxinelidixico na urina., 0 probenecid influencia o
metabolismo do dcido nalidixico, diminuindo o "clearands”
renal, com atuagao semelhante & que tem sobre outros &ci-
dos organicos fracos s penicilinas (BIANCHI, 1875 ; DASH
et al., 1878).

Por sua agao especifica sohre bactérias Gram-ne-
gativas, o &dcido nalidixico tem sido largamente utilizado
no tratamento de infecgbes das vias urindries, ambora tam-

bém seje usado em outras situacoes como gastroenterites,

meningites, infecgoes sistémicas, etc. (FARNARIER, 19687
GILBERTSON, 1872 3 DEONNA, 1874 DUFFEL, 1897581,

Tando em vista as evidéncias menclionadas anteri-
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ormente de gue o dcido nalidixico inibe a sintese semi-
conservative do DONA de bactériass tornave-se forgoso inves
tigar se tal atividade nao teria efeitos sobre o DNA huma-
no, mormente porgue o dcido nalidixico vem sende ministra-
do a ggstantss e crianges, principalmente pera tratamento

de infescgbes urindrias.

Uma investigagao preliminar nesse sentido foi,
entao planejada tendo por objetivo averiglar o efeito In

vitro do acido nalidixico sobre :

a) & taxa de multiplicacgao dos linfdcitos do san
gue periferico estimulados por fitohemagluti-
nina, avaliada por intermédic do percentual
de transformagao bléstice ¢ por intermédio do

{ndice mitStico i

bl as texas de aneuploldias, de poliploidias o

de quebras ocu falhas (gaps) cromossomlcas @

cromat{dicas,




IT -~ CASUTISTICA E METODOS

I1.1 - Casufstice estudada.

A casufstica estudada consistiu de 15 indivi-
duos brasileiros, adultos e aparentemente sadlos, qus nao
tinham sofrido exposigac a agentes quimicos, drogas, radia
goes, nem manifestavam doengas infecciosas particularmente
de origem viral, até algumas horas antes de sersm selscio-
nados. Dez deles eram caucasdides (7 homens e 3 mulheresle

cinco eram negrdides do sexo masculino.

II.2 - A colheita de sangue e preparacdoc de culturas,

Apds a antissepsias da porgac anterior da pre
ga do cotovelo com alcool 70%, procedeu~Se a colheita de
20 ml de sangue venosv de cada individuo,utilizando-se se-
ringas e agulhas 25x8 descartdvels e heparinizadas(0,01 ml
de Liguemine Roche por ml de sanguel), com selo de identifi
cagao contendo o nome do doador. Para assegurar & n&c coa-
gulagao do sangue, girou-se a seringa lentamente por di
versas vezes, a fim de se obter uma distribuigao humogenea

de heperina no volume de sangue colhido.

0 material foi transportado psras a camara as-
séptica, onde cada amostra de sangue fol transferide para
um tubo conico estéril, etiguetado e fechado com uma capa
dupla de folha de aluminio, a qual, apbs fiambada em um bi
co de Busen, fol perfurada pela agulha da seringa, A folha
de aluminio perfurada foi recoberta por uma outra previa-

mente flambada, a fim de gue o tubo permanscesse vedado.

A sedimentacac das hemdcias fol obtida pela

centrifugacao des tubos contendo sangue heparinizado,a 300
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rvp.me durante 5 minutos,

Retornande &8 céamara asséptica, aspirou-seo plas
ma sobrenacdante rico am leucdcitos juntamente com O
creme leucocitario eventualmente depositado sobre as hemé-
cias, com o auxilio de uma pipeta Pasteur esterilizada e
munida de uma chupeta. Antes dessa operacao a pipeta foil
flambada na chama de um blco de Bunsen, apds ter sido pas-
sado sobre ela um chumago de algodao embebildo em &lcool.

0 conteldo da pipeta foi transferido para um tu-
bo de ensaio esterilizado recoberto por folha de aluminio
previamente flamhada. Durante sssa operacac o tubo de en-
salio foi mantido o mais inclinadamente possfvel & nas pro-
ximidades e atrds da chama de um blco de Bunsen, O gue tam
bém foi exigido nas etapas seguintes dentro da camara as-

sgptica,

Feita & ressuspensaoc no interior do tubo de en-
salo, o plasma rico em legucdecitos foi recolhido em pipeta
estéril provida de chupeta e contendo rolha de aslgoddo na
porgaoc proximal e distribufdo equitativamente em duas sé-
ries de quatro frascos numerados de 1 a 4 g de 1-A a 4-4,
o8 guals coentinham 5 ml de melo de cultura. Nos frascos 1
e 1-A nao havia dcido nalidixico, enquanto nos frascos 2 e
2-A, 3 8 3-A, 4 e 4-A as concentracoess dessa substancia fo
ram respectivamente lguals a 20, 50 & 100 microgramas por
mililitro., €nguanto a série ds fraswos numerada de 1 a 4
se prestou para ¢ estudo de cromossomos metafisicos, a sé-
rie numerada de 1-A a 4-A fol ytilizads para a andlise da

diferenciagan blastica.

Depois de flambados e arrolhados, os frascos dei
tinados & obtengao de placas metafdsicas foram incubados
em gstufa bacterioldgica a 37OC por 48 horaes,enguanto gue

as emostras destinadss a andlise da diferenciaecac bléstica

foram incubadas por 72 horas a 37°%¢.
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I1.3 - Preparo do material,

Us tubos de ensaio, os tubos de centrdfuga, as
provetas, os frascos tipo vidro de xarope com capacidade ds
106 ml e as rolhas de borracha neutras foram mantidos
em detergente alcalino,sem emulsac clecsa, durante 4 ho-
ras, escovados culdadosamente e lavados com gua corrente
abundante e dgua destilada antes de serem postos & secar
a 40°c.

Us tubos de ensaio foram siliconizados com solu-
30 de silicone a 2% em tolucl e voltaram para a estufa de
secagem. Apds vedacao com uma capa de folha de aluminio, a
sua esterilizagao fol feita dentro de caixas de aluminio,
do tipo das usadas como merendéiras, gm forno a 18900, du~

rante duas_horasu

As folhas de aluminio utilizadas para a vedagao
de tubos de ensaio e pravetas, foram previamente cortadas
gmn guadrados medindo 5 ecm de lado, e esterilizadas em for-
no & IBDQC durante duas horas, dentro de placas de Petri .
U mesmo tempo de esterilizacgao foi dispensado ans frascos

tipo vidro de xarope.

As rolhas de borracha foram distribuldas em pla
cas de Petri envolvidas em papel Kraft e asteri lizadas du-
rante uma hora em autoplave a 1,5 atmos feras de pressao e
a 125°C,

Us tubos de vidro utilizados para a preparagaon
de pilpetas Pasteur forem mantidos durante 4 horas am tma
solugao sulfo-nitrica (20 : 1 v/v), submetidos a lavagem
em dgua corrente e bidestilada, & secos a 40°%¢, Depois ds
siliconizados e novamente Secos, procedeu-se a vedacao de
Suas extremidades com algodao hidrdfilo e sua esteriliza-
¢80 em caixas cilfndricas metdlicas, em forno a 180°C du-
rante duas horas. 0 estiramento desses tubos para a feituyu-
ra de pipetas Pasteauyr foi realizada no momento de uso, As

chupetas empregadas pare o uso das pipetas Pasteur naoc fo-
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ram gesterilizadas.

0 conjunto empregado na filtragao e esteriliza-

das solucoes foi constltuido pelos seguintes componentes :

al filtro Seitz munido de place filtrante e sste
rilizante, com & sua parte superior ligada a

um tube de latex 3

b) frasco de Kitaseto, com a soclucao a ser fil-
trade, provido de relha de boerracha munida de
um orificio, etravés do gqual passa um tubo de
vidro em L, gue quase atinge o fundo do fras-
co e cula extremidade superior é ligada ac tu
bo de ladtex am conexaoc com o filtro Seitz., A
abertura lateral do frasco de Kitasato € 1i-
gada por intermédio de um outro tubo de latex

a Um compressor j

¢} frasco de Mariotti, ligado por intermédic de
um tubo de iladtex munido de um interruptor a

uma campanula de vidro.

Com excegao do filtro Seitz, que foi lavado com
sabdo, palha de ago Fina, bastante &gua corrente e dgua
destilade, todos o8 outros componentes do sistems filtran-
te foram lavados do mesmo modo que os frasceos tipeo vidros
de xarope. Cada conjunteo, depois de seco g envolvido em pa
pel Kraft fol levado & esterilizacao em autoclave a 1,5 at
mos feras de pressao e a IZSDC, durante uma hora. Antes da
autoclavagem teve-se 0 culdade de vedar todas as aberturss
dos componentes do sistema filtrante com folhea de aluminio,
bem como de umedecer a placa de asbesto do filtro Seitz,

com agua bidestilada {(PINTO JR,, 1872},

As solugbes de colgquicina e dcido nalidixico fo-

ram aytoclavadas a 12SOC sob pressac de uma atmosfera por

1% minutos.
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IT:4 - Meio de cultura empregado.

8 melo de culturae fol aguele rotineiramente uti-
1izado na Unidade de Citogenética Humana do Depertamsnto de
Genética Médica da UNICAMP, o gual apresenta a seguinte com

posicao
Spro fisiollgico de HBNKS «civavnnenrsnenasesnsanss 7200 ml
Seroc de cordao umbilical humMaNO .vsvesssasnnansss 300 mi
Hidrolizado de lactalbuming tiuvievnaessanasnaerense 5 g
Fitohemaglutinina suwvusaeensnnsaanansnnnassas 15,85 ml®
Estreaptomicing teeeseanssnrannsnnracsnaasnarsaeass 100 mg
Penicilina 6 potassica cristaling ceesvnsenas 100,000 UI

A solugcac fisioldgice de Hanks tem & gomposigao

anaixc 8 foi preparada com dgua tridestilada e desionizada:

NAC]l wswansrsnsanvtnnasrsnnss 08.000 mg
KCLl avanovsnssvanarnenervasessss 400 mg
Naszaq' }_2H2{j A % 20 3 B 3 B 44 A 34 3N 12@ mg
KHZPDQ‘ T E R E R T EU mg

CaCl 5 8 W E MR ¥ S AN oM oE N oE K owF EAT oMK AN 148 mg

2
Mg504.7HQD W P R R R R B oE R A KR AN 4w R 2{}{3 mg
NaHCDa aar e ts e v eacenrwsna o850 mg

DEXLETOSE cannunrn o svnosssassana l.DDQ mg
Fanol veI'melho sesvesssasaassasanas 2 ml

HZD tridestilada g.85.ps +v.. 1,000 ml

0 fenol vermelho foi preparade por dissolugac de

% A guantidade de fitohemaglutinina pode ser maior, depen-
dendo, de sua etividade mitogénica, previamente testada.
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l g desss composto em 28 ml de NaOH IN, tendo sido os cris
tals triturasdos em almofariz, @ 0 hidréxido de sddio acres
centads em pegusnas gquantidades (0,5 a 1 mi). Depols dessa
dissolugao adicionou~se ggua destilada em guantidade sufi-

ciente para obter 200 ml,

C soro de cordzo umbilical humano utilizado con
gistiu de uma mistura de scros de diversas procedanci as co
lhidos em salas de parto de Maternidade de Campines. Apds
a ressecgao do corddo umbilical e antes do delivramento, o
sangue era colhido em tubos de enmsalo medinde 32 x 170 mm,
posteriormente vedados com folhas de aluminic, e transpor-
tados para o laboratdrio depois de ficarem em repouso a
temperatura ambiente. A retirada do soro schrenadante foi
feita antes e depois do descolamento do codgulc com o au-
x{1io de uma pipete Pasteur. Os soros dos diferentes tu-
bos foram misturados e inativados em banho-maria a 58°C du

. . 0
rante 30 minutos sendo, posteriormente, estocados & -15 C.

A fitohemaglutinina foi prepareda a partir de ol
tenta gramas de feijao preto{Phrasevlus vulgaris®)lavado vé
rias vezes em dgua corrente, na gual permaneceu submerso a
5°C, Apds 12 horas os graos de feijao foram  transferidos
para um liguldificador g triturados depols de adicionar
80 ml de solugdo de cloreto de sédio 0,9%., A pasta obti
de por esse pProcesso permaneceu 12 horas em agitagao con-
tinua 3 temperatura ambiente, apds ter-lhe sido adicionado

140 ml de sclugdc de cloretec de sfdio,

0 material fol centrifugedo a 6.0080 TeDa.m, por
yma hora a SOﬁ, desprezandec~se 0 sedimento. O sobrranadante
fol submetido a centrifugacgbes sucessivas, até que se apre
sentasse 1impido. Ao sobrenadante foi adicionade aproxima-
damente 12 volumes de solugdo de cloreto de sédio 0,3%. De
pols de filtrado em filtro Seitz, ¢ material foi distribuf
do em frascos estéreis com capacidade de &5 ml e estocado

am congelador,

O pH do meio de cultura foi corrigido com &eido

clorfdrico 0,1 N, para um valor muito proximo de 7. Apds o

*RIGAS et al., 1955,
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passagem através de um filtro Seitz munido de placa £11-
trante e esterilizante, o meio Foi distribufdo em volumes
de 200 ml em provetas com capacidade para 250 ml, as guais
foram vedadas com tampa de vidro esmerilhada. Antes & de-
pois desse operagao, tanto o bocal das provetas guanto as
suas tampas foram flambadas e, para maior protecao, essas
(ltimas foram cobertas com folhas de aluminic lgualmente

flamhadas .

II.5 - As sclugOes de Acido nalid{xigo.

0 dcido nalidfixice® fol preparado a partir de
uma solugaoc estogue de 20 mg/ml, Isso fol conseguido por
intermédio da diseolugdo de 100 mg de Bcido nalidixico,ini
cialmente,em 0,5 ml de hidrdxido de potdssio 1IN, procedsn-
do-se & corregac do pH para 7,1 com & adigdo de acido clo-
ridrico 0,1 N e hidrdxido de potdssio 0,1 N, quando neces~
sdrio. Com a adigav de &gua tridestilada completou-se © vo

lume para 5 ml.

Em trés provetas com capacidade de 100 ml pipe-
tou-se 0,1 ml dessa solugcao estogque na primeira, 0,25 mlna
segunda e 0,5 ml na terceira, adicionando-se, em Seguida
meio de cultura para completar o volume final de 160 ml .
Com isso foram obtidos meics de cultura com voncentracoes

de acido nalidixico iguais a 20ug/ml, S50ug/ml e 100ug/ml .
11,8 - 0 estudo dos cromossomos metafasicos.

Transcorridas 48 horas de incubacgao, acrescentou

* 0 dcido nalidixico foi gentilmente doado ac eutor pelo
Prof, Dr. Joao LGcio de Azevedo, do Instituto ds Gengti
ca da Escola Supericr de Agricultura "Lufz de Queiroz" .
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-s@ a cada frasco das séries nhumeradas de 1 & 4, 0,1 ml de
uma soluga@o de colguicina {Colchicine Houdd) em soclugac de
¢,0108 mg/ml, ou seja, 4.310 °M de colquicina por  frasco.

Apds essa pperacac a incubagac continuou por duas horas.

0 material dos frascos foi transferido para tu-
bos conicos e centrifugados a 8050 r.p.m.,por 5 minutos.Com
exceca0 de aproximadamente 1 ml do sobrenadante sohre o 58

dimento dos tubos conicos, o restante fo! desprezado.

A hipotonie fol provocada screscentando-se, len-
tamente, a cada um dos tubos conicos 5 ml de uma solugaon
constituida de 4 partes de dgua e uma parte de meio de cul
tura a 37°C e mantendo 08 mesmos durante 25 minutes em es
tufa bactericldgica a 3708. Em seguida, os tubos Foram cen
trifugados durante 5 minutos a 800 r.p.m., procedendo-se,

logo depois, a retirada de todo o socbrenadante.

A cada um dos tubos acrescentou-se 4 ml de Fixa-
dor preparadoc no momento de uso e constituldo por udma so-
lugao de 3 partes de metancl para uma de dcido acdtico gla
cial. Nesse fixador, ressuspendeu-se, lentamente.o sedimen-

to com o auxilic de uma pipsta Pasteur.

Os tubos com © sedimento em fixador, foram manti-
dos em geledeira durante um tempo minime de uma hora, Fa-
zendo-se nova ressuspensac do sedimento e centrifugacao a
800 r.p.m. durante 5 minutos, desprezando-se o sobreradan-
te.

Ressuspendeu~se novamente o sedimento em 0,5 ml
de fixador recém-prsparadm 8 procsdeu-se @ distribuigao
desse material em 4 a 5 laminas geladas o Omides (3 a 4 gO
tas por laminal, as guais foram passadas sobrs a chama de
uma lampada a 8lcool, a fim de gue Sg processasse a fixa-

CAan.

A coloragac foi feita com a soluchc azur-eosina-
-azul de metileno de Glemsa a 6% durante 10 minutos, ap 68

08 guals procedeu-se uma rapida lavagem das l3minas em a-

gua corrente e secagem ao ar,
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0 fndice mitStico foi avaliado sob objetiva de
menor aumento (125x)}, pela contagem do nOmero de metdtases
e do nlmero de nlcleos nao metafdsicos em 100 cdlulas exa-

minadas.

As metdfases foram selecionacdas com objetiva de
mencr aumento (125x), de acordo com 0 grau de condensacaoe
espalhamento dos cromossomos, e analizadas sob objetiva de
imersao (1250x) com o auxflio de uma camara elara. De cada
cultura foram selecionadas 10 met&fases dipldides com even
tuais hipo ou hiperdiploidia, 10 metd3fases para a investi-
gacao de poliploidias e 10 metdfases para a  investigagho
de aberracoes estruturais representadas por guebras oy fa-

lhas (gaps}. Em resumo, foram analisadas 1.800 met3fases .

As anomalias sestryturais dos cromossomos foram
consideradas alteragbes cromatfdicas quando somente uma
das cromdtides dos cromessomos metafdsicos encontrava-se a
fetada. e alteracgoes cromossomicas gquando ambas as cromﬁti
des de tais cromossomos apresentavam aberracao. Denominou-
~se quebra cromatidica ou eromossdmica - © tipo de lesao em
gue © espago correspondente & perda de continuidade da cro
matide era maior do que a largura de uma cromatide e/ou O
fragmento distal nac mantinha o mesmo alinhamento da por-
gao proximal. Quandoc O espago correspondente B perda de
continuidade era menor do gue a largura de uma cromatide e
¢ fragmento distal mantinha o alinhamento com a cromatide,
a lssao foi chamade de falha cromatidica ou ecromossomica
(gap), (BLCOM, 1872),

IT1.7 - 0 estudo da transformagaoc blastica.

Ao término do perfodo de 72 horas de incubacho a

0 w . ot -
37 C e apos leve agitacao, o conteldo de cada frasco das
séries numeradas de 1-A a 4-A foi transferido para um tubo

cOnico ds numeragao correspondente e centrifugadon a

1.000 ruepsm. durante 5 minutos. O sobrenadante de cada tu-
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bo fol aspirado em guantidade suficiente para obtar L ma
boa suspensdo de células necesséria 3 preparaGac de es fre
gagos em laminas novas desengorduradas, previamente identi
ficadas. Depois da secagem dos esfregagos ao ar, procedeu-
-s5e @ coloragao segundo a técnica de ROSENFELD (1947), que
utiliza um corante preparado com antecedencia, constituldo
por Giemsa em pd (0,87g), MayGrinwald (0,53¢) e metannl
J«3+pPs 1.000 ml.

0 corante de ROSENFELD foi empregado em guantida
de suficiente (aproximadamente 2 ml), de maneira a formar
uma pelfcula sobre a extensao da lamina. Apds um  minuto,
adiclonou~se igual volume de dgua sobre o filme de coran-
te. Decorridos 10 minutos, procedesu-se s lavagem em égua

corrgnhte e secagem ao ar,

0 percentual de transformacgac bléstica fol ava-
liado apds contagem de 100 células, sob ochijetiva de imer-
sao, anotando-se o nimeroc de linfoblastos e o nimero . de
linfdcitos. As células forem classificadas come linfoblas-
tos, guando apresentavam forma arredondada  com clitoplasma
hasofilo sem granulagoOes, nilcleo grande e arredondado con
um a dois nucléoclos bem evidentes e craomatina pouco conden
sada. As células com tamanho inferior ao linfoblasto, com
granulacoes presentes em um gitoplasma escasso, zZona clara
perinuclear, nlcleo arredondado, oval ou reniforme com cro
matina aebundante 8 intensamente corade foram identifica-

das como iintdcitos.,.

Embora possa parscer 5bvio, consideramds nac ser
supérfluo assinalar que a investigagao do percentuyat de
trans formagado blédstica dos linfScitos estimulados por f1-
tohemaglutinina foi feite com a finalidade de averighar se
o acido naiidixica nao teria um efeito depressor sobre es-
sa transformagac, gue € um pré-requisito para a multiplica

gao tn vitro dos linfdcltos do sangue periférico,
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11.8 - Andlise estatfstica,

As comparagbes destinadas 3 averighacio das di-
ferengas entre 05 percentuals de trans formagao bldstica a
entre os fndices mitSticos das culturas-controls e das tra
tadas com Adcidc nalidixico foram feitas por intermédic de
testes t pera dados emparelhados (cf. BEIGUELMAN, 1377).

O valor de t nesse teste € calculado a partir da

razac entre a média das diferencas intrapar (g = & O s, on-

de I d & o somatdrio das diferengas intrapar e n & o nd-
merc de pares de dados) e o0 erro da media E, calgulado por

melo de
— % od? - (Fd )i/n
sfd} =
n {n- 11
Em outras palavras,
-a -

t = =7~ com numero de graus de liberdade digual an - 1 .,

a{d)}

As comparagdes de proporgOes foram feitas peln

teste do gui-quadrado.




18,

III - RESULTADCS

A tabela 1 apresenta os percentuais de trans for-
magbes blésticas observadas tanto & nas ~culturas-econtrele
guanto naquelas tratedas com dcido nalidixico nas concen-
tragbes de 20ug/mi, 50ug/ml e 100ug/ml.

A analise dos dados emparelhades permite -compa-
rar o efeito das diferentes concentragoes de ~dcido nalidi
Xice sobre as psrcentagens de linfdcitos transformadms,tai
tando-se a hipdtese nula de que as diferencas intrapar sao
iguais & zero contra a hipotese alternativa de. gqus isso

nao & verdadeiro.

Os valores de t expressos na tabela 1, ‘mostram
que as diferengas dos percentuals de transformacoes blésté
cas entre os controles e as diferentes concentracoes de

dcide nalidixico ndo sdo significativas.
Tabela 1

Na tabela Z encontram-se representadas as prepor
g0es de metdéfases observadas em culturas de linf8citos com
concentragoes de dcido nalidixice iguais a zero(controle),

20ug/ml, SQug/mi e 100ug/ml.

A comparacaoc entre os Indices mitdticos das pyl-
turas-controle e das tratades com 3cido nalidixico tambhém
foi .~ feita por intermédio do teste t para dados empare-
lhados, com 14 graus de liberdade, testando-se a hipﬁteae
nula de gque as diferengas intraper saoc iguais a zero con-
tra a hipdtese alternativa de que sap diferentes da nulida
de.

Us valores de £ expressos na tabela 2 permitam,
pols, acelfsr a hipdtese nula, ou seja, falam a favor de

gue nao ha diferengas significativas entre as culturas-

"controle e as tratadas com &cido nalidixiceyquante ao. fn=
dice mitdtico.




Tabela 1 ~ Parcentual de trans formagao bldstica nas culturas-
-~controle e nas tratadas com dcido nalidixico nas
concentragbes de 20ug/ml, 50ug/ml e 100ug/ml. Os va-
lores de d, . d, e d4 correspondem ds diferengas in-
trapar entre as taxas observadas nas culturas-contro
le e naguelas com 20ug/ml, 50ug/ml e 100ug/ml de Aci

do nalidixica,

N¥ CONTROLE 20ug/ml d, 50ug/ml dz 100ug/mi “3
1 76 75 1 74 2 78 -2
2 76 77 -1 77 -1 77 -1
3 76 76 0 76 0 78 -2
4 78 77 1 76 2 77 1
5 78 74 -1 75 3 75 2
6 81 78 3 B4 -3 78 3
7 80 78 4 79 1 80 0
8 78 70 8 84 -8 82 -4
9 A2 79 3 76 B 76 6

10 75 75 1 76 ] 78 -2

11 78 77 1 77 1 82 -4

12 78 78 0 76 2 80 -7

13 75 61 -6 76 -1 77 -2

14 78 75 3 79 -1 79 -1

15 77 78 -1 78 -1 76 -1

MEDIA 77,800 76,733 1,087 77,533 0,267 78,400 -0,800

ERRO DA

MEDIA 0.509 0,651 0,796 0,761 0,714 0,486 0,689

t 11340 03374 "'G,B?l

4
(14] 0,20 <P <g,30 0,80 <P <p,70 0,30 <P <0, 40
t,= 2,145 ; o = 0,05 ;14 G.L.

c
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Tahela 2

A tabela 3 apresenta os nlmsros 2 os percentuais
de oflulas hipodipidides (com 44 & com 45 cromessomos ), di-
pl8idaes (com 48 cromossomos)e hiperdipldides (com 47 -ocro-
mossomos ) encontrades nas culturas-controle e naguelas tra
tadas com &cido nalidixico., Para comparar as proporgdes de
c€lulas dessas tras classes nas culturas-controle e trata-
das, os subtotals de metdfases com 44 e com 45 Cromossomos
foram reunides em ume s& categoria, de sorte gue a tabels
para o teste do gqui-guadrado passou a ser constitulda por
quatro colunas e trés fillelras (12 caselas). O valor do
gui-guadrado com 8 graus de liberdade ( XEESJ = 5,718 f
8,30 <P < 0,50 ) expresso na tabela 3, mostra gue sg pode
aceltar a hipdtese de gue as proporgoes de metdfases com
sberragdes cromossdmicas numdricas e com nimero normal de
cromossomos nao dependem de as culturas serem controles ou
tratadss com Scido nalid{xico. Em outras palevras, as pro-
porgOss dessas classes de metd3fases nas culturas tratadas
nao diferiu significativamente daquelas ohssrvadas nas cul

turas~controle.

Tabwela 3

A tabele 4 apresenta 9% valores relativos a con-
tagem de células endorreduplicadas, constituldas todas por
células tetrapléides, com suas respectivas fregusncias tan
to nas culturas-controle quanto naguelas com’ 20ug/ml,
50ug/ml e 100ug/m) de &cide nalidixico,

0 valor do qui-gquadrado obtido ac comparar ag -
proporgoes de células tetrapldides (x%s3u9,978;0,20<P<0,3Q}
permite aceitar a hipdtese nula de que tais proporgdes sao
independentes de &3 culturss terem ou n&c dcido nalidlxico

nas concentragtes de 20ug/ml, 50ug/ml e 100ug/ml.

Tabela 4




Tabela 2 - Indice mitdtico nas culturas-contrele @ nas tratadas
com dcide nalidixico nas concentragoes de 20ug/ml
50ug/ml e 100Qug/ml. Os valores dl, dz g da correspon
dem &s difersngas intrapar entres &s taxas obssrvadas
nas culturas-controle e naguelas com 20ug/ml, 50ug/ml

e 100ug/ml de dcido nalidfxico.

N®  CONTROLE 20ug/ml d, S0ug/ml d, 100ug/ml 4,
1 20 5 15 12 8 28 -5
2 4 4 0 10 -8 11 -7
3 10 18 -8 10 0 13 -3
4 12 8 4 12 0 7 5
5 11 21 10 11 0 12 -1
5 10 12 -2 9 1 11 -1
7 10 7 3 22 12 19 -9
8 12 20 -8 17 -5 12 0
9 22 26 -4 11 11 16 6

10 13 7 6 10 3 14 -1

11 5 11 -8 4 1 11 -8

12 9 12 -3 13 - 4 4 5

13 13 15 -2 1z 1 15 -2

14 14 18 -3 21 -7 13 1

15 9 14 -5 13 -4 13 -4

MEDIA 11,600 13,200 -1,800 12,467 -0,857 13,133  -1,533

;ggg;m. 1,218 1,668 1,870 1,179 1,435 1,231 1,184

o 0,958 0,578 1,284

0,30 <P <0, 40 0,50 <P <0,80 0,20 <P <0,30

tc = 2,145 3 o = 0,05 ;14 G.L.




Tabela 3 - Taxa de aneuploidias nas culturas-controle & nes tratadas com

dcido nalidfxico nas concentragac de 20ug/ml, 50ug/ml B
100ug/ml.

N? DE CONTROLE 20 ug/ml 50ug/ml 100ug/mi
CROMOSSOMOS N® % N % N % N %

44 1 0,67 - - - - - -
45 4 2,66 12 8,0 7 4,87 8 5,34
48 144 86,00 138 82,00 140 93,33 144 83,33
47 1 0,67 - - 3 2,00 2 1,33
TOTAL 150 100,00 150 104,00 150 100,00 153G 160,00

X?az = 6,718 ; 0,30 <P < 0,50




Tabsla 4 - Taxa de poliploidias (endorreduplicacico) nas culturas-con
trols e nas tratadas com acido nalidfxico nas concentra-

goes de 20ug/mi, 50ug/ml e 100ug/ml,

CONTROLE C20ug/ml 50Ug/ml 100ug/ml
CELULAS
N® % N9 % N? % N? %
TETRAPLOIDES 11 7,33 17 11,33 21 14,00 20 13,33
NIPLOIDES 139 82,67 133 BB,E7 129 86,00 130 86,67

2 =
Xigy = 3,879 4 0,20 <P < 0,30
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A freq;éncia de aberragOes estruturais detecta-
d% nes cromossomos obtidos por cultura de 1infdcitos sem
dcido nalidixico (controle) e com Scido nas concentragoes
de 20M¥g/ml, 50Mg/ml e 100Hg/ml sdo mostradas na tahela 5.

U tipo de apresentagao feito na tabelas S,incluin
de metéfases com aberragtes estruturais itnicas e miltipilas
em uma s40 clesse, deve-se ao fato de nao se ter ohssrvads

falhas e quebras em uma mesma célula,

Para a andlise dos dados expressos na tabela 5,
estabelecsu-se & hipdtese nula de gue as propurgées ge oa-~
lulas portadoras de alteragbes sstruturais nao diferem sig
nificativamente daguelas com auséncia de tails alterac¢oas,
tanto nas gulturas-controle guanto naguelas ifratadas com
dcido nalidgfxico. D valor do . qui-quadrade  obtido
[X?a} = 1,122 5, 0,70 < P< 0,80) permite aceitar a hipGtese
nula de que a presenga do &cido nelidfxico no melo de cul-
tura nas concentragbes de 20ug/ml, 50ug/ml e 100ug/ml nao
influencia a taxa de falhas e de quebras cromossomicas ou

cromatfdicas.
Tabela 5§
De acordo com o grupo de cromossomes afetados,

1,5% das alteragOes foram detectadas no grupoc A, 2% no gru
pe B & 2% no grupo C.




Tabela 5§ - Nimeroc @ percentual de metafases com aberragdes CromossAmica: 0§
truturais observadas nas culturas-controle e nas tratadas com a-
cido nalidixico nas concentregoes de 20 ug/mi, 50 pe/ml e 100
ug/ml.
Alteracgao Controle 20 pg/ml 50 pyg/ml 100 pg/ml Total
gstrutural NP % N % N % N? % N® B
Falha cro- 3 2,00 2 1,33 3 2,00 & 4,00 14 2,33
matidica
Juebra crp 4 2,67 a 2,87 6 4,00 4 2,87 18 3,00
matlidica
Falh? cro 1 0,686 1 0,17
mossomica
Subtotal B 5,33 6§ 4,00 9 8,00 10 6,87 33 5,5
Nenhuma 143 94,67 144 §6,00 141 94,00 140 83,33 587 94,50
TOTAL i50 100,20 150 100,00 150 100,00 150 100,00 500 100,00
2 - .
X(gy = 1,122 5 0,70 <P < 0,80
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IV - DISCUSSAO E CONCLUSHES

Us estudos epidemiclépicos feitos em populacdss
humanas expostas a agentes mutagénicos flsicos, quiminos =
bioibgicos, bem come as andlisess de casos individuais Ge
contato com tais agentes ou o0s dados a respeito de infeo-
coes virais gue induzem anomalias cromossOmicas levaram oo
pesguisadores a assocliar essas mutagoes induzidas com a
oncogénese, Issoc porgue 0s agentes carcinogdnicos e/ou mu-
tagenicos produzem alteracgoes do ONA das células germinatl
vas e somaticas do homem, podendo provocar aberragoes oro
mossomlcas de importd3ncia bioldgica e de grande interesae
clfnico (HARNDEN, 1972},

A teoria da carcinogénese ou teoria da - mutacao
das células somdticas foi proposta por BOVARI em 1914(cft.
MATNEY, 1878) e, desde entac, os investigadores passaram a
estudar meios pare provocar mutacoOes e estimar a capacida-
de mutagénica de certos compostos sobre microrganismos, ex
trapolando os resultados obtidos para a espécie humana.Evi
videntemente, tais extrapolagtes carecem de validade, pois
a estrutura cromossomica e a fisiologia dus eucariotos nao

& comparavel & procariotos.

0 avango das téenicas de culture de tecidos ani-
mais nos (ltimos anos propiciou o desenvolvimento de técni
cas gue permitem a prollferagao, Zn vitro, de cflules so-
madticas de mamiferos, inclusive do ser humano, gque vam
sendo utllizadas com sucesso em vdrias Areas biomSdicas pa

ra © estudo de efeitos clastogénicos®,

A metodologie usuaslmente empregada para a invos-.
tigagao do efeite de drogas mutagdnicas sobhre os cromosso-

mos humanos, ix DIV0 0u im VItr0, TegUEr um eXame clinico

ota

“ SHAW (1970) empregou o termo clastogenico para designar

gualguer agente gue cause guebras cromossomicas e = yas
; =

subseglientes aberracdes.
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de rotina e uma anamnese detalhada de cada individuo anali
sado, para detectar possiveils alteracoes cromossomicas her
ddveis ou induzidas por fatores do ambiente, tais como, a
exposicgao a agentes quimicos, a drogas, a radlacgDes = &
doengas infecciosaes, particulermente as causadas por virus
¢ micoplasma (BIANCHI et al., 19753},

As técnicas empregadas para investigar a acgio de
substancias mutagénicaes na espdcie humana, tais como a de-
tecgdo de substdncias mutagénicas em 1fquidos organicos, a

trensformagaoc celular in vitro, o teste do dominante le-

tal, & hibridizagao celular, a detecgao de enzimas de repsa
ro e a utilizagac de precursores marcados do DNA, sZo im-
praticdveis na grande maioria ou quase totalidads dos
laboratdrios brasileiros, devido a compleaxidade do materi
al utilizado e dos métodos empregados (HELLING et al.,1871;
BRINKLEY et al., 1876 ; CERUTTI,1075 ; LEGATOR et al.,1976;
HEU et al., 18978).

Além das dificuldades técnicas encontradas,esses
métodes de investigagao preconizados pelo Clipilcal Cancer
Center da Universidade do Texas {KILLIAN et al., 1976)axi-
gem a manipulagao de uma amostra muito grands que possibi-
lits uma amostre-controle representativa, ou sgja, passi-
val de comparaqée com as amostras tratadas. Paras isso, o
material utilizado deve ser de facil obtencdo, pois, pode
haver necessidade de repeticzo do experimento ou colheite

de novas amostras,

Entretanto, no caso especifico dos estudos socbre
a agado de substdncias com possfvel efeito sobre a multipli
cagao celular e sohre 08 cromossomos humanos, BEIGUELMAN e
PISANI (1874, 1875) se valeram de um método que nao scmen-
te contorna as dificuldades acima menclionadas mas, por amr
pregar dados emparelhaedos,é mals eficisnte, podendo, pois,
0 pesquisador valer-se de amostras de tamanho muito pegua-
no. Além disso, esse método nao exige qualguer investiga-
@0 anamnésica prévia e contorna o problema das variacdes

individuais.,.
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‘ Nos experimentos reallizados pare a aprssantagac
deste trabalho,encontramos um exemplo que fala muito a fa-
vor dessa metodologia., De fato, € fécil constatar na tabe
la 4 que a texa de endorreduplicacac observada nas cultu-
ras fol excessivamente alte (7,33% a 14%) guando comparada
&s taxas comumente observadas, as guais variam antre 1% e
2% (LEVINE, 1871). Se as eculturas-controle & as tratadas,
de cada individuo, nac tivessem sido preparadas simultanea
mente, & evidente que essa variacao ds endorreduplicagao
poderia provocar conclustes erradas. DO mesmo modo, as pe-
guenas variagoes incontroldveis dos diferentes lotes de
meio de cultura utilizados nc decurso de uma investigagac
podem afetar os resultados das pesquisas planejadas segun-
do o8 métodos usuais, mas ndc tem gualguer infludncia no
cast da metodologilia preconizada por BEIGUELMAN 8 PISANI
(1874, 1875).

A tacnica de cultura de linfdcitos do sangue pe-
riférico utiliza material de fdcil obtencdo e disponibili-
dade em experimentos repetidos, fornece resultados em tem-
po relativamente curto e possul um custo financeiro relati
vamgnte inexpressfvel em relagho ao das. outras técnicas.
Além disso, permite & agdo contfnua do sventual agente mu-
tagénico sobre as diferentes fases do ciclo mitdtico,pois,
a populaq%o de células apresenta um crescimento gxponencl-~-
al nac sincronico {MOOREHEAD et al., 1880.; POTIER et al.,
1969 ; MOORE et al., 1970 ; PISANI et al., 1372;BEIGUELMAN
et al., 1976).

Em suma, a simplicidade da técnica utilizada e a
seguranga do método empregado, fornece informagdes prelimi
nargs sobre o efelto dos eventuals agentes mutagénicos so-
bre 03 cromossomos humanos e permite que essse procedimen-
to seja aplicado como triagem na investigacao do potencial

mutagénico,

F bem verdade que se poderia aventar a hipdtese
de gue & cultura de linfdcitos, por constituir um sistema

fechado, nao permite & formacdoc de certos metabdlitos ati-
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vos, com agao mutagénica in vivo. Essa critica,entretanto,
nao pode caber aos dados agui apresentsdos, pois, o gue se
adiclonou s - culturas. foi o dcide hidroxinali-
dixico, gque € juntamente com o Scido nalidifxico, a forma
biologicemente ativa no orgenismo humano. Por autro lado,
deve-se lembrar gque o acido nalidixico, sob a forma de hi-
droxinalidfxico, foil adiclonado ndo apenss na concentracao
correspondente ao nivel hemdtico médio duas horas apds sua
ingesté&oc, isto &, 20 a 50ug/ml {(SELLERS, 1970 ; BIANCHI,
1875}, mas,também na concentragado de 100ug/ml, e gque a me-
tabolizagao do &ecido nalidixicc ocarre no f{gado por L
processo de conjugagaoc, originando o monwglicuronato, sem
acao bactericida (BIANCHI, 1875).

Em vista disso, e considerando gue mesmo  em  um
sistema fechado gue nao psrmite a metabolizacho do gdcido
nalidixico, as concentragdes correspondentes & mddia dos
nfvels hemdticos dues horas apds a ingest®o desse -medica-
mento e a um valor muito maior gque o médio nao consegul-

ram afetar :

1} o percentual de transformagac blastica dos
linfdcitos induzides por fitohemaglutinina(ta
bela 1} ,

2} o Indice mitdtico (tabela 2}
3) a taxa de aneupleoidias (tabela 3} ;

4} & taxa de poliploidias (tabela 4}

™

5) a texa de guebras & falhas cromossomicas e 8

cromat{dicas,

pode-se concluir que o dcido nalidfxica ndo tem efeito so

bre & multiplicagac celular, ndo induz aneuploidias, nem

tem efeite clastogénico.
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V¥ - SUMARID

Apesar de 0 mecanismo de agao do adecido nalidfxt
co {SaszzNzoa) alnda nao estar completamente estabelecido,
els vem sendo largamente empregado no combate a infecgoes,
por cause de sua grande especifticidade . sobre bastdrias
Gram-positivas. Esse guimioterdpico tem sido mais utiliza
do no tratamento de infecgoes urindriass, embora também se-
ja usadoc em outras situagdes como, gastroenterites, menin-
gites, infeccbes sistémicas, ete, Os gxperimentos recentes
com o Acido nalidixico desenvolvidos em bactérias, tém de-
mons trado que esse quimioterdpico blogueis a dup 1icacao 1)
miconservative do DNA, sem afetar dirstamente a sintese
de RNA e protefnas. Em vista dissc, e tendc em mente que
o dcido nalidfxico vem sendo utilizado em gestantes e cri-
angas, o autor considercu pertinente investigar o gfelto
dessa substi@ncla sobre os cromossomos humanos. Para teNto;
foil analizado o efelto Zn vitre do &cido nalidixico sobre
o percentual de diferenciagao blastica dos linflcitos ssti
mulados pels fitochemaglutinina, o Indice mitdtico, bem co-
mo sobre as taxas de aneuplolidiass, de poliploidias e de

quebras 8 falhas {(gaps) cromossdmicas e cromatidicas.

Nesse experimento foram utilizsdas dues series
de guatro culturas pare cada individuo analisado, com con-
centragdes de &cido nalidfxico de zero, 20, 50 e 100 mi-
crogramas por mililitro. Uma dessas séries, incubada am
gstufa bacterioldgica a 3700 por 72 horas fol utllizadeae pa
ra a investigacdo do fndice de transformacBo bldstica e a
outra, submetida a incubacac & 37°C por 48 horas,destinou-
-se & pesquisa do fndice mitStico e das taxas de ansuploi-

dias, de poliploidiass e de aberragbes estruturais.

0 tratemento estatistico dos dados feito nela
andlise dos dados emparelhados ou teste do . gui~guadrado,
permitiu a concluséo final de que o acldo nelidixico nao
possul efelito sobre a multiplicagao celular,ndo induz aneu

pleidias nem tem efslto clastogeénicao.
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VI ~ SUMMARY

Nalldixic acid is largely used for treatment of
infections due to 1ts great specificity for Gram-negatilve
bacteria, in spilte of the poor knowledpge of its mechanism
of action,

This drug has been used mostly for treatment of
urinary infections, but also for treatment of other dis~
eases like gastroenterities, meningiltides and systemic
infections. Rgcent experiments with nalidixic acid on bac~
teria have demonstrated that this chemotherapic inhibits
the semiconservative duplication of DNA, without affect~
ing directly the synthesis of RNA and proteins.As nalidixic
acld has besn prescribed to pregnant women and children,
the author considered highly pertinent the dinvestigation
of a possible effect of this substance on human chromosomes.
Thus, 1%t was analysed the in vitro sffect of the nalidixic
acid on the blastic differentiation of lymphocytes stimu~
lated by phytohemagglutinin, the mitotic index, as well
as lts effect on the rate of ansuploidies,polyploeolidies and

chromosomal and chromatid breaks and gaps.

For this study 1t was used two series of four
cultures for each of the 15 persons sampled. Each series
contained a control with no nalidixic acid and three cul-
tures with 20ug/ml, 50ug/ml and 10CUg/ml of nalidixic
acid. One series was incubated at 37°C for 72 hours and
used for the investigation of the blastic transformation
rate. The other series was incubated at 3706 for 48 hours
and used to study the mitotic index as well as to the in-~-
vestigation of rate of aneuploldies, polyploidies and

structural aberrations.

Statistical analysis was performed by pairing the

data or through chi-square testss~It was cancluded that
nalidixic acid has no effect on celular multiplication and

finally that this drug does not lead to bhoth aneuploidies

and any clastogenic effect,




B
%3]

“VII - BIBLIOGRAFIA

BEIGUELMAN, B. ; PISANI, R.C.B. Effect of DDS on phytohemaggluti-

nin-induced lynphocyte transformation. Int. J. Leprozy 42(4):
412-415, 1874,

BEIGUELMAN, B. ; PISANI, R.C.B. ; EL GUINDY, M.M. In vitro effect

of dapsone on human chromossomes. Int. o Leprozy 43(1)
41-44, 1974,

JEIGUELMAN, B. 3 PINTO Jr. , W. ; PISANI, R.C.B. ; KRIEGER, H.

VOZZA, A.A. 3 EL GUINDY, M.M. Lynphocytses transformation and
lepromatous leprosy. (ieneta e Cultura 27(2): 217-220, 1975,

»
*

BEIGUELMAN, 8, ;3 PISANI, R.C.B. Chromcsomel aberations in leuko -

cytes metaphases of leprozy patients under deapsone therapy .
Hansen. Int. 1(1): 53-80, 19786.

BEIGUELMAN, B. Genética Médica vol. 2: Dinamica dos genes nas fa-
milias e nas populagdes. Sio Paulo, EDART, 1877,

BELTON, E. M. Haemolitic anaemia due to nalidixic aecid. Lancet 2
691-682, 1965,

BIANCHI, A. ; DSELKA, G. W. ; LEVI, G. C. ; LOPES, -H. V.
PASTERNAK, J. ; PERFEITOD, J. B. ; MENDONGA, J. S. ; ALY, J

BALOY, J. L. S. ; NETO, V. A. Quimioterapicos na prdtica mé-
dica. S53c Paulo, Gremed, 1975.

BLOOM, A. D. Induced chromosomal aherrations in marn. £m Advances
in Human Geneties, H. HARRIS and K. KIRSCHHORN (EDs) Ney
York, Plenum Press, 1972.

BOYLE, J. V., ; CODK. T. M. ; 3055, W. A. Mechanism of action of
nalidixic acid cn Escherichia coli. J. Bacteriol 97(1)
230~-238, 18B9.

BRINKLEY, B. R. s FULLER, G. M. Tubulin and actin Immunufluores -
cence: A new assay for cell transformation im vitro. Em
First annual course in the principles and practices of gene-
tic tomicology. Univ. Texas Medical Branch, Galveston ( Te -
xas), 1878.




.26l

CERUTTI, P. A. Repairable demage in ONA: Overview. Em First anniy,
al course in the principles and practices of genetic toxico-

logy. Univ. Texas Medical Branch, Galveston (Texas), 1976.

COOK, T. M. s DEITZ, W. H. ; Goss, W. A, Mechanism of action of
nelidixic acid on E. coli, IV Effects on the stability of

celuler constituents. J. Baeteriol.91(2): 774-779, 1966.

COOK, T.M. ; GOSS, W. A. ; DEITZ, W. A. Mechanism of asction of
nalidixic acid. V. Possible mutagenic effect. J. Bacteriol .
§1(1): 780-783, 1966a.

CUMMINGS, D. J. ; KUSY, A. R, Thymineless death in E. coli:; in-
activation and recovery. J. Bacteriol. 99: 558-566, 1976 .

BASH, H. 3 MILL3, J. Severe metabplic acidosis associated with
nalidixic acid overdose. 4nn. Intern. Med. B4(5): 570-571 ,
1276.

DEITZ, W. H. ;3 COOK, T. M. 5 GOSS, W.A. Machanism of action on
Escherichia coli. III. Conditions required for lathality. J.
Bageteriol. 91 (2): 768-773, 1866.

DEONNA, T. Acute intracranial hypertention after nalidixic acid
administration. Arch. Dig. Child. 49(8): 743, 1974,

DUFFEL, 5. J. Unespected reaction to nalidixic acid. Vet. Ree .
86{(8); 188, 1875.

EBERLE, H. ; MASKER, W. Effect of nalidixic acid on semicanservg
tive replication and repeir synthesis after ultraviolet irra
diaticn in Escherichia coli. J. Bacteriol. 105(3): 908-912 ,
1971,

FARNARIER, G. Nalidixic acid oral suspention in urinary infsc -
tions in children. Pediqtrie 22: 740-741, 1867,

GILBERTSON, €. Haemolytic anasemia with nelidixic acid. Br. Med .
4: 483, 1972,

GOSS, W. A. ; DEITZ, W.H. 3 COOK, T. M. Mechanism of action of
nalidixic acid. J. Bacteriol. B8 [(4): 1112-1118, 1984,

GOsSs, W. A. ; DEITZ, W. H. ; COOK, T. M. Mechaniesm of action of
nalidixiec acid on £. coli., II. Irhibition of Descxliribony -~
cleic acid synthesis. J. Bgeteriol. BY9{4). 1056-1074, 1965.




27,

GREEN, 3. The dominaent lethal test. Em First annual course in the
principles and practices of genectic toxicology. Univ. Texas
Medical Branch, Galveston ( Texas )}, 1976.

GRIGG, G. W. Stability of ONA in dark-repair mutants of E. coii B
treated with nalidixic acid. J. Gen. Microb. B81: 21-25,1870.

HAMILTON, P. B, ; ROSI, D. ; PERUZZOTTI, G. P. ; NIELSON, E. D.
Microbial metabolism of naephthyrididines. Appl. Microbiol .
17:237-241, 19Bg.

HANE, M. W. Some effects of nalidixic acid on conjugation in Esche
richia coli K-12. J. Bageteriol. 105(1): 46, 56, 1971.

HARNDEN; D. G. Specificity of acquires chromosome demage in man .
Em GROUCHY, J. ; ERBING, F. J. G. ; HENDERSON, I. W. (EDs)

Human Genetic, Excerpta medica, Amsterdam, Exc. Med.,1972.

HAYFLICK, L. ; MODRHMHEAD, P. S. The serial subcultivatiocn of human
diploid cell strains. Exp. Cell Res. 25:2685-621, 1G61.

HELLING, R. B. ; KUKORA, J. S. Nalidixic acid - resistant mutants
of E. coli deficient in isocitrate dehydrogenase. J. Bacte -
riol. 105: 1224, 1871,

H5U, T.C. ; ARRIGHI, F. E. Cytogenetics assay methods. Em First
annual course in the principles and practices of genetic toxi
cology. Univ. of Texas Medical Branch, Galveston (Texas) ,1878.

IVLER, D. Antimicrobial drugs: Mechanism and factors influencing
their action. Em KAGAN, B. M. (EDs) Antimicrobial Merapy, 28
ed, Philadelphia, W. B. Saunders, 1974.

JAVEBR, 6. T, Inhibitlon of ribonucleic acid synthesis by nalidixic
acid in E. coli. J. Bacteriol. 120{13:282-288, 1974.

KAPLAN, D.M. ; CRIDDLE, R. S. Effects of antibiotic substances on
the respiration of yeest grown in 1% glucose. Biochim Biophye.
bhetg 222 B11-620, 1970.

KIHLMAN, B, A. Action of chemicals on dividing cells., Ney Jerssy ,
Frantice-Hall, 1887,

KILIAN, J. O. ; PICCIANO, D. Cytogenetic surveillance of industrial

populations. Em First annual course in the prineiples and




v 28,

practices of genetic toxicclogy. Univ. Texas Medical Branch,
Galveston ( Texas ), 1976,

KOROLKOVAS, A. Fundamentos de Farmacologia Molecular. Base para
planejamento de farmacos. Sdo Paulo, EDART, 1974.

LAPPIN, G. R. Cyclization of 2-amincpyridine derivates. I. Substi
tuted ethyl 2-pyridylaminomethylenemalonats. J.4m. Chem .
Soe. 70 (33): 3348-335G, 1948,

LEGATOR, M. S. Host medicel assay. Em First annual course in the
principles and practices of genstic toxieology Univ. Texas
Medical Branch, Galveston (Texas), 1878,

LEGATOR, M.S. ; PULLIN, T. G. ; CONNOR, T. H. The isolation and
detection of mutagenic substances in body fluid and tissues
of animals subjects. Em First annual course in the prinet
ples and practices of genetic toxiecology. Univ. Texas Medi -
cal Branch, Galveston {Texasl), 1876a.

LESHER; G. Y. ; FRCELICH, E. J. 3 GRUETT, M. D. ; BAILEY, J. H. :
BRUNDAGE, R. P. 1,B-naphthyridine derivetes. A new class of
chemotherapsutic agents. J. Med. Pharm. Chem. 5: 1063-1065 ,
1962,

LEVINE, H. Clinical Geneties, Boston , Brow and Company, 1371,

MARTIN, M. C. ; BABIN, J. P. ; DEMARQUEZ, J. L. Acidose métaboli-

que seévers au cones d'un fraitement por 1'acide nalidixi
que chez un nouvedune. Bordeause Med. 2: 1477-1478,1969,
MATNEY, T. Bacterial test syntems smployed 1in the detection of

chemical mutagens. Em First annual course in the principles
and practices of genetic toxicology.Univ. Texas Medicel

Branch, Galveston (Texasl}, 197B.

MOORE., G. E. ; MINOWADA, J. Human lynphocyte cell lines for genet
ic and clinicael studies. Em GROUCHY, J; EBLING, F. J. G. 3
HENDERSON, I. W. (EDs} Human Genetics. Excerpta medica. Ams-
terdam, Exc. Med. , 18972,

MOOREHEAD, P. 3. ; NOWELL, P, C. ; MELLMAN, W. J. s BATTIPS, O ,
M. 5 HUNGERFORS, 0. A. Chromosome preparations of leucocy -
‘tes cultural from human peripheral blood. Exp. eell Res. 20:
613, 1l860.




¢29,

NELSON, 0. §. ; NELSON, M. ; THURSTON, J. M. ; WATERS, M. F. R. ;

PEARSON, J. M. H. Phytohaemagglutinin-induced lynphocytes
transformaetion in leprosy. Cliniec Exp. Immunol. 9:33-34 .
1871.

PEDRINI, A. ; CGEROLD, D. ; SICCARDIA, A. ; FALASCHI ,A. Studies
on the action of nalidixic acid. Fur. J. Bioch., 25(2): 353 -
~-385, 1972,

PINTO Jr. , W. 4 sindrome do "Cri du chat”. Tese de doutaramento,
UNICAMP, 1872.

PISANI, R, C. B. ; BEIGUELMAN, B. ; OPROMOLLA, D. V. A. In vitro
behavolr of blood derived macrophages against killed M, Le-
prae. Int. . Leprcoazy 41(1) : 14-24, 1872.

POTIER, J. C. ; MERKLEN, F. P. Sur le transformation lynphoblasti

tique des lynphocytes de lépreuse provoquée par broyat de 1€
prome muirim. Bull. Soe. Path. Exotique B2: 987~-892, 1968 ,

RIGAS, D. 3 0OSCO0D, E. E, Purificetion and proprieties of the phy
tohemagglutinin of Phaseolus vulgaris. J. Biol., Chem. 212
507, 1955,

ROSENFELD, G. . Corante Pan cromico pera hematologia e citologia
clinica% Nova contribuigao dos componentes May-Grlnwald 2
do Giemsa num s0 corante de emprego rapido. Mem. Inst. Butan
tan. 203 328-334, 1941.

ROSENKRANS, H. S. ; LAMBEK, C. In wivo effect of nalidixic acid
(Neg-Gram) on the ONA of human diploid cells in tissue culty
re. Proe. Soce. Exp. Biel., Med. 120:549-552, 1965,

SCHMIO, W. The micronucleus test. Mutation FHesearch 31; 9-15 .
1875.

SELLERS, E. M, ; KOCH-WESER, J, Displacement of warfarin from hu-
man albumin by diazoxide and ethacrynic, mefenamic and nali
dixic acid. Clin. Pharmacol. Ther. 11(4): 524-529, 1870 .

SHAW. M. W. Humen chromosome damage by chemical agents. Ann, Rew.
Med, 21: 409 - 432, 1970,




« 30,

SIMON, T. J. ; MASKER, W. E. ; HANAWALT, P. €. Seletive of semi -
conservative DNA synthese by nalidixic acid in permeabilized

bacteria. Bioch. Bitoph. Acta 239(2): 271-274, 1974,

WASSON, J. 8. ; MALLING, H. V. Suggested format for erticles to

be submitted to "genetic toxicology testing’Mutation Re -
search 40, 3-8, 1978,




