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APOS TRATAMENTO COM OXAMNIQUINE
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RESUMO

Com o objetivo de se estudar. a agio da oxamniquine, uma droga utilizada no
tratamento da esquistossomose, sobre a cromatina de niicleos de células animais,
foram estudados os padrdes de basofilia e anisotropia nucleares em hepatdcitos,
em células do musculo cardiaco e em linfécitos de camundongos adultos jovens.
A oxamniquine foi administrada por via oral (436 mg/kg) e preparados foram
obtidos apds diversos tempos de fornecimento da droga aos animais. Nos ntcleos
corados com azul de toluidina a pH 4,0, apSs digestac com RNAse, ndo se encon-
trou diferenca quanto aos padrdes de basofilia e anisotropia comparando-se ani-
mais tratados com controles. Demonstrou se assim que as moléculas de oxamni-
quine ndo se alojam no interior da dupla hélice do DNA, néo alteram a sua con-
formacao helicoidal nem se ligam aos grupos fosfatos livres desta macromolécula,
diferindo, portanto, da atuacfo de outro esquistossomicida, o hycanthone.

A oxamniquine (6-hidroximetil-2-isopropila-

INTRODUCAO

birrefringéncia 7.

Os padrbes de basofilia e

minomestil-7 nitro-1, 2, 3, 4 tetrahidroquinoleina),
droga usada com razoavel eficiéncia no trata-
mento da esquistossomose, foi introduzida em
1969, por RICHARDS & FOSTER 3, Estudos
ao nivel celular mostram que seu uso néo acar-
rela aberracBes cromossémicas in vitre ¢ nem
tampouco em pacientes portadores de esquis-
tossomose 2. No entanto, nio foi ainda excluf
da a possibilidade da oxamniquine atuar nos
cromossomas animais, ao nivel do DNA, alte-
rando a sua conformacio e a sua complexacio
com proteinas como acontece, por exemplo, em
larga escala, em células tratadas com hycan-
thone 14,15,

Pelo fato das moléculas de hycanthone pe-
netrarem no interior da dupla hélice de DNA
alterando a conformacio deste e afetando a
sua complexagio com proteinas, cromossomos
de material tratado com esta droga e a seguir
corados com azul de toluidina a pH 4,0 exibem
alteracbes em suas propriedades de basofilia e

anisotropia nucleares de material animal ou
vegetal tratado com solucio de azul de toluidi-
na a pH 4,0 se devem 3 disposicio das molécu-
las do corante ligadas aos grupos fosfatos dis-
poniveis de DNA e RNAS510.1l, Quanto menor
tor a disponibilidade em grupos fosfatos livres
(ndo complexados a proteina) e a proximidade
destes, no DNA, menor serd a interacio entre
0s elétrons ressonantes das moléculas do coran-
te e a absorcéo resultante terd um méximo des-
locado para comprimentos de onda longos (ao
redor de 630nm) !!. Este é o padrio de basofi-
lia da cromatina de alguns tipos de espermato-
z0ides, em que a proteina complexada ao DNA
¢ muito rica em residuos de arginina’ e de
complexos DNA-proteina cujos fosfatos poten-
cialmente disponiveis ao corante acham-se li
gados a drogas?’. Em outro extremo, DNA puro
apresenta a maior disponibilidade em grupos
fosfatos hdbeis em prenderem o corante ele-
trostaticamente, resultando numa absor¢io m4
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xima préxima de A = 550nm (basofilia meta-
cromdatica) 5%, No que se refere & birrefrin-
géncia cromatinica, no dltimo caso apresentard
ela uma cor andmala amarelo-esverdeada, uma
vez que devida & orientacdo dos pares de ba-
ses do DNA mais a orientacio dos polimeros
de moléculas de azul de toluiding helicoidalmen-
te dispostos ao redor do DNA® Quando pou-
cas moléculas de corante se ligam ao DNA, co-
mo no primeiro caso, a Dbirrefringéncia apre-
sentada € causada apenas pelo arranjo orien-
tado das bases do DNA e a cor andmala resul-
tante é prateada?®.

Buscando-se conhecer o efeito da oxamni-
quine ao nivel do DNA em células animais, no
presente trabalho foram estudados os padréss
de basofilia e anisotropia de niticleos de hepato-
citos, de células do musculo cardiaco e de lin-
fécitos de camundongos tratados com tal dro-

ga.
MATERIJAL E METODOS

Foram utilizados 10 camundongos machos
com 3 meses de idade e peso igual a 35,5g =
1,3. 0,31ml de solucgéio de xarope Mansil (Pfizer)
contendo 15,5mg de oxamniquine (solucéo final
17,9 x 102M), portanto, 436 mg/kg, foram ad-
ministrados aos camundongos por via oral, pe-
la técnica de entubag@io. A dose eficaz (DEy)
oral em camundongos ¢ de 44mg/kg e a letal
(DLy,) oral, 1300 mg/kg2 Dois camundongos,
considerados controle, receberam 0,31 ml de
dgua. Os animais foram sacrificados, por de-
capitacdo, apds diversos tempos de adminis-
tracdo da droga (12h, 24h, 48h, 7 e 30 dias). No
momento da decapitacdo, colheu-se sangue dos
animais, efetuando se esfregagco do mesmo. Dos
camundongos ainda, retiraram-se o figado e o
miocdrdio, obtendo-se destes, decalques e esma-
gamentos, respectivamente. Dois animais expe-
rimentais foram sacrificados para cada tempo.

Os esfregacos e decalques foram fixados em
etanol acético (3:1) por 2 min., a seguir lava-
dos em etanol a 70% (1 min.) e entdo deixa-
dos secar. De cada animal foram preparadas
5 laminas de esfregaco de sangue e 5 de decal-
ques de figado.

Quanto ao miocdrdio, seu dapex? foi remo-
vido e fixado em etanol acético (3:1) por 5 a
10 min. Pequenos fragmentos do musculo car-
diaco (lmm) foram, entfio, colocados sobre as
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laminas, sobre as quais jd havia sido deposita-
da uma gota de dcido acético a 45%. Estes frag-
mentos foram dissociados e esmagados entre
lamina e laminula. Apds remocio das lami-
nulas, congelando-se os preparados em nitrogé-
nio liquido, as laminas foram mergulhadas em
etanol a 70% por 1 min. e deixadas secar. De
cada animal foram preparadas 5 laminas.

Todas as laminas foram coradas com SO-
lucéo a 0,025% de azul de toluidina a pH 4,0 por
15 min.3, apds as mesmas terem sido mergulha-
das em dgua destilada por 5 min. e tratadas por
uma solucio aquosa a 0,06% de RNAse (Sigma)
por 90 min. a 37°C. A seguir, foram lavadas
com sgua destilada e postas para secar. Os
preparados foram a seguir diafanizados em xi-
lol por 15 min. e montados em balsamo do Ca-
nada.

De todas as laminas foram feitas observa-
¢Oes visuais da basofilia e anisotropia nuclea-
res. As medidas fotométricas de absorbancia
foram efetuadas em fotomicrosedpio Zeiss equi-
pado com fotémetro 01 e fotomultiplicador EMI
6256. As condicOes operacionais de medida fo-
ram as seguintes: objetiva 63/0,9, optovar 2,
diafragma de medida com didmetro igual a
0,16 mm, diafragma de campo com didmetro
igual a 0,2mm, A = 500 a 625nm e luz nfo po-
larizada. Com as medidas de absorbancia fo-
ram determinadas curvas de basofilia a partir
das quais se constatou o comprimento da onda
(M) do pico de absorgfio. Calculou-se também
o.valor dos indices metacromaticos (IM) a par-
tir dos dados de absorbancia (A) em A —
625nm e N = 555nm (IM = AN = 555nm/AN =—
625nm). Para este cdlculo foram utilizadas 5
medidas de absorbancias para cada condicio
experimental. Os valores de IM foram depois
comparados estatisticamente entre si.

As observacdes de anisotropia foram feitas
nos preparados corados com solucido de azul
de toluidina, em fotomicroscépio Pol-Zeiss, com
objetiva Plan 40/0.65, optovar 1,25 e 1,6, com-
pensador de Brace-Kohler A/10 e luz UV pola-
rizada.

RESULTADOS

Os aspectos da basofilia e da anisotropia de
nucleos de hepatdcitos de camundongos trata-
dos com RNAse e corados com solucio de azul
de toluidina sfo mostrados nas Figs. 1 a 6.
Tanto em termos- de basofilia como de aniso-
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tropia nao foram encontradas diferengas em
aspecto visual guando se compararam os nu-
cleos de células de animais controle (Figs. 1, 2,
7. 8 12, 13) com os provenientes de animais
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tratados com oxamniquine (Figs. 3 6, 9-11, 14.17).
De modo geral a birrefringéncia dos micleos
apresentou-se fraca e de dificil documentacio
(Figs. 2, 4, 6, 13, 15, 17).

Figs. 1.6 — MNucleos de hepatdcites de camundonge corados com solugho de azul de toluidina a pH 2,0

apds  tratamento com RBNAse,
niquine.

Figs.

das Flgs. 1, & ¢ 5, respectivaments.

rentes  situaghes  de OhSErvacin

Partindo-se da observacio visual de seme-
lhanga da basofilia nas varias condigbes expe-
rimentais utilizadas neste trabalho, foram de-
terminadas curvas espectrais de absorcio ape-
nas para 05 animais controle e para agueles
cujo tempo de administracio da droga havia
sido de 12 horas e 7 dias. No caso das células
musculares cardiacas foram também delermi:
nadas curvas para animais que haviam ., recebi:
do a droga 30 dias antes de serem sacrificados.
As curvas de absorcio para os hepatdcitos fo-

1 & 2 controle,
Figs. 5 e 8 7 dias apds sdministragio da droga.
de nicleos utilizados parn as medidas cltofotomeétricas.

A letra N nas  Figs.

Figs. 3 & 4: 12 horas apds administracio de oxam-
As setas nas Figs, 1, 3 e 5 indicam tipos
As Figs. 2, 4 ¢ § sio imagens de birrefringéneia
1 & 2 indicn o mesmo nicleo em duas dife

Idem pars as Pigs, 34 e 56. 672

ram sempre determinadas em #dreas nucleares
de cromatina mais frouxa, nfo abrangendo cro-
moceniros e afastando-se, portanto, a possibi-
lidade de introducio de erros distribucionais
nas medidas, devido & estrutura cromatinica.
Os cromocentros nao puderam ter medidas efe-
tuadas unicamente sobre sua drea, pols esta ¢
reduzida demais para tal. De preferéncia fo-
ram escolhidos para andlise micleos como os
apontados na Fig. 1 (provavelmente 8n), com
dreas ideais para medida citofotométrica, Quan-
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to as células do musculo cardiaco, foram me-
didas absorbincias em duas regides eucroms-
ficas que diferiam em compactacio (Figs. T a
10).

Quando se compararam as curvas de absor-
¢io de material controle versus experimental,
nao foram encontradas diferencas guanto a lo-
calizaciio do pico de absorgio e ao valor dos
indices metacromiticos (Tabelas I e II).

As pequenas diferencas em localizagio do
% do pico de absorcio no caso das células mus-

a4

Figs. T-17 — Nicleos de cflulas do
miiseulo ¢ardiaco (7 a 11) e de ln-
Ideitos (12 o 1T) corados com solu-
i de azul de toluidina a pH 4.0
apids tratamenio com RNAse,  Figs.
T, 8, 12 e 13: controle. Figs, 9, 10
e 11: 12 horas, 48 horas ¢ 7 dias,
respeciivamente, apds administracio
de ooamniquine, Nas Figs. 7, 8 9
e 10 as letras F ¢ C mostram drea
de gucromatina mais frouxa e mais
compictada, respectivamente, onde
se efetuaram a5 medidas eitofoboms-
iricas. Figs. 1415 e 181T: 24 no-
ras e T dias, respectivamente, apos
adminisiracio de oxamniquine. As
Figs. 13, 15 e 17 sio imagens de bir
refringéncias das Figs. 12, 14 e 16,
respectivamente, A leira N nas Figs.
12 e 11 indich os mesmos nicleos
em duas diferentes situagles de -ob.
serviagdio. Idem para as Figs. 14:-15
e 16:-17. Figs. 7, § e 10-17, 86D
Fig. 8, 60

culares do miocdrdio ¢ dos linfdcitos nfo sio
significantes, pois séo menores gue 20 nmé,

DISCUSSAOQ

Conforme constatado no presente trabalho,
em células de animais sadios tratados com
oxamniquine, os padroes de basofilia e aniso-
fropia nucleares apos coloracio com solucio
de azul de toluidina a pH 4,0 nao se alteram,
guando comparados aos do controle. Diferem,
portanto, de resultados descritos para células
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apds tratamento com

TABELAII

Analise de variancia calculada para os indices metacromiticos de nucleos de hepatdcitos, de células
musculares cardiacas e de linfécitos (controle vs. experimental)
Material FV G.L. 5Q oM F
Hepatbcitos Entre 2 0,101 0,050 1,923 < Fy o5 = 4,10
’
Dentro 12 0,307 0,026
Total 14 0,408 0,029
Células mus- Entre 4 0,038 0,010 0,909 < Fy 05 = 5,80
culares car- ’
dilacas (eu- Dentro 20 0,226 0,011
cromatina )
rouxa) Total 24 0,264 0,011
Células mus-— Entre 4 0,005 0,001 0,125 < Foogs = 5,80
culares car- 4
diacas (eu- Dentro 20 0,168 0,008
cromatina
compacta) Total 24 0,173 0,007
Linfdcitos Entre 2 0,100 0,050 3,125 < FO 05 = 4,10
’
Dentro 12 0,186 0,016
Total 14 0,286 0,020

tratadas com hycanthone. Neste dltimo caso,
os micleos exibem alteragdes nos seus padroes
da basofilia(pico de absorcdo se desloca para
A = 630nm) e, sob certas concentracdes da dro-
ga, surgem sérias alteracbes da birrefringéncia
- da cromatina (inclusive desaparecimento desse
fendmeno) 7. Isto indica haver diminui¢cio no
numero de moléculas de azul de toluidina liga-
das ao substrato corado bem como, desorienta-
¢éo molecular do DNA, promovidas pelas molé-
culas de hycanthone que se intercalam entre
pares de bases adjacentes do DNA 14,15 ¢ se pren-
dem a alguns dos grupos fosfatos do DNA7.
Portanto, o0 DNA assim tratado apresenta alte-
racdes em sua conformagio bem como, possi-
velmente, na sua complexacio com proteinas.

Com base nesses resultados, deduzse, por
¢onseguinte, que as moléculas de oxamniquine
néo penetram no DNA em células animais, néo
alteram sua conformacio molecular nem se li-
gam aos seus grupos fosfatos. Resultados se-
melhantes haviam sido jd por nds encontrados
em material vegetal (raizes de Allium cepa)l.
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No entanto, uma vez que se desconhecia a ne-
cessidade ou nfo de uma metabolizacdo da
droga no organismo animal, os dados para
vegetais ndo podiam ser extrapolados para ani-
mais, incluindo o homem.

SUMMARY

Nuclear basophilia and anisotropy in cells of
mice treated with oxamniquine

With the aim of evaluating the effect of
oxamniquine, a drug used in the clinical trials
of schistosomiasis mansoni, on chromatin of
animal cell nuclei, the patterns of nuclear ba-
sophilia and anisotropy were determined for
hepatocytes, cardiac miocytes, and lymphocytes
of young adult mice. The animals received the
oxamniquine orally in a single dose of 436
mg/kg. Cell preparations were obtained at va-
rious times after the administration of the drug.
The nuclei were subjected to RNAse digestion
and stained with a toluidine blue solution -at
PH 4.0. No difference was found when compar-
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ing the patterns of nuclear basophilia and ani-
sotropy of treated animals with those of un-
treated controls. It was demonstrated that the
oxamniquine molecules do not penetrate the in-
terior of the DNA double helix, neither do they
alter the helical conformation of this nucleic
acid. Furthermore, the oxammniquine molecules
.do not attach themselves to the free phospha-
te groups of the DNA. Therefore, this drug does
not affect the DNA of the animal chromatin,
differing from another schistosomicide, hycan-
thone.
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