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INTRODUCXO



1 = INTRODUCXO

0 emprego dos agentes citostit.icos no trata-
mento de doen¢as humanas representou um dos malores avancgos
em medicina, na década de quarenta (Burchenal, 1977; Cala-
brest & Parks Jr, 1980). Em oncologia, a associag3o dos tra-
tamentos cirdrgico e quimioterspico, e posteriormente a in-
troduc3o da radioterapia e da hormonioteraptia como tratamen-
tos auxiliares propiciaram, se nZ%o a cura, pelo menos uma
sensfvel melhora na extens%o e qualidade de vida dos pacien-
tes (Farber et alif, 1948; Progress Report, 1861; Kennedy,
1365; Calabresi &. Parks Jr., 1980).

0O éxito obtido nestes programag encorajou a
pesquisa de novas drogas, bem como o emprego destas em novos
esquemas, em combina¢Bes complexas de agentes, dosagens,
vias de administrag3o @ perfodos de tratamento (Martin & Ge-
lhorn, 1951; Fretreich, 1961; Hart et alti, 1976) resultan-
do, na atualidade, em um aumento considerdavel na populag¥o
de indivfduos sobreviventes de uma primeira malignidade ¢
estendendo o perfodo livre de doenca entre 5 e 15 anos (Jas-
mim, 1988). Segundo Jasmin, 1988, as chances de cura, 3o
varidveis em fung¥o dos diferentes tlpos de tumores mas res-
tringem-se, em média, a apenag 10X da populac®o adultla. Por
outro lado, a expectativa de vida na populacfo infantil che-
ga a atingir 50X dos casos, nos centros mais avancados de

tratamento (Waskerwitz & Ruccione, 1985).



Devido &as propriedades imunosupresgsoras dos
agentes citostidticos, a utilizagBo destes em situacBes que
n¥%o envolviam malignidade tornou-sge também uma opclio =satis-
fatdria, especlialmente no tratamento de condigBes éatolégl-
cas de origem autoimune, em pactientes resistentes aos trata-
mentos convencionais com base na admintstrac¥o de aesterdi-
des. Assim, o emprego de drogas antineoplésicas tem sido
frequente no tratamento da artrite reumatdide, lupus erite-
matoso sistémico, pénfigos vulgar, psorfase, além de consti-
tuir uma terapia de suporte no controle de rojei¢3o hetoerd-
loga em indivfduos submetidos a transplantes renais e de me-
dula (Page et alit, 1971; Steimberg et alil, 1973; Christop-
hides N, 1984). Mais recentemente, alguns desses agentes Lém
sido administrados, com sucesso, na induc3o d«¢ aborto toera-
péuttco (Felcht{nger & Kemeter, 1987; Higgins & Schwartz,
1986), bem como no tratamento das sfndromes nefrdéticas (Le-
nhert et alii, 1982), e da anemia apldstica severa (Griner,
. P, 13980).

Paralelamente a ezges avangos, a literatura
-tem acumulado publicagBes a resp;lto dos efaltos colaterats
e das sequelas, muitas delas irreversfveis, sobre oz siste-
mas renal, hepatico, cardfaco, neuroldégico e sobretudo hema-
topoiético (Bender & Young, 1978; Benedetti et alii, 1984;
Lanse et alii, 1985; Pastore et alit, 1987). No sistema re-
produtor, esses agentes podem induzir a atrofia testicular e
ovariana, com reversibilidade parcial ou total, dependendo

das dosagens recebidas, bem como da idade em que: a droga fof



administrada (Fairley et alii, 1972; Lentz et alji, 1977;
Sussman & Leonard, 1980; Damewood & Grochow, 1986). 0Os ofet-
tos teratogénicos, embora n¥o conclusivos, tém sido relata-
dos em alguns casos, como nos abortos espont2neos, em eonfor-
weiras que manipulavam agentes antineoplésicos (Selevan et
alti, 1985; Kalter, 1986), assim como em mulheres que fize-
ram uso da medicac¢¥o durante a gravidez. Fm algung conceptos
nascidos a termo, foram verificados casos de palato fendido,
hidrocefalia e meningomiocele (Thierech & Wash, 19852, Sokal
& Lesmann, 13960).

Além desses inconvenientes, avolumaram-sie as
publicacBes relatando um aumento de incid@ncia de um segundo
cé@ncer, n%o relacionado com o primeiro, anos apdeg o trata-
mento de neoplasias primarias com citostdticos (LI et alit,
1375; Harris, 1976). O mesmo risco foi verificado nos pa-
cientes com doengas benignas que também se utilizaram desses
agentes (Callen, 1983; Clements 8 Davis, 1986; Daker et
alii, 1887).

Passada a euforia inictal, surge a necessidade
de avaltiar os efeitos téxicos gerados pelo emprego genera-
lizado desses farmacos, e sobretudo de investigar o risco
potencial sobre o genoma, bem como sobre o sistema {imunolé-
gico do indivfduo. Neste sentido, vérios sistemas bioldégicos
tém sldo propostos, cada qual com suas vantagens ¢ limita-
¢Bes caracterfsticas.

Nos sistemas "in vitro”, ondc os clitostdticos

sdo0o acrescentados diretamente ao meio de cultura, véarios ti-



pos de resposta té&m sido obtidos. Em uma linhagem celular deo
tumor de Burkitt, Bighum (1971), encontrou um aumento de
"gaps” e quebras, além de poliploidias ¢ quadrirradials,
apos exposiG¢¥o a concentragBes variadas de ciclofosfamida
(cy). Resultados semelhantes foram obtldos em linhagens de
hepatomas humanos (Dearfield et alti, 1983), assim como em
culturas primérias de células hepattcas advindas de murinos
(Rossi et alii, 1987).

A utilizac¥o de linfdécitos de sangue perifdéri-
co estimulados pela fitohemaglutinina (PHA), em sistemas se-
melhantes, tem gerado resultados controvertidos. Assim, a CY
parece induzir a um aumento de aberracBes estruturais em ge-
ral (Sargent et alii, 1987), além de poliploidias e endorre-
duplicac®es (Nasjleti & Spencer, 1967) dose-dependentes, en-
quanto que a indu¢¥o de troca entre crométides irmis (TCI)
fot considerada por Raposa (1978) como n¥o significativa es-
tatisticamente. Por outro lado, alguns estudos indicam que
alteragBes do tipo "gaps” e quebras (Hampel ot alit, 1966;
Hsu, 1981; Au et alii, 1980), assim como TCI (Hsu, 1380),
ocorreriam apenas apds a ativa¢3o metabdlica da CY. Joenjo &
Oestra (1986), no entanto, referem um aumento significativo
de TCI, mesmo sem ativag¥o deliberada da droga. Andlisos
feitas com o metotrexato (MTX) revelaram-se igualmente in-
conclusivas, pois Hampell et alii (1966), nZ%o encontraram
qualquer dano cromossbmico em linfdécitos, enquanto que Voor-
hees et alli (1969), e posteriormente Mondello et alti
(1384), afirmaram que as aberrag¢Bes. geradas seriam dependen-

tes das concentra¢es da droga no meio de cultivo.



A resposta blastogénica frente ao est.fmulo da
fitohemaglutinina (PHA) também se mostra varidvel, diminuin-
do sensivelmente em concentrac8es de CY cntre 20 ¢ 160 g/ml
(Sharma, 1983), e apenas parcialmente em concentra¢@es meno-
res. 0 NMTX teria um efeito equivalente somente em concentra-
¢Bes elevadas, superiores a 75 g/ml (Lopes Cardozo, 1970;
Rozenszajyn & Rudnay, 1974). A 5-fluoruracila (5-FU), por sua
vez, agiria como um dos mails potentes inibidores de respos-
ta, com nfveis de depress¥o superiores & ciclofosfamida,
colchicina, vinblastina e daunorubicina, tanto ”in vitro”,
como "in vivo” (Astaldi et alii, 1969).

Embora essas Informac¢Bes constituam um para-
metro importante na avaliac¥o desses agentes, os eastudos
ainda n¥%o s¥o conclusivos. Segundo Sieber & Adamson (1375),
os estudos "in vitro” incluem variagSes metodoldgicas signi-
ficativas, relacionadas com as concentrag¢Bes das drogas nos
meiog de cultivo, com o sistemas empregadog na ativacfo da
droga, no caso dos experimentos com a clclofosfamida, com o
perfodo de cultivo das células a serem submetidas a andlise,
e -alnda com a prépria constitulgFo do meio de cultivo que,
segundo Rozenszajn (1974) poderia, nos casos de avaltagHo
dos agentes antimetabdlitos, suprir as defici&nclas geradas
pelo fdarmaco.

Em pesquisas com animals de experimentacHo,
alguns efeitos est3o praticamente estabelecidos. Assinm,
existe uma correlag¢¥o direta entre os abortos ou malforma-

¢Bes congénitas e o perfodo ao qual a f&mea prenhe fol ox-



posta a wuma Injec¥%o uUnica ¢ maciga de CY (Ashby, et altl
i976: Singh et 8li1, 1984; Trasler et alii, 1986). A regpos -
tz blastog@nica dos animais nascidos apds experimentos dessa
natureza se revela e¢levada quanto @os linfdécitos B, e prati-
camente inalterada nos linfécitos T (Luebke et alti, 1986).
Em murinos adultoe receptores de tumor ascfstico, aos quais
foi administrada uma tnjecZo do CY as cé¢lulas tumoraisz, bem
como da medula Sssea, apresentaram um zumento de aberragdes,
principalmente "gaps” de cromdtides ¢ isocromiatides (Arrig-
hi, et alii 1962). Anslises citogenéticas feftas por Goetx
et alil (1975) em varias espécles de roedores ¢ na espécie
humana, revelaram que os linfécitos advindos desses animais
apresentavam sensibilidade variada & CY. Os nfveis de toxi-
cidade, quando comparados através dos percentuals de que-
bras, gaps e trocas mituas, em material de medula éssea, in-
dicavam o camundongo como o mais sensfvel, seguido pelo ra-
to, hamster chinés e, por dltimo, o homem. Dearfiaeld ot allli
(1985) wverificaram atnda que, em ratos, o tecido da medula
éssea mostrava-se mais sensfvel a3 CY do que os linfécitos de
sa&gue periférico estimulados pela PIA. O plasma advindo
desses animais era capaz de induzir troca entre cromstides
irm&s em linhagens celulares estabelecidas. Com relac%o a
transformag®o bléastica, o tratamento de murinos com MTX ou
com 5-FU resultava em um aumento inicial da resposta proli-
ferativa por estfmulo da PHA, seguido por um perfodo de de-

clfnio associado & linfopenia (Scheiffarth et alii, 1973).



Embora esses experimentos apresentem um grande
numero de variaveis sob controle, os resultados n%o tom sido
equivalentes em humanos, n%o somente devido 3 difcrenca de
sensibilidade mencionadas por Goetz et alil, (1375), mas
também pelae variagBes quanto s dosagens e viag de adminie-
tragc3o. Nos animals, as doses s¥o geralmente subletalis ¢ a
via de administrac¥o intraperitonial, o que constitui gitua-
¢¥%0 rara a ser empregada em paclentes, nas quais a adminis-
trac3io ¢ via de regra intravenosa.

Considerando os inconvenlentes dos sistomas
que acrescentam as drogas ”"in vitro” e dos que utilizam ani-
mais de experimenta¢¥o, grande parte das anédllises a respelto
do potencial geno e imunotdxico dessas drogasg tem sido feita
a partir de material bioldgico advindo dos préprios indivf-
duos expostos, acarretando outras dificuldades, principal-
mente em fung¥o da heterogenetdade das amostras, frequente-
mente compostas por pacientes portadores de condi¢@es pato-
l6gicas de etiologias vartadas as quals exigem diferentes
esquemas de tratamento, ajustados para cada individuo em
fﬁncﬁo da tdade, sexo, gravidade da doencga, sensibilidade ou
resisténcia ao tratamento (Bridge & Melamed, 1972; Schinzel
& Schmid, 1976; Kapadia et alii, 1980: Thomas, ot alll,
1983: Pastore, B. et alii, 1987). £ também por razSes seme-
lhantes que os trabalhos que visam a avaliag¥o dos efeitos
dos cttostaticos sobre os cromossomos constituem, via de ré—
gra, estudos isolados, onde apenas algumas varidvels s3o

mantidas sob controle. Neéte contexto, a cultura de linfdct-



tos de sangue periférico tem sido o sigtema mals frequente-
mente empregado, quer pela facilidade de obteng3o do mate-
rial, quer pelas suas implica¢Bes com o sistema imune, uma
vez que a estimulag¥o dos linfécitos pela fitohemaglutinina
representa também, segundo Creaven & Mihlich (1977), uma me-
dida indireta da capactidade imune. No entanto, a correlacgfo
entre o nfvel de resposta e og efeitos decorrentes da aplf-
cag3o dos medicamentos permanece obscura, uma vex que  a
majoria dessas avaliacBes foram feitasg apenag em uma oca-
sl¥%0, desconsiderando a sfituacgo prévia ao tratamento (Brid-
ge & Melamed, 1972; Jensen & Nyfords, 1979; Schuller et
altl, 1981; Robinson et alti, 1982). Além disso, a3z anélises
concentram, em um Unico grupo, pacienteg com idades diferen-
tes, com perfodos de exposi¢¥o as drogas extremamente varis-
veis, de poucos meses até anos de tratamento (Miller et
alii, 1978; Aronson et alii, 1982; Garcia et alit, 1886), ou
embaszam suas conclusBes a partir de uma casufstica pequena,
via de regra inferior a cinco indivfduos (Astald! et alit,
1969;: Bridge & Melamed, 1972; Tolchin et alii, 1974).

. Apesar desses inconvenientes, os estudos clito-
genéticos realizados em material advindo de pacientes sob
tratamento quimioterdpico t&m apontado os agentes alqutlian-
tes, e especialmente a ciclofosfamida, como indutora de
aberragBes estruturais do tipo "gaps” e quebras de uma ou
duas cromiticas, constricg®es secundirias e fragmentos acén-
tricos, além de aumentar a frequéncia de alterag@es numéri-
cas (Tolchin et alii, 1974; Kapadia et alit, 1980: Garcia et

alii, 1986).



Com relac%o ao MTX, Hampel et alii (1966) n¥o
encontraram alteragBes cromossdmicas em seus paclentoes, on-
quanto Jensem & Nyfords (1979) e Ryan et alii (1970) consi-
deraram que, embora o numero de aberra¢8es em geral estives-
se aumentado, estas n%o seriam suficientes para acarretar
efeltos tardios considerivets. Os estudos de Melnyk et  altt
(1971) entretanto, revelaram uma suscetibilidade diferente
108 varios tecldos uma vez que, a partir de bidpsias varia-
dag, veri{ficaram auséncia de aberrac8es cromossdmicas ao nf-
vel das gbnadas, sangue periférico ¢ fibroblastos de pele,
mas um aumento considerdvel de "gaps” de cromiiides e de
{socromdtides nas células de meddla Sssea. VariacBes de sen-
sibilidade tecidual, e também individual, foram comentadas
ainda por Schinzel & Schmid (1976), Jensen & Nyfordas (1979),
e por Bochkov et alii (1986), em anilises de pacientes sub-
metidos a tratamento poliquimioterapico.

Por outro lado, a andlise citogenética dos
linfécitos provenientes de pessoas sadias, mas em contato
com os citostaticoe através de exposiclo ocupacional, tém
revelado que alguns agentes, principalmente a CY, pode ser
absorvida pela pele intacta, ou mesmo inalada através dos
aerosdls que se formam no ambiente de aplica¢3o das drogas
(Hirst, 1984). Embora a urina e o plasma de enfermeiras e
médicos que trabalham nos setores de oncologia tenham se re-
velado como mutagénicos nos ensalos realizados com procarijo-
tos, o potencial genotéxico com relag¢@o ao efeito no préprio

individuo n%o estd suficientemente esclarecido.
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Do que fof exposto, parece claro que a avalia-
¢%0 dos efeiltos cito e genotdxicos dessas drogas necaessita
de estudos mais padronizados, tendo em vista a crescente di-
versidade existente nas amostras dos grupos de risco. Sendo
“ssim, este trabalho teve como objetivo principal contribuir
para o estudo das drogas que compdem o esquema CMF  (cliclo-
fosfamida, metotrexato e 5-fluoruractla) quanto a seus efetf-
tos sobre linfdécitos de sangue periférico, em paclentes por-
tadoras de carcinomea de mama em estadio 1] ou 111, mastecto-
mizadas, e que se utilizaram dessas medicag®es como trata-
mento adjuvante. Para tanto, prop8s-se a avaliar como paré-
metros principals: a transformag%o bléstica por estfmulo da
fitohemaglutinina, o fndice mitético e a frequéncia de: aber-

ra¢gBes cromossbmicas.
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2 = MATERIAL E METODOS
2.1 - O ESQUENA CNF

Comumente empregado no tratamento do carcinoma
de mama, o esquema CMF consiste na administrag3io associada
de trés agentes antineoplasicos, sendo um alqullanté (ciclo-
fosfamida) e dois antimetabdlitos (metotrexato e 5-fluorura-
cila). Essas drogas podem ser aplicadas simultaneamente, na
forma de coquetel, por via endovenosa, ou compor esquemas
variados quanto as dosagens, vias de adminjistrac%o ¢ perfo-
dog de tratamento.

Em linhas gerais, os agentes alquilantes pos-
suem a propriedade comum de desencadear reag¢@es qufmicas
fortemente eletrofflicas, através da formac%o de fons carb8-
nicos intermediarios ou de complexos de transig¥o com as mo-
léculas alvo (Calabresi & Parks Jr, 1980). Esgsas reacgles re-
sultam na formac¥o de ltgagBes covalentes (alqutlag3o) com
vérias substé@ncias nucleofflicas, como os grupos amino-fos-
fato, carbox{la, hidroxila, sulfidril, entre outros. Altaera-
¢8es dessa ordem promovem a desestabilizac®o de moléculas
vitais, como o DNA. Os efeitos finais variam desde a excis¥o
de bases especlficas preferencialmente atingidas, ou mesmo
um pareamento an&malo no momento da sintese de DNA, ou ainda
um aumento da viscosfdade dentro do nudcleo celular, o que

consequentemente deverd resultar em uma célula inviavel.
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Na classe dos agentes alqullantés, a ciclofos-
famida é o mais estudado, apresentando um dos malores espoec-
tros de ag¥o nas neoplasias de diferentes origens. Pode ser
administrada por via oral, endovenosa, intramuscular, intra-
peritonial e ainda intrapleural. ¥ ativada no ffgado pelo
sistema oxidase do retfculo endoplasmatico liso (P-450), o
qual converte a ciclofosfamida em 4-hidroxila-ciclofosfamida
e aldofosfamida, as quais s3o transportadas para a circula-
¢3o. Ainda no frgado, s#3o oxidadas pela aldefdo oxidase e
outras enzimas, produzindo a carboxifosfamida e 4-ceto-ct-
clofosfamida, ambas sem atividade biloldégica significativa, o
que constitui caracterfstica importante para as cd¢lulas des-
se org¥o, que ficam protegidas contra a ag3o dos componentes:
ativos. Nas células suceptivels & citélise, a aldofosfamida
€ quebrada, gerando quantidades estequimétricas de fosfamida
mustada e acrolefna, ambas altamente téxicas (Calabrest &
Parke Jr, 1980). A fdérmula estrutural da CY ¢ a que se se-

gue:

H
CH2 N CH2-——— CH2 Cl
e AN e
H2C O =P —N
\\\CHZ O/// \\\\CHz-——— CH2‘———-C1
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A meia vida da CY no plasma hﬁmano, apés In-
Jecg¥o Intravenosa de 6 a 80 mg/kg & vari{dvel mas osclla, om
média, em torno de seis horas e¢ mela, encontrando-se 50X dos
seus metabdlitos ligados a protefnas plasmiaticas (Calabrosli
& Parks Jr, 1980).

Quanto aos agentes antimetabdlitos, como o me-
totrexato e a 5-fluoruracila, a desestablllzacZo dos slsgte-
mas celulares se d& por via indireta, atravées do compromet.i-
mento de compostos intermedidrios, os quals ser3o utlilizados
na sfintese de moléculas vitals, inviabilizando a célula
atingida.

0 metrotrexato difere do acido fdlico pela
substitui¢3o de um grupo hidroxila por um grupo 'amtina, no
nicleo pteridina, e pelo acréscimo de um grupo metila. A

férmula estrutural é apresentada em seguida:

Q O
2@ \/ \CH —— CH,,—COOH
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A droge pode ser administrada éor via oral,
parenteral, intravenosa ¢ ainda intrateca. Qualquer quo seja
a via de administrac¥o, mesgmo em dosagens baixas, o composto
¢ rdpida e totalmente absorvido. Sua meia vida no plasma re-
vela-se varfavel, mas oscila em torno de duas horas, e¢stando
cerca de 50X do mesmo ligado s protefnas plasmiticas (Cala-
bresi & Parks Jr, 1980).

A 5-fluoruracila, por sua vez, constitul um
antimetabdlito andlogo as bases pirimfdias. Na atualidade,
considera-se que sua atividade antimitética seja decorrente
da interferéncia no metabolismo dos Acidos nuclelicos, uma
vez que interfere na sfntese ou no aproveitamento das piri-
mldlnas; que ser¥o utlilizadas na sfntese dos mesmos. A Fér-

mula estrutural do composto é a seguinte:

HN

2

A droga deve ser manipulada com muito cuidado,
e administrada por via endovenosa, rapidamente. A mefa-vida
no plasma é referida como em torno de vinte minutos, sendo
degradada no ffgado. A uréia representa um importante produ-

to do seu metabolismo, sendo por isso fundamental a avalfia-
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¢d30 prévia das funcBes renails, antes da administra¢d3o da

droga (Calabresi & Parks JR, 13980).

I\

-2 - A ANOSTRA

0 estudo foil realifzado em amostras de sangue
periférico, provenientes de mulheres que procuraram os sor-
vigos do ambulatdério de Tocoginecologia da UNICAMP, com
queixas clfnicas sugestivas de c8ncer de mama. Confirmado o
dtagnéstico, foram submetidas & mastectomia parcfal ou radi-
cal e, um mé&s depois, encaminhadas ao setor de Oncologia do
hospital, para avalia¢%o clfnica e estabeleciemento de con-
duta terapéutica, considerando principalmente o tipo histo-
légtco do tumor, seu grau potencial de invastividade, o com-
promet imento ganglionar e o estadiamento clfnico da doencga.
As pacientes lnﬁlufdas neste trabalho compreenderam aquelas
em estadio clfnico Il ou IIIl, e que receberam a quimiotera-
pta adjuvante como tratamento pds cirurgico, associado ou
nFo a radioterapia, sem se considerar uma faixa etdria proe-
ferencial. As drogas utilizadas para o tratamento das pa-
cientes foram a clclofosfamlda, o metotrexato ¢ a 5-fluoru-
racila, as quais compBem o esquema poliquimioterdpico class-
sico, conhecido como CMF. Em alguns casos, a presenga da
Vincristina se fez clinicamente necessadria, e a pacliente
permaneceu inclufda na amostra. N¥o foram inclufdos os casos
tratados por radlo,'qulmjo e/ou hormonioterapia previamente

a cirurgla.
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Dessa forma, para atender as condicfies: acima e
compor uma amostra relativamente homog@nea, trabalhou-se¢ com
m grupo reduzido de pacientes, constitufdo inicialmente por
13 paclentes, com idade entre 29 o 63 anos, cuja higtértia
clfnica estd sumarizada na tabela 1. Umas delasg, embora em
fase de doenga avangada e n%o submetida A cirurgtfa, permane-
ceu inclufda no grupo, tendo em vista a ausfncia de trata-
mento prévio, a origem mamaria do tumor primario ¢ a ldentl -
dade do esquema de tratamento.

0 esquema protocolado para e¢sses casos consiis-
tiu de sels ciclos sucessivos de Ciclofosfamida (300 mg/m?),
Metotrexato (30 mg/m2) e 5-Fluoruracila (300 mg/m2), admi -
nistrados simultaneamente a cada 28 dlas, por via endoveno-
sa. Eventualmente, o perfodo entre as aplicagles estendeu-se
por mals sete dlas, em fung3o de razdes clfnicas. Em quatro
casos fol indicada radfoterapta prévia ao 12 ciclo ou conco-
mitantemente & quimioterapia (QT), conforme salienta a tabe-
la I.

Paralelamente & avaliac%o do estado geral da
paclente, felta através de exames clfnicos ¢ |laboratorlals
de rotina segundo os protocolos existentes no getor, foram
feltas coletas de sangue periférico em quatro ocasiBes pr¢-
estabelecidas: a primeira imediatamente antes de iniciar a
quimioterapla, e que serd aqui chamada de Antes 12 QT (ou
subgrupo 2); a segunda apds 30 minutos da injec¥%o dos qui-
mioterdpicos, ainda no primeiro ciclo, ¢ que serd chamada de

Depois 12 QT (ou subgrupo 3); a terceira feita antes de se
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iniciar a aplicac®%o do quarto ciclo, chamada.Antes 4= QT (ou
subgrupo 4) e a dltima, feita 6 a 9 meses apés o término do
tratamento quimioterdpico, e que sersd chamada de Revis®io (ou
subgrupo 5).

O grupo controle (subgrupo 1) foi representado
por 29 indivfduos sadios, sem antecedentes oncoléglcos pes-
soais, pertencentes aos diversos setores de agsisténcia, ex-
cetuando-se o de radiodiagnésticos, do Hosptital de Clfnicas
da UNICAMP. Essas pessoas, de ambos os sexos ¢ idade entre
20 e 45 anos, n%o estavam sob tratamento médico ¢ nem 3¢
utilizaram de qualquer medicamento, nos Ultimos trés meses

anteriores a coleta de sangue perifdérico.
2.3 - 80RO, MEIOS NUTRITIVOS E SOLUCSES
SORO FETAL BOVINO (SFB)

be acordo com as informac¢8es fornecidag pela
Microbioldgica Consultoria e Anidlise de Produtos Bioldégicos,
o sangue fetal é colhido através de pungo lntracardfa;a.
Apds centrifugag3o, o soro obtido & inativado a 56°C e este-
rilizado em membranas filtrantes do tipo Millipore com poro-
sidade de 0,22/ um e acondicionado em e¢mbalagens estdéreis de
vidro com volume de 250 ml. No laboratdério o soro fof des-
congelado, homogeneizado cutdadosamente, distribufdo em alf-

quotas de 20 ml e novamente congelado, até o momento do uso.
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LEGENDA

n

ca duc. inv. carcinoma ductal invasivo.

ca lob. inv. carcinoma lobular tnvasivo.

MD = mama direita.

ME = mama esquerda.

mamilo (+) = compretimento do mamilo.
Grau: H = histoldgico.
N = nuclear.

Ganglios: x de g8nglios invadidos.

"
3
10

3
10

y = de génglios retirados.

Tratamento: MRH
QT
RT

mastectomia radical 3 Holsted.

quimioterapia - 12 QT = 12 ciclo.

radioterapia.

ciclofosfamida.

Esquema: C
ﬁ = metotrexato.

F 5-fluoruracila.

"

v

vincristina.

%X com antecedentes oncoldégicos familiares.
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$OLUCXO DE ANTIBISTICO

Uma ampola de 1 ml de garamicina (Schering
S.A.) contendo 40 mg de gentamicina base (sulfato de genta-
micina) fof dilufda em 7 ml de Meio de Fagle, perfazendo 8
m! de uma solu¢3o com 5000 ug/ml de antibidtico e mantida a
—-202C até o momento de uso, sendo empregada numa concentra-

¢¥%o final de 50 pg/ml de meio nutritivo.

SOLUCXO DE COLCHICINA

Uma solug¥o estoque foi preparada com 10 mg de
colchicina (Sigma) dilufda em 10 ml de &gua bidestilada, e
estocada em freezer a -202C. Dessa soluc3o, 0,9 ml eram di-
lufdos em 8,1 ml de meio de Eagle, totalizando 9 ml de¢ uma
solucdo-m3e com concentrag3o de 100 ug/ml, filtrada em mem-
branas Millipore de 0,22 m e congelada at¢ o momento de
uso, quando era empregada numa concetragfio final de 1 png/ml.

de meio nutritivo.

SOLUCXO DE FITOHEMAGLUTININA

Para o preparo da fitohemaglutinina foram pe-
sadas 40 gramas de felj%o preto, o qual fol lavado em 4gua
corrente e as sementes deixadas em dgua destilada por uma
noite a 42C, para embeber. Apds ser mofdo em liquidificador

com 200 ml de salina a 0,9%, o material foi mantido por mais
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doze horas a 42C, em agitag¥o permanente, aéndo a seguir
centrifugado a 800 rpm por 30 minutos. A solu¢¥o sobrenadan-
te foi cuidadosamente recolhida, dilufda em igual volume
de scluglo fisiolégica a 0,9% e novamente centr{fugada a
13C00 rpm, durante 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante reco-
lhido fo1l filtrado em membranas Millipore clarifilcantes de
0.44 um e esterilizantes de 0,22 um, ¢ a solugZo resultante
dilufda em 9 partes de meio de Eagle, acondicionado em alf-
quotas de 5 ml e mantidas a -202C (solu¢Zo m¥e). A concen-
trac%o final de fitohemaglutinina empregada nos cultivos
correspondia a 0,05 m! da golug3o m¥e para 5 ml de meio nu-

tritivo.
MEIO NUTRITIVO

Distribufdo em alfquotas de 5 ml, o meio em-
pregado para a realizag¥o das culturas apresentava a seguin-

te composig¢3o:

Meio de Eagle/sem soro ................ 80 ml

Soro Fetal Bovino................ ..., 20 m!
Gentamicina.............. ... ... ..., 50 ng/ml {1 ml)
?ltohemaglutlnlna ...................... 01 ml

Volume total........................... 101,5 ml

O meio de Eagle sem soro fot fornecido pelo Insti-

tuto Adolfo Lutz e constitufdo de: (em g/1)
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SAlS:

KCl1
MgCl

NaH,

AMINOXACIDOS

| ol S o S oo SRR o B S o S el SR o
I

................................. 68,0

................................. 400
a6H 0 .o 200
PO,H, O ... i 200
Arginina ...........c.iiiiiiien.. 0,105
Histidina .......... ... .., 0,031
Isoleucina ....................... l 0,052
Leucina .........c¢ciituteeeenoannas 0,052
Lisina HCl ............ .. ... ...... 0,058
Hetlénlna ........................ 0,015
Fentilalanina...............c.cc.o... 0,032
Treonina............ ... iiinnnn 0,048
Triptofano ....................... 0,010
Valina ........... i, 0,046
Cistina .......... ... . tennn. 0,024
Tirosina .. ........ .. .ceieereceeeane. 0,036
Glutamina ........................ 0,330
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VITANINAS

FI1XADOR

Biotina ......... ... i, 0,001
Colinma HCl ...... ... i nnnnnnn. 0,001
Kecido Félico ....... ..., 0,001
Inosttol ....... .. i, 0,002
Nicotinamida ............... ... ..... 0,001
Pantetonato de Ca ............vuu.n.. 0,001
Piridoxal HCl ... ....... ... 0,001
Riboflavina ............... ... ..., 0,001
Tiamina .. ....... it nnenenomennnnn 0,001
Glicose .......iiiiiiiiiineeneinnnnnnns 27,0
NaHCO ... ...t ettt einan 17,0
TPB (caldo de fosfato ................ 29,7

de Triptose)

Vermelho de Fenol .................... 0,20
Metanol P.A. Merck ................c.... 3 partes
Kcido Acético Glactal P.A. Merck ...... 1 parte
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TAMPXO SORENSEN

Soluc¥%o A: Fosfato de Sédio bibasico (Na,HPO,.12H,0)

0,2 M -Qeel ......cccvvveenee. i1 litro

Solug3o B: Fosfato de Potdssio monobdsico (KH,P0,)

0,2 M -Qeel .......ceceveu... 1 litro

A solug3o tamp%o era composta de 490 ml de so-
lu¢sio A e 510 ml da solug¥o B, acertando-se o pH final para
6,8 com uma das solugBes, e completando-se para 2000 ml de

dgua destilada. Os estoques foram mantidos a 4=2C.

GIEMSA; SOLUCXO ESTOQUE

Um grama de corante Giemsa (Gurr) foi dilufdo
em 54 ml! de glicerina P.A. (Merck) ¢ mantida a 562C, por
duas horas. 0O acréscimo de 84 m] de metanol foi feito quando
a soluglo atingta a temperatura ambiente, apés o que o co-
rante foi filtrado, acondicionado em frascos recobertos com

papel alumfnio, e envelhecido por um perfodo mfnimo de 15

dias.

SOLUCXO DE CORANTE GIEMSA

Giemsa - solug¥o estoque .................... 5 ml

Tamp3%0 Sorensen pH 6,8 ............ Cecenaaann 95 ml

26



2.4 - PROCEDINENTOS

- COLETA DE MATERIAL

As coletas de sangue periférico foram felitas
quando a paciente vinha até o ambulatério para receber a
quimioterapia. Uma veia foi -puncionada por um ”scalp” conec-
tado de Infcio a uma seringa estéril, para colher 10 m!l de
sangue e, logo a seguir, a um frasco contendo 250 ml de Soro
Fisioldglico Glicosado, acrescido de 5X de Plastil. Apés trin-
ta minutos de corrida do soro, as drogas foram aplicadas su-
cessivamente com uma seringa conectada & bifurcac3io do
scalp. A seguir, o restante do soro fo! deixado a fluir len-
tamente, até se esgotar por completo, ocasi3do em que, duran-
te a aplicag¥o do 12 ciclo de quimioteridpicos, foi efetuada
nova coleta de sangue. Este procedimento durava, desde a
pungdo da veia até a retirada do scalp e limpeza do local
com dlcool iodado, cerca de 90 minutos.

Nos 2 casos de tratamento radioterdpico prévio
a quimioterapifa, fez-se também uma coleta de sangue anterior

3 irradiac3o da ﬁaclente.
CULTURA DE LEUCSCITOS

0 sangue periférico, colhido na seringa des-

cartavel, foi imediatamente transferido para um frasco veda-
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do e estéril, contendo 60 Ul de heparina sédfca (Liquemine
Roche), sendo em seguidae rotulado ¢ levado para o laboraté-
rio.

No fluxo laminar, o materisl foil transfertdo
para um tubo cBnico de centrifuga & delxado em repouso. Apds
30 a 40 minutos, o plasma sobrenadante fo! recolhido, homo-
genelzado e parte deste distribufdo em alfquotas de 0,5 ml
para dois frascos de cultura contendo 5 ml de meio nutriti-
vo, o8 quais foram mantidos & temperatura ambiente, por cer-
ca de 30 minutos. O plasma restante fot centrifugado a 00
rpm, durante 10 minutos, e o sedimento obtido ressuspenso em
Mejo de Eagle, num volume equivalente ao do sobrenadante re-
tirado. Essa suspens®o celular sem plasma autélogo fot dis-
tribufda em dois frascos contendo 5 ml de Meio HNutritivo,
num volume de 0,5 ml por frasco. Finalmente, todos os fras-
cos foram colocados em estufa a 37¢C por 66 horasg. Desse mo-
do, cada amostra fol subdlvldlda em quatro, sondo duas delas
representantes da cultura de linfécitos com o plasma autdélo-
go, e as duas restantgs desprovidas do mesmo. Dessas dupli-
catas, o conteuddo de uma delas foi utilizado para o estudo
cromoss8mico e outro para o estudo de Transformag3o Bl4sti-
ca. Conviria ealientar que, nag amostrae referentes ao sub-
grupo 3, os cultivos foram realizados apenas na presenga do
plasma autdlopo, uma vez que o plasma das prdéprias pacientes
constituirta a fonte unica das drogas em estudo.

0 mesmo procedimento foi empregado nas cultu-
ras do grupo controle, lancadas paralelamente as culturas

das pacientes.
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Pares a avaliag¢Bo da transformaﬁﬁo bléastica, a
suspengdo celular era centrifugada, apdés as 66 horas de cul-
tivo, a 800 rpm por 10 minutos, ¢ o0 sobrenadante descartado.
O sedimento resultante fol homogeneizado ¢ uma gota deste
colocado sobre uma l8mina para a obteng¥3o do esfregagco. A
partir de cada sedimento, cerca de oito esfregagos de boa
qualidade foram obtidos. Cada um deles fol rapidamente seco
ao ar, fixado em metanol absoluto por 10 minutos e em segul -
da corado em uma solug%o de Corante Giemsa a 5% em t.amp3o
fosfato, pH 6,8 durante cinco a dez minutos, para posterior
observag¢3o ao microscépio.

Nas culturas de leucdcitos destinadas a estu-
do cromoss8mico, o acumulo de metafases fol obtido através
"do acréscimo de colchicina, numa concetracso final de
1 pg/ml de meio, por um perfodo de tr&s horas, a 372C. Enm
seguida, a suspens¥o celular obtida fol centrifugada a 800
rpm durante 10 minutos e o sobrenadante descartado. Um volu-
me de 5 ml de uma solug3o hipoténica a 37°2C, const.itufda por
4 partes de adgua e uma de meio nutritivo era acrescentado
aocs tubos e o sedimento homogeneizado e incubado em estufa a
372C, durante vinte minutos. Apés esse perfodo, a suspensio
celular foi novamente centrifugada a 800 rpm por dez minu-
tos, o sobrenadante descartado e o sedimento resultante fi-
xado numa soluglo de metanol-&cido acético (3:1), durante
uma hora. A troca de fixador foi feita através de trés tra-
tamentos sucessivos de homogeneizag3o do material, centrifu-

gagdo e retirada do sobrenadante. 0 sedimento resuitante fol
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novamente suspenso em 0,5 ml de fixador recém.preparado, ho-
mogeneizado e distribufdo em l18&minas rigorosamente |impas,
geladas e revestidas por uma fina camada de vapor de¢ 4gua
condensado. Esse procedimento resultava, geralmente, em 6 a
8 l&minas por amostra, sendo que cada l&mina recebta tras
gotas da suspens¥o celular. As preparagBes foram secas ao ar
e coradas em solug¥o de corante Giemsa a 5% enm tamp3o fosfa-

to, pH 6,8, durante cinco a dez minutos.
2.5. CRITERIOS DE AVALIACIO
2.5.1. CRITERIOS DE AVALIACXO DE TRANSFORNACXO BLASTICA:

A obsérvacﬁo das células dos esfregagos cora-
dos pelo Giemsa foi feita em microscépio Zeiss, em objetiva
Planapo com aumento de 63 vezes, ocular com aumento de 8 ve-
zes e optovar com 1,25 aumentos.

Na avaliac¥o do esfregaco, foram considerados
como linfécitos as células cujos niucleos apresentavam croma-
tina densa, intensamente corada e disposta em grumos gros-
seiros. O citoplasma era escasso ¢ corado em azul.

A diferenciac3io morfoldgica dos linfécitosn
frente ao estfmulo da fitohemagiutinina era evidenciada em
células bem maiores do que suas precursoras. A cromatina
mostrava-se mais homog&nea, corando-se¢ em purpura enquanto

o8 nucléolos, em numero de dois ou tré&s, evidenciavam colo-

ragdo péalida em azul. O citoplasma, também corado em azul,
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apresentava viarios vacuolos de tamanho reduzido. A relag3o
nicleo-citoplasma mostrava-se alterada, quando comparada com
os linfécitos, além de citoplasma mals abundante. Essas ca-
racterfsticas foram utilizadas para a classificag®o dos )lin-
foblastos, sendo que as células com morfologia Intermedlaria
foram denominadas de Pré-Linfoblastos. Estas se apresentavam
basicamente como linfécitos grandes, porém com a cromatina
um pouco mais frouxa, na qual um nucléolo pequeno podia ser
evidenciado. O ctitoplasma, mals evidente, apresentava dois
ou tré&s vacuolos pequenos.

Além desses tipos celulares, observavam-sie al-
gumas vezes eosindflilos, macréfagos com limites celulares
pouco definfdos, além de polimorfonucleares em degeneragfo.
Foram inclufdos na contagem apenas os linfécitos, linfoblas-
tos e prélinfoblastos fntegros. A regiZo da l8mina escolhida
para a leitura correspondia ao tergo terminal da mesma, int-
ciando-se a contagem a pariir de uma extremidade até comple-
tar um total de 200 células, sendo examinadas 2 laminas por
indivfduo. Grumos celulares, desde que compostos por células
Integras e sem individualizadas, também foram avalliados. 0O
estabelecimento do fndice de transformagfio blistica, expres-
so em percentuais, fol feito através da relag3o linfoblas-
tos/linfdcitos e prélifoblastos. Esses critértios foram uti-
lizados em todas as amostras, incluindo-se as do grupo con-

trole, bem como as duplicatas com e sem plasma autdlogo, as

quais ser3o mencionadas como TBc e TBs, respectivamente.
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2.5.2. CRITLRIOS DE AVALIACXO CROMOSSONICA

Para o estudo cromoss8mico foram examinadas 30
células em metidfase, com cromossomos perfeitamente indivi-
dualizados. As alteragBes avaliadas foram as aneuploidias o
poliploidiag, no caso de aberrac@es numéricasg. Quebras, gaps
de cromitides e de isocromatides, constricc8es secundéri as,
cromossomos em anel e fragmentos acéntricos foram as aberra-
¢8es estruturais consideradas.

0 termo "quebra” representou, neste estudo,
uma interrup¢3o na colorac3o, em uma ou em ambas cromattides,
resultando na figura de um segmento cromss8mico nZo alinhado
a4 sua respectiva cromitide. Nos casos d«¢ permandncia do alt-

nhamento, a alterag%o fol considerada uma falha cromossdmica

(gap).

2.5.3. CRITERIOS DE AVALIACXO DO (NDICE MITSTICO

0 estabelecimento do fndice mitético foi feito
com o ;mprego das mesmas 13minas investlgadas nas andl iges
cromossbmicas. A leitura se iniciava a partir de uma extre-
midade, que era percorrida em movimentos ascendentes ¢ des-
cendentes, em relacgZfo ao campo visual e com pequenos deslo-
camentos laterais entre os mesmos, até completar o numero de
400 células, atingindo uma extensfo variavel de um quarto

até a l8mina inteira. A raz3o percentual entre o numero de

células em metdfase ou prometdfase e as células em repouso
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representou o valor do fndice mitdético obtido! Foram incluf-
dos na contagem apenas niucleos fntegros, correspondentes aos
linfécitos estimul ados pela Fitohemaglutinina, identificados
nas prepara¢des como malores, com cromatina menos densa,
rale résea que as dos linfdécitoe. Estes Ultimos, bem como os
nicleos de polimorfonucleares, n%o foram inclufdos na conta-
gem.

Os valores de 1M estimados ser¥o identificados
daqui em diante como [Mc e IMs, de acordo com a presenga ou

n¥%o de plasma autdlogo.
2.6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise descritiva fol feita para cada grupo em
separado com base na estimativa da média ¢ do desvio padr3o.
A comparag3o entre as amostras com e sem plasma autdlogo fot
feita para cada grupo e subgrupo através do teste de dados
emparelhados (Befguelman, 13977). Fste teste foi empregado
ainda nas comparac¢3es entre os pares de subgrupos, (G2 x G3;
G2.x104; G2 x G5, G4 x G5), utilizando-se como referénctia os
valores obtidos na presenga do plasma autdélogo.

As comparag8Bes entre o grupo controle e o sub-
grupo 2, em relag3do as variidveis TBc, IMc, Aboerracdes Nume-
ricas e Aberrag@es Fstruturais, foram feitas pelo teste t de
Student (Beiguelman, 1877).

A investigag¢Bo de correlagsio entre os dados de

Trasformac3o Bldstica e de fndice Mitético quanto as condi-
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¢B8es com e sem plasma autélogo fol feita aLraQés da analtso
de regressto linear, sendo a significéneia dos coeficientes
de regress¥o calculada pelo valor de ”"t” (Beigueclman, 1977).
O nfvel de signific8ncia admitido para todas as andlises fof

de 5X.
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3 - RESULTADOS

Os resultados obtidos através das anidlises da
transformag®o bldstica, Indice mitético, abaerragSes numdért-
cas e estruturais referentes aos grupos controle e de pa-
cientes apresentam-se transcritos nos anexos 1 e 2, respec-
tivamente. Constam das mesmas a identificacBio de cada indi-
viduo através de numera¢¥o sequencial, composta pelos nume-
rog 1 a 29, no grupo controle, e de 1 a 13, no grupo de pa-
cientes. Este se apresenta dividido em quatro subgrupos, 2,
3, 4 e 5, correspondentes as amostras Antes da 1a. QT, De-
pois da 1a. QT, Antes da 4a. QT @ por ocasi3o da Revis3o fi-
nal, nessa ordem de citacZo. O numero de tdentificagZo pes-
soal pode se repetir, nesses subgrupos, 3 medida que a mesma
paciente retorna para compor a amostra correspondente a si-
tuag3o de tratamento na qual se encontra.

Como pode ser observado no anexo 2, os subgru-
pos 2, 3, 4 e b apregsentam-se constitufdos por um numero de-
crescente de indivfduos, refletindo uma interrup¢®o no acom-
panhamento de alguns deles em decorréncia de situag@es n3o
contornéveis, tals como o Sbito precoce (paciente ne 2),
transfus¥o sangufnea e/ou mudan¢ga de tratamento originalmen-
te proposto (pacientes n2s 4, 5,9) e transferé&ncia para ou-
tro centro de atendimento oncoldégico (pacientes n2 1 e 13).

Os resultados de transformag¥o blastica estdo

representados, segundo a média da contagem obttda em duas
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l8minas, relacionando o numero médio de blastos encontrados
em um total de 100 ou 200 células analtzadas em cada uma de-
las, encontrando-se na coluna seguinte, a expressdo paercen-
tual dessa relag8c. De modo semelhante, osg resultados de fn-
dice mitético e de aberra¢@es cromossbmicas numéricas e eg-
truturats estdo expressos em numeros absolutos € em percen-

tuais, em fung¥o de um total de células anall:zzadas.

3.1 = TRANSFORMAGCXO BLASTICA E (NDICE MITSTICO

GRUPO CONTROLE

Os wvalores percentuais maximo e minimo de
transformagdo bldstica (TB) e de fndice mitético (IM) obti-
dos nos cultivos com e sem plasma autdlogo, bem como as es-
timativas de suas respectivas médias e desvios padr8es, es-
t8o expressos na Tabela ]1. Os diagrémas dag digperales de
pontos referentes a estas varidveis est¥o representados nas

figuras 1 e 2.
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TABELA Il - Andlise descritiva obtida a partir dos resulta-

dogs de TB e de IM referentess ao Grupo Controle.

- R W G e WL R WS W I A WA WD G G e WS e WA TR S SIS G S YR TER MR WD UNh IR WL ML W GEL W GaE R W e WS M W W WR P G S W G WL WD @ WA Sm @ W W

Varidveis N Nédia ¢(X) D.P. (XD Valores

S W D T S T W R W e W

Ninimo (X2 Néximo ¢(X)

. e G e VR WS G S W T R W TR YER SRR WeR S YW TR VMR VN VR WL W WS G G GRS GO W W W W WA IR M W VIR 4R T T 45 WA WL VR U VR VI AR R W G WD v GRS WS e

TBc 29 66,88 9,62 50 88
TBs 29 60,72 10,00 41 79
IMc 29 15,76 10,23 3 42
IMs 29 7,95 6,48 1 26

D.P. = Desvio Padrd3do

c = com plasma autdlogo

s = gsem plasma autdlogo

A andlise da TB e do IM em fung¢3o da presencga
(TBc e IMc) ou ausé&ncia (TBs e [IMs) do plasma autédlogo, rea-
l1zada pelo teste t com os dados emparelhados, mostrou dife-
v eongas significativas entre os dois tipos de cultivo, tanto
para a TB (t = 4,18; GL = 28; p < 0,001), como para o IM
(t = 6,66; GL = 28; p < 0,001).

As andlises de regress8o linear fellas para as
varidveis expressas na tabela I, tomadas duas a duas, mos-
traram uma correlag3o significativa e pogitiva entre TBc e
TBs, IMc e IMs, TBc e IMc, enquanto para TBs ¢ [IMsz n3o fol
possivel constatar correlag8o linear entre as mesmasg. (Tabe-

la III).
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TABELA 11l - Resultados obtidos nas Andlises de¢ Regress3o

Linear entre a TB ¢ o IM, no Grupo Controle.

Varidvels Coef .Regr. Constante t p RZ (%)
TBc x TBs 00,6473 0,2757 4,72 <0,001 45,28

IMc % IMs 1,1929 0,0628 6,87 <0,001 63,61

TBec x IMc 0,4527 0,5975 2,85 <0,0t 23,18

TBs x IMs 00,1015 00,0178 0,78 <0,50 2,20

Coef . Regr. = Coeficiente de Regress3o

Graus de Liberdade (G.L.) = 27
p = probabilidade

R? = poder explléativo

GRUPO DE PACIENTES

A representag3o gréfica dos valores de TB e de

IM obtidos no grupo de pacientes encontra-se nas figuras 1 e

2, respectivamente.

Os percentuais obtidos através dag anélises de

TB e de IM referentes s pacientes do Subgrupo 2 estlo ex-

pressog na tabela IV.
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TABELA 1V - An&lise descritiva obtida a partir dos dados de

TB e de IM referentes ao subgrupo 2.

. 0 T GRS VMR W R . W GEL S S W W G YUR T D TED WED N WL i B R W W G W G G W G W WL W WP WS WD W D G e N W S wER R W G W R S %

Varidvel N Nédia ¢X) D.P. (X) Valores

Ninimo (X)) Néxlmo (%)

T A D R T WA L WA D L L R WA W s ST TR W R WG W WAL D G W G G wen W W S WP R G G om W VEL W T WA SR WE G A G G W WD VR U W M R WL W WS

TBc 13 71,12 13,18 49 92
TBse 11 70,91 9,10 58 84
IMc 13 8,15 6,47 0,5 22
IMs 11 6,68 2,28 3 10

A W SR A D R WEL TS e G SED GES Wen R Gy R R GPA WL WL W R VEA WS WEm W R W G SN WS YRS S W R TEL WM WA G W W Y A SES We am o WA SR WD VA W Am S TeD WE

Neste subgrupo, a aplicag¢¥o do teste t com os
dados emparelhados na comparagdo das situacles com e sem
plasma autdlogo revelou que as diferengas intrapares obtldas
n3o foram significativas, tanto nas andlises de T
(¢t =0,37; GL = 10; 0,80 > p > 0,70), como nas do IM
(t = 0,82; GL = 10; 0,50 > p > 0,40).

Comparando o grupo controle ¢ o subgrupo 2,
ves 1ffcou-se que os percentuais médios de TBc destes n3o di-
feriram estatisglcamente embora, quanto ao IM, os valores
médios diferissem significativamente. (Tabela XI111).

As 2andlises de regrezs3o linear aplicadas as
duplas de variaveis da tabela 1V evidenciaram uma correlacZo
significativa e positiva entre TBc e IMc, ¢ ainda entre IMc

e 1Ms, de acordo com os dados transcritos na tabela V.
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TABELA V - Resultados obtidos nas Andlises de Regress®Bo 11-

near entre a TB ¢ o IM, no Subgrupo 2. (G.L. = 9)
Varisvels Coef .Regr. Constante t P RZ (%)
TBc x TBs 0,3659 0,4360 0,810 <0, 50 6,79
IMc x IMs 1,7989 - 00,0377 2,209 <0,05 35,19
TBc x IMc 1,2390 0,5932 2,711 <0,05 44,96
TBs x IMs 0,9047 0,6486 0,698 <0, 60 5,14

As preparag¢Bes celulares advindas daz paclen-
tes do subgrupo 2 apresentavam os mesmos padr@es morfoldgi-
cos caracterfsticos do grupo controle, independente da pre-
senga ou ausencia do plasma autdlogo. No entanto as prepara-
¢Bes correspondentes as pacientes de nimero t ¢ 3 apreéenta-
vam uma quantidade de material celular bastante reduzida, na
presenca do plasma autdlogo. Nas preparag@es advindas das
culturas sem o mesmo, esta alterag%o n3FIo foi constatada,
possibilitando as leituras de modo idé@ntico as demais pa-
cientes (anexo 2):

Ag estimativas de média, desvio padr3o, ben
como os valores maximo e mfnimo verificados nas andlises de
TB e de IM do subgrupo 3 est%o referidas na tabela VI. Con-
viria salientar que, nessas amostras, os percentuais de TBc

apresentados pelas pacientes de numeros 3, 4, 7, 9, 11, 12 e
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13, resultou da pesquisa de apenas 100 célular por l@mina.
Nesses casos, os esfregagos exibiam grande quantidade do¢ ma-
terial amorfo, constituindo grumos associados a células quc,
por n%o estarem suficlientemente (ntegras ou Individualiza-

das, foram exclufdas da contagem.

TABELA VI - Andlise descritiva obtida a partir dos valoras

de TB e de IM referentes ao subgrupo 3.

AL DM SR R WAL Y e A ER WA W EL W WEL W G T T R TR - SEA S VEA W W WER A VER SR TRR G e i W WL W e e e T O WM U Gk G Thh @R am M W W e A P WS

Vari{ével n Média (X) D.P. (X) Valores

e S e W G G WR EA M R SR MR B e mm W e Am

Hfnimo (X) Néximo (X)

G S G e D G TR W WEG W TED R WL GES WEP W W R W TEL TER W WD WEA T e e VER BN WL W WR VEp G SR WS WA WAL W M G G T TR P W G 4 G A WE MR AR A WE S S

Quando comparados, os subgrupos 2 ¢ 3 eviden-
ciaram percentuais que diferiram significativamente quanto
ao IMc, mediante a retirada das pacientes de ndmeros L ¢ 3
da amostra, a&s quais era administrado'a Vincristina em asso-
ciagdo ao esquema CMF (tabela X). Os percentuais referentes
ao 1M encontrados nas preparagBes celulares dessas pacientes
interferiram i{gualmente na express3o da correlagdo |inear
entre a TB e o IM, nesse subgrupo, estimada como significa-
tiva e negativa enquanto tals paclentes permanecliam Inseri-
das nas amostras, e n%o significativa apdés a exclusdo das

mesmas (Tabela VII).
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TABELA VIl - Resultados obtidos nas andlises de¢ Regressio

Linear entre a TB e o IM, no Subgrupo 3.

Varidveis Coef .Regr. Constante t P R2 (X)
TBc x IMc - 1,0019 0,7103 - 2,30 <0,056 32,408
TBc x IMc(x)> - 00,0430 0,1390 - 0,355 <0,80 1,36
G.L. = 11

(X)) com a retirada das pacientes nes 1 e 3

Com referéncia aos subgrupos 4 ¢ 5, as estima-
tivas de média, desvio padrdo, & os valores mfnimo e m3ximo
obtidos est3o transcritos nas tabelas VIII e IX, respcctiva-
mente.

Nesses dois subgrupos, a remog¢%o do plasma au-
tslogo das culturas n3o implicou em altera¢des significati-
vas de valores de TB (0,20 > p > 0,10 para o subgrupo 4;
p > 0,70 para o subgrupo 35), embora os nfveis de significan-
cia referentes ao subgrupo 4 estivessem muito préximos do

valor crftico de t, ao nfvel de 5%.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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TABELA VIIl - Andlise descritiva obtida a partir doe valores

de TB e do IM, referentes ao subgrupo 4.

Varidvel n Nédia (X) D.P. (X) Valores

- — W B WL M GEL WL THL WL M G WA G WL W R WA W Gt W S SIe Sa GES SRR G SmR GEn VA WS TER G S GER W SR TR W Geh e N VMG OB e e WER VER MR W R M G S AR W W a

TBc 8 66,00 12,04 45 86
TBs 8 70,63 9,66 57 85
[Mc 8 6,69 3,42 3 11
IMs 8 5,47 2,62 1 8

TABELA IX - Andlise descritiva obtida a partir dos dados de

TB e de IM referentes ao subgrupo 5.

A IR SED WL VM WL R WL i G SYR WML SR WD WL N WS WED WED S WD WAL GER GES GER D WL WA WD WS WER WA TS Sem WS W WA G W MG W W TEL WA WER TR smk 00 WA W W UHI 45 W Wm G W WE Gm W

Vartédvel n Nédia (X) D.F. (X} Valores

TBc 7 58,71 9,21 44 73
‘TBs 7 59,64 4,69 52 &7
IMc 7 6,21 7,27 1 22
Ims 7 4,61 1,76 3 8

As comparag¢Bes feitas entre os subgrupos 4 o
5, e entre cada um deles e o subgrupo 2, revelaram que os

valores de TB e de IM obtidos n3o diferenciaram estatistica-
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mente qualquer dessas situag¢Bes, conforme expréssam os dados

da tabela X.

TABELA X - Andlise de dados pareados aplicadas nas compara-
¢Bes entre os varios subgrupos, com relac%o Aas
varidaveis TB e IM.

Subgrupo TB IM

AT I3 IX AT 2 AKX KD AT SR IR KT I3 LR IS SC SR AN AT XS EN IR ST AT M S AT AN NN NS L3 W A BF S S S NN NN NN NS WS NN B N S T Ew W wy ay

t o©.L. p t G.L. p

A S SN S A SN S o BT D N M S . ——— ———— T - W M MM G Nee AE W G A G > A o

G2 x G3 1,39 12 0,20>p>0,10 1,39 12 0,20>p>0,10

(%) 0,24 10 0,50>p>0, 40 2,50 10 0,05>p>0,02

G2 x G4 1,12 7 0,30>p>0, 20 1,06 7 0,40>p>0,30
G2 x G5 1,76 6 0,10>p>0,05 0,21 6 0,90>p>0,80
G4 x G5 1,71 4 0,20>p>0,10 0,84 4 0,50>p>0, 40

(X)) com a retirada das pacientes n2s 1 o 3.

3.2 - ABERRACSES CROMOSSSMICAS

A andlise descritiva, bem como a represent.aco
gréfica dos percentuais de altera¢®es numéricas @ estrutu-
ralis obtidos através das ané}ises dos grupos controle e de
pacientes est¥o representados na tabela XI e figuras 3 e 4,

respectivamente.
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TABELA X1 - Anédlise descritiva obtida a partir dos dados de
Aberrag8es, numéricas (N) e esgtruturais (F), dos

diferentes subgrupos.

Subgrupo n Hédis (%) D.P. (%) Valores

B S S R M YN S N S S AN I M W W WR B

Minimo (%) Miaximo (%)

S S G W e A L W S s L S WA WL S S S W WL W WL VEE T4 G W T VEL W W SR UER e WRR MR AR WL GEP TR W S WL MR WS SR WML M W emh G R WR W W S . e e o

G1 N 29 0,85 1,46 0] 7
(controle) E 29 4,06 4,93 0 17
N 13 5,n2 4,62 o) 17
G2 E 13 3,57 3,31 9] 10
N 13 4,92 4,50 0] 13
X 11 3,99 3,99 o) 10

G3 e e
E 13 6,92 6,86 (0] 23
X 11 6,06 7,11 o) 23
N 8 3,83 3,20 o) 7
G4 E 8 6,71 4,65 0] 13
N 7 4,33 2,43 0] 7
G5 E 7 2,52 2,36 O 7

X com a retirada das pacientes de n2s 1 o 3
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No que re refere ao grupo controle, as aberra-
¢8es numéricas encontradas resumiram-se a poliploidias, fre-
quentemente triploidias, e raras células aneupléides, com 47
cromossomos, enquanto as aberra¢Bes estruturais voerificadas
consistiram principalmente de "gaps” de crométides, ou iso-
cromaticas, além de raras quebras cromatfdicas.

No subgrupo 2, o percentual médio de aberra-
¢8es numéricas, quando comparado ao do grupo controle evi-
denciou diferen ¢as significativas entre as paclientes e¢ os
controles (tabela XII) sendo de 47X a frequéncia de polli-
ploidias e de 53X as de aneuploidias, representadas na maio-
ria por células com 47 cromossomos.

As aberracBes estruturats estiveram presentes,

no subgrupo 2, com uma frequéncia média de 3,5%, valor que

ndo diferiu estatisticamente do controle (tabela XI11), o
mesmo ocorrendo com os tipos de aberrag¢3es encontradas, ba-
sicamente gaps e quebras de cromiatides e isocromitides.

Quando comparadas as do- subgrupo 3, as aberracSes encontra-
das revelaram-se significativamente aumentadas neste ult.imo,
sendo representadas por quebras n3%o preferenciaits de cromia-
tides, em sua majoria, seguidas de constric¢Ses secundéartas
em cromossomos do grupo A ou B e fragmentos ac@&ntricos, além
de poucos gaps, um caso de cromossomo em aﬁel e um caso de
isocromossomo do grupo A.

Nas amostras do subgrupo 4 a frequéncia média

de aberrag¢Bes estruturais ainda fol muito préxima daquela
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estimada para o subgrupo 3. Entretanto, no subgrupo 5, wesses
valores n%o difertam significativamente dos obtidos com o
5ehgrupo‘ 2 e ge distanctaram bastante da média encontrada

pai-a © subgrupo 3 (tabelas XI e XII; fig. 4).

TABELA X1l - Andlise de dados pareados, aplicada nas compa -
ra¢Bes entre os varios subgrupos, com relag3o

as aberrac¢8es numéricas e estruturals.

N . . S T T S - ——— S —— Y S M S N g B S S S A - S W W S

Subgrupo Ab. Numéricas Ab. Estruturais
t G.L. P t G.L. P
G2xG3 0,56 12 0,60>p>0,50 2,15 12 0,10>p>0,05
(%) 0,99 10 0,40>p>0,30 1,58 10 0,20>p>0,10
G2xG4 0,33 7 0,50>p>0, 40 1,48 7 0,20>p>0,10
G2xG5 0,75 & 0,50>p>0,40 0,067 6 0,90>p>0, 80
G4xG5 0,46 4 0,70>p>0,60 2,03 4 . 0,20>p>0,10

T - R S WL R R W W VR VEB R VR IS R WL VL W B W R G W G GES e WL W, R D WL WD WES WA TR VL WA Gk WA Geh W W WA G #° W WA R W AR VR W o W S

%
-
o]
w

(X) com a retirada das pacientes de n=
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TABELA X111l - ComparacBes entre o grupo controle ¢ o Subgru-

po 2, atraveés do teste t de Student.

Varidveis t G.L. Prob.
TB - 1,17 40 0,30>p>0, 20
19, ] 2,45 40 <0,02
Ab. Num. - 5,30 , 40 <0,001
Ab., Estr. 0,32 40 0,80>p>0,70
¥
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FIGURA 1: Percentuais de Transformac3o Blastica (%¥TBc) obti-

dos com os subgrupos 1 a 5.
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og subgrupos 1 a 5,
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FIGURA 4: Percentuais de AberracBes Estruturais (¥AbE) obti-

dos com os subgrupos 1 a 5.
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4 - DISCUSSXO
4.1. 1 ’ANSFORMACXO BLASTICA E (NDICE HBITSTICO

Os critérios citolégicos adotados neste estudo
permitiram o estabelecimento dos percentuais de transforma-
¢%o blédstica para um grupo controle, os quais oscilaram en-
tre 50X e 88X, com uma média de 67% (tabela II). Esses valo-
res revelaram-se muito préximos, com pequenasg varta¢gles, aos
perceniuals encontrados nas andlises feltas intcialmente por
Yoffey et ali1(1365), e confirmada por virios autores, entre
eles Hurvitz & Hirschhorn (1965), Hersh & Oppenheim (1967),
cujos trabalhos apresentam em comum uma TB oscilante entre
os extremos de 40 e 90%, com um valor médio vartavel entre
60 e 80X.

Pafalelamente, estudos que utilizaram a incor-
poracZo de timidina triciada como precursor radioativo, re-
velaram a extsté&ncia de uma correlac¥o entre os nfveig deo
marcag3o obtidos com esse método e os percentualis de TB ana-
lisados cltoldéicamente. (Leventhal et alii, 1967). Desse
modo, embora os nfveis de TB anallsados atravdés de marcag3o
radicativa mostrem-se oscilantes entre 20 e 50X, essa taxa
corresponderia 3 magnitude de variag¢¥o, observada citologt-
camente, entre 40 e 80%.

Sendo assim, a obten¢¥o de valores médios nSo
inseridos dentro dos intervalos mencionados acima serta

atribufda a um comportamento peculfar da amostra, distinto
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do grupo contreole, ou a variacgdes decorrentes'dan cond i ¢Bes
de cada ensalo, capazes de interferir no nfvel de resposta
linfocitaria. De fato, experimentos elaborados para avalijar
as condig¢8es de diferentes culturas comprovaram a interfe-
réncia direta de algumas varf{adveis nos mecanismos de resposg-
ta, sendo as principals a concentrag¥o do inéculo ¢ o perfo-
do de cultivo (Moorhead et alti, 1967), seguidos pelog fato-
res ligados & origem e qualidade do soro empregado no metio
de cultura (Johnson & Russel, 1965; Hui et altt, 1980), ben
como & itdade dos indivfduos componentes da amostra (Pisclot-
ta et altf, 1967). A concentrac3o da fitohemaglut.inina, enm-
bora importante, interferirta de forma indireta, atravdés dar
sua interag¢3o com as demais variaveis (Harrison et alii,
1981).

Considerando os tipos de cultivo realizados
neste trabalho, 6nde linfécitos correspondentes a cada indt-
viduo foram incubados na presenca e auséncia de plasma autd-
logo, os resultados referidos na tabela Il sugerem que, no
grupo controle, a expressZo da TB poderia se modificar em
func3o da presenga ou n¥o do plasma autdlogo. Desse modo,
embora os dados referentes 32 TBs citados nesta tabela ¢ no
anexo 2 estejam aparentemente inseridos nos padr®es de nor-
malidéde J& mencionados, a auséncia do plasma autélogo pare-
ce representar uma condic¥o importante na express3o dessa‘
variavel, a julgar pelos valores de P obtidos para essa con-
dig¥o de cultivo (Tabela IIl). O papel do plasma autdlogo

parece ainda mais evidente nas andlises de IM, onde o per-
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centual médio estimado, na ausfncia deste, reduzju-se a 50%
do valor médio correspondente ao IMc (Tabela I1).

Esses resultados poderiam estar eventualmente
associados a uma diminui¢¥3o do indculo inicial, decorrente
dos procedimentos empregados na remog%o do plasma autdlogo.
No entanto, essa n3o parece ser a explicagd3o adequada, visto
que, em experimentos reallizados posteriormente em noszgo la-
boratério para testar essa hipdtese, n3o se observou uma
perda apreciavel de material celular, nem tampouco um de-
créscimo da viabilidade dos linfécitos, sendo o indculo as-
sim obtido semelhante ao da amostra com plasma autdlogo. Por
outro lado, como a execug3o desses passos levou a uma doefa-
sagem de trinta minutos no preparo desses dois t.ipos de cul-
tura, resultando em igual diferenga de tempo para o contato
prévio da PHA com os linfdécitos, caberia também perguntar se
essa anteclpacéo.no contato com a PHA, a temperatura ambien-
te, por um perfodo de trinta minutos, seria suficiente para
explicar a diferenga nos valores de transforma¢3o bléastica
entre TBc e TBs.

De acordo com ﬁazpltz & Richter (1968), a in-
cubacdo de leucdcitos com a PHA por apenas cinco minutos,
seguidos de 72 horas de cultivo bastaria para desencadear o
mecanismo de transformg¥o bldstica em alguns linfécitos. En-
tretanto, a resposta maxima g6 ocorreria apés & horas de
contato com a PHA. Esses dados, associados 2as observagdes de
Kay (1867), que demonstrou a necessidade de um perfodo mfni-

mo de 3 horas para estimulac3io de 70 a 80X dos linfdécitos na
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presenga da fitohemaglutinina, sugerem uma probabi!idade mf-
nima de atribuir ao fator tempo a&s diferencas obtidas. Con-
slderando ainda que no subgrupo 2 a remog%o do plasma autdé-
logo resultou em um aumento da TB, em algumas pacientes (a-
nexo 2), os resultados obtidos no grupo controle gugerem
fortemente um papel facilitador de resposta blastogénica,
existente no plasma autélogo, corroborando as afirmacSes de
Johson & Russel (1865) e de Beckman (13962).

Os dados obtidos através das andlises de re-
gress3o, expressos na tabela 111, permitem sugerir ainda
que, mesmo com a retirada do plasma autdlogo ¢ a consequente
diminuic3o dos percentuais de TB e de IM, as variaveis TBc e
TBs, IMc e IMs, TBc e [Mc, permaneceram correlaclionadas po-
sitivamente, indicando que as oscila¢Bes de valores, dentro
do mesmo par, c:orreram ho mesmo gsentido.

Se as andlises de TB ¢ de IM evidenciaram um
comportamento homogéneo no grupo controle, o mesmo n3¥o ocor -
reu com o© grupo de pacientes, mesmo antes de iniciarem o
tratamento quimioterdpico (tabela IV). Considerando-se os 11
indivfduos que participaram destas anidlises (anexo 2), ob-
servou-se que sete, (64X), apresentaram resposta blastogéni-
ca, assim como rendimento celular, semelhante aos controles,
nos dois tipos de cultivo. Os quatro demais, (36%), revela-
ram ou um percentual de TB diminufdo, ou um rendimento celu-
lar aparentemente reduzido (anexo 2) em decorré&ncia da gran-
de quantidade de grumos celulares que dificultaram a leftura

das 18minas. Estas retomavam o aspécto e os valores seme-
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lhantes aos controles, nas culturas onde o plasma autslogo
era retirado. Por outro lado, a avalfac%o do 1M revelou que:,
mesmo acompanhando o sentido das oscilagBes de TB, os per -
centuals foram sempre inferjores em relagfo aos controles
(anexo 2 e tabela IV). Um IM diminufdo, em relac%o aos con-
troles, também pbde ser verifi cado na anédlige dos dados de
Lopes Cardoso (1970), em duas amostras do paclientes com c8n-
cer, uma de 33 pacientes com carcinoma br&nquico e¢ outra de
26 com carcinomas de tipos histoldégicos varlados.

As aniliges comparativas entre o grupo contro-
le e de pacientes, utilizando precursores radloativos do
DNA, té&m revelado a existéncia de reducdes gsignificativas
quanto ao nfvel de incorporag®o de timidina triciada, nos
linfécitos de pacientes com cSncer (Borella & Green, 1972;
Suciu-Foca, 1973; Jerels et alii, 1978; Quan & Burtin,
1378), enquanto éutros autores aeclaram que as diferencas en
relagdo a grupos controle, se¢ existentes, seriam pouco «x-
pressivas (Harrisson et alii, 1981; Sattam et alit, 1981).
Em um experimento cldssico, Whittaker et alfl (1971), vori-
ficaram que, quando os linfécitos de indivfduos sadioé eram
Incubados na presenca do plasma de pacientes portadores de
cé@ncer, os nfveis de incorporag¢®o de timidina trictiada dimi-
nufam sensivelmente. Porém, quando os linfdécitos dos paclen-
tes eram incubados na presenca do plasma de pessoas da amos-—
tra controle, os nfveis de marcac¥o eram restabelecidos,
mostrando o comprometimento da resposta dos linfécitos des-

ses pacientes 2 fitohemaglutinina, em decorr@ncia da presen-
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¢a de algum fator inibidor de resposta, no plasma deosses in-
dividuos. Os resultados obtidos neste trabalho também sa-
litentam a import@ncia do plasma autdlogo como fator deo In-
terferéncia na resposta linfocitéria.

| Os trabalhos realizados mais recentemente evi -
denciam que a ac%o antimitogénica do plasma de pacientes es-
tarta relacionada com as concentra¢8es elevadas de algumas
protefnas produz;das por células responsaveis pela resposta
imunoldégica humoral ou produzidas por células prescentes na
populag8o tumoral (Catania et alii, 1982), ou ainda com ou-
tras protefnas séricas circulantes (Macy et alti, 1983; Gar-
cia-Palmieri, 1981).

Além dos fatorés ltgados ao soro, varios estu-
dos tem demostrado a relevancia das células responsavels pae-
loe mecantismos de supress%o da regposta imune, (Hersh & Har-
ris, 1968; Pasweil et alif, 1982) que podem estar elevadas
em condi¢Bes patoldgicas malignas, entre outras (Barret,
1370; Satam, 1981) ou podem aumentar por estfmuio de situa-
¢8es traumdticas, como o ato cirudrgico ¢ o emprego de anes-
tésicos (Michaels, 1978; Grzelak, 1988).

Embora esse aspecto n3o tenha sido objeto de
estudo neste trabalho, esta explicag¢3o poderia ser cogitada
como hipdtese para Justlf!caf a aucéncia de resposta & fito-
hemaglutinina exibida por tré&s pacientes, quog valores de
TB e IM respectivamente, inferiores a 20% e O, 5%, impossibi-
litaram a anédlise citogenética de suas 18minas, obrigando a

retirada dessas pacientes da amostra. Nestes casos, a reg-
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posta permaneceu inalterada, mesmo nas culturas onde o plas-
ma autdlogo estava ausente. Como esses cultivos foram acom-
panhados por culturas controle que responderam normalmente
ao estfimulo da PHA, ficaria descartada a possibilidade de
falhas ocorridas nos ensaios. Sendo agsim, torna-se sedutor
aventar a hipdtese de uma possfvel altera¢3o na relacZo on-
tre linfdécitoe T helper/ T supressor, ao nfvel do gangue pe-
riférico dessas pacientes. De fato, essa relag3o alterada,
associfada a uma resposta deficiente a PHA, ji foi observada
em pacientes com carcinoma de pulm¥o ¢ de mama (Jerrels ot
alii, 1978) e em outros tumores sdlidos (Suctu-Foca, 1973;
Quan & Burtin, 1978). Além disso, colncldentemente, @gsas
mulheres evolufram rapidamente para um estadio avancado da
doengz.

Do que foi exposto, parece claro que o grupo
de pacle tes comicancer mamar io n3o apresentou, neste estu-
do, uma resposta homogénea ao estfmulo tnespecffico da fito-
hemaglutinina, mesmo antes de iniciarem o tratamento quimio-
terdpico, havendo um grupo com um comportamento semelhante
ao controle, e outro conm resposta diminufda em relac3o a es-
se.

No subgrupo 3 (Depois da 12 QT), alguns aspéc-
tos da resposta linfocitiria se modificaram. Lembrando que
os ensalos referentes a esse subgrupo deveriam simular uma
situac3o ”"in vitro” e que o plasma das préprias paclentes
constltulfia a fonte unica das drogas a merem analizadas, os

cultivos foram ent3o realizados apenas na presenga do plasma
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autdlogo. A op¢3Fo por uma coleta feita logo ap6s 30 minutos
da aplicag¥o dos quimioterdpicos baseou-ge nos dados da 11-
teratura, que mencionam um perfodo de meta vida de coerca de
duas horas para o metotrexato (Calabresti & Parks Jr., 1980)
e de 10 a 20 minutos para a 5-Fluoruractla (Calabresi &
Parks Jr., 1980). Por outro lado, observag¢des feitas com o
macaco Rhesus sp e com roedores evidencliaram a presenga de
ciclofosfamida ativada no plasma desses animais, 10 a 30 mi-
nutos apds uma injeg¢¥Ho uUnica e magica da droga, correspon-
dente a 100mg/kg, (Stevenson & Fauci, 1980), e 20mg/kg, res-
pectivamente (Dearfield et alii, 1985). Assim, a coleta de
sangue real izada apds 30 minutos Aa aplicag¢8o degsay drogag
resultaria na possibilidade tedrica do plasma correspondente
conter parte da ciclofosfamida jad ativada, além das demais
drogas em quantidades ainda aprecidveis. Além disso, a cole-
ta nessa ocasi¥o representaria uma comodidade para a pacien-
te, uma vez gue esse momento era coincidente com a retirade
do scalp. ocasi%o ideal para se fazer nova coleta sem recor-
rer a outra pun¢3oc vena:.

0 percentual médio de TB n%o se mositrou esta-
tisticamente alterado, quando comparadas as amostras Antes «
Depots do 12 QT. No entantc, o numero absoluto de¢  célulars
Integras presentes nos esfregagos apresentou-se severamoente
diminufde, em 50% dos casos (anexo 2). Nosgs demalsg, 2 rceducao
parece ndo ter sido suficientemente intensa para ser doetec-
tada pela andlise citoldgice empregada. Quanto ao IM, ocor-

reu uma diminui¢3o significativa dos percentuats, em 85X dos
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casos, e um aumento destes nos 15X restantes (anoexo 2 ¢ ta-
bela X). A diminuicg%o do IM parece evidenciar a presenga de
uma ou mats drogas no plasma, capazes de deprimir o mecanis-
mo de proliferag%o celular. Em uma anslise feita em 8 pa-
cientes com carcinoma brénquico, Lopes Cardozo (1970) verl-
ficou que 5 deles apresentavam valores de TB ¢ dc IM nulos,
nas amostras de sangue periférico colhidas 16 horas apés in-
Jec8o uUnica e magiga de ciclofosfamida, enquanto osg trés de-
mals paclentes n3o apresentavam quaisquer altera¢des em re-
lagBo as amostras colhidas antes do tratamento. FEntretanto,
nas coletas feltas apds 48 horas da administrag¢Zo da CY, to-
dos os pacientes mostravam valores de TB ¢ de 1M equivalen-
tes 3s amostras prévias. hnalisando uma amostra de pacientes
com diferentes tipos de tumor, e submetidos a esquemas qui-
mioterapicos diferentes, Cheema & Hersh (1971) encontraran,
também, dimlnu1¢6es significativas de incorporag#o de timi-
dina nas amostras colhidss 24 horas apés a Injeg¥o da medl -
ca¢do. Considerando essas observacBes e os resultados de
andlises farmacoldgicas realizadas em paclientes que se¢ utl-
lizaram do esquema CMF, onde se verificou uma variabilidade
individual considerdvel quanto a metabolizag¥o das drogas,
as variag®es no rendimento das culturas, bem como as dimi-
nui¢Bes do IM obtidos neste estudo, parecenm sugerir a exis-
téncia de uma ag%o inibidora sobre a proliferacZfo dos linfé-
citos "in vitro”, e que a intensidade desta poderia difertr
segundo a capacidade individual de metabolizag%o de uma ou

mals drogas, apesar das concentra¢Bes destas estarem bastan-
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te diminuidas em raz3o da dilui¢3o de 0,5 ml de plasma do
indivfduo em a 5 ml de meio de cultura,

Por outro lado, a aparente incoer@ncia entre
os percentualis de TB, inalterados, ¢ os de 1IN, sgeveramente
diminufdos, n¥%¥o constitul observac%o unica na Iliteratura.
Uinkelstein (1972) encontrou, nas preparag¢des de uma amostra
de pacientes com artrite reumatéide que faziam uso da ciclo-
fosfamida, fndices normais de marcago autoradiogriafica,
acompanhados de uma redu¢¥o significativa nos nfveis de in-
corporacg3o de timidina. Estes resultados foram atribufdos a
"uma esterilizac¥o funcional de parte dos linfdécitos ctrcu-
lantes, a qual se tornaria letal quando a célula entrasse em
mitose. Assim, uma parte das células injuriadas pela clclos-
famida morreria durante a primeira ou segunda mitose. Os
linfécitos restantus, com alterag®es mfnimas ou ausenbaes,
sobrevivertam e éompletariam vartias divis8es repetidas, (n-
corporando normalmente a timidina marcada. No entanto, a
marcacfo total estaria comprometida, em raz3o dasg células
danificadas”. Estabelecendo-se a mesma linha de raciocfnio
no presente estudo, parece possfvel supor uma situag¥o ana-
loga para explicar uma TB alterada ¢ IM diminufdo. & prova-
vel que neste trabalho a leitura citolégica da TB ¢ de IM
tenha se efetivado nas células que permaneceram viavels, em-
bora em nimero reduzido (anexo 2).

Quanto aos 15X da amostra, representado pelas
duas pacientes cujos valores de fndice mitético est.avam au-

mentados em relag3o 28 amostras anteriores ao tratamento,
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algumas particularidades devem ser menclonadas, uma veZ Qqua
ambas receberam a Vincristina em adi¢%o ao esquema CMF. Sa-
bendo-se que essa droga tem por fun¢3o principal a sincroni -
za¢¥%o dos ciclos celulares da populacdo tumoral e, portanto,
a factlitag¥@o da atuagZo de outros agentes ciclo-especfficos
(Calabresi & Parks Jr., 1980), os resultados obtidos nesses
dois casos (anexo 2) sugerem que a Vincristina estava pré-
sente em concentrac3es suficientes para gerar, ”"in vitiro”,
um efeito semelhante ou adicional, ao da colchicina acres-
centada ao meio de cultura, resultando num aumento do fndice
mitdtico entre as células que permaneceram viidvels.
A atuag3o da Vincristina parece ter s=ido importante
ndo somente nas andlises do IM, como refere a tabela X, mas
também nas andlises d¢ regress%o realizadas para o subgrupo
3 (tabela VII). Assim, a correlac3o significativa ¢ negativa
existente entre-as varidvelis TBc ¢ IMc., com a inclus%o de
todas as pacientes, deixou de existir apds a retirada das
pacientes 1 e 3, para efeito de célculos (tabela VII).
Quanto a3 resposta dos linfécitos durante e
apds o t:atamento das pacientes (subgrupos_4 e 5, respecti-
vamente), a andlise fol parcialmente comprometida em virtude
do decréscimo no numero de indivfduos da amogtra. Embora a
resposta dos linfdcitos apés a exposi¢¥o a agentes citosts-
ticos possa variar em fun¢¥o do mitédgeno empregado, bem como
das drogas administradas (Hersh & Oppenheim, 1967; Astaldt
et alli, 1969; Strendler et alii, 1982), em geral ocorre uma

queda gradativa na resposta linfocitaria com posterior recu-
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peraco (Hersh & Oppenheim, 1967; Green & Borella, 1973;
Strendler et alii, 1982). Em esquema CMF administrado em do-
ze cliclos, Strendler et alti (1981) também registraram um
decréscimo gradusl na estimulag®o bléstica, com os menores
valores de incorporag¥o de timidina (75X%) situados no 1t°
ciclo, apdés o qual estes retornaram gradativamente aos valo-
res Iniclals. As razBes para o retorno 3 normalidade té&m si-
do atribufdas, basicamente, ao reestabeleciemnto dag propor-
¢Bes clonais entre linfécitos "Thelper/Tsupressor”, decor -
rente da remog%o cirdrgica do tumor, (Grzelak, 13888). No en-
tanto, n3o se pode afastar a hipétese da emergé@ncia de uma
populag3o resistente as drogas aplicadas. Estudos que abor-
dam esse aspécto té&m revelado que o fendmeno da resistencts
celular pode se manifestar principalmente com o Metotrexatc,
Vincristina e 5~ fluoruracila, entre outras drogas (Btedle.

et alii, 1972: Hill, 1986).

4.2 - ABERRACBES CROMOSSO6MICAS

0 estudo cromossbmico realizado nas amostras
do grupo controle resultou no estabelecimento de um percen-
tual no wvalor de 1% para as aberrac®es numéricas (tabela
XI), concordando com a literatura, que registra percentuats
entre 1X e 3% para estas alteragBes (Beiguelman et alit,
1975; Beiguelman & Pisani, 1976;: Bloom et alil, 1967)

O percentual médio no valor de 4X para as

aberrag¢Bes estruturais (tabela XI), mostrou-se fgualmente
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insertdo nos padr8es descritos nos trabalhos que  uttllzam
individuos sadios como parte de suag andlises, ¢ que variam
entre 2% a 5X (Beiguelman et alli, 1375; Beiguelman & Plsa-
ni, 1976: Schinzel & Schimidt, 1976; Jaju et al, 1986; Sar-
gent et alli, 1987). Sendo assim, de acordo com os mdétodos
empregados neste trabalho, estabeleceu-se como valores con-
trole os percentuals médios acima cltados.

O grupo de paclentes revelou, mesmo antes de
inicliar o tratamento quimioterdpico, uma frequidncia de aber-
rag8Ses numéricas (6%), significativamente diferente do con-
trole (tabelas XI e XIIl). Entretanto, o encontro de altera-
¢Ges numéricas em linfécitos de pacientes com céincer nZ%o pa-
rece ser considerado un achado importante pelos vartos auto-
res, uma vez que os trabalhos que relatam altera¢Ses cromos-
s8micas deste tipo ou discutem-nas como artefatos de técnica
(Patil, 1980), oﬁ simplesmente n3o as mencionam em sua dig-
cussdo (Bridge & Melamed, 1972:; Dobos, 1974; Miller et alll,
1378; Schuler et alif, 1982). £ verdade, porém, que mesmo
os estudos que enfocam a ag¥o dos cltostiticos nFo Investi-
gam a constituic¢¥o cromossbmica dos pacientes antes do tra-
tamento (Bridge & Melamed, 1972; Robison, et altii, 13881), o
que os impossibilita de avaliar as alteragdes eventualmente
presentes jd naquele momento. Os que o fazem, tendem a prio-
rizar unicamente as aberrac¢8es estruturais ¢ as TCl em suas
andlises (Arright et alili, 1962; Aronson et alii, 1982; Boch
kov et alii, 1986; Dearfield et alii, 1985; Garcia et alti,

1986; Gebhart et alii, 1980).
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Os recentes aprimoramentos obtidos com as t.cc-
nicas de citogenética aplicadas a tumores sélidos t&m possi-
bilitado uma retomada gradual dos estudos voltados para a
avalliag3o da instabilidade cromoss8mica ao nfvel da drea tu-
moral mas, ainda assim, persiste como principal interesse a
andlise minuciosa das aberragBes estruturais. O mesmo s8¢ ve-
rifica na averiguag¥o de aberracles cromoss8micasg em 1infdé-
citos de sangue periférico, onde as altera¢®es numéricas,
assumem sempre cardter secundério diante dass possibilidades
de anilise oferecidas pelas atuais técnicas de bandas cro-
mossOBmicas (de la Chapelle & Berger, 1985). Entretanto, es-
sas aberra¢@es parecem constituir um achado importante .

| Em pacientos portadores de doencas autoinunes,
também tem sido registradas altera¢®es numértcas (Tolchin,
1374; Winkelstein, 1971; Kappadtia, 1980), embora esses auto-
res refiram um éumento de hipodiploidias que, segundo Brown
(1383), representam uma possibilidade matematicamente com-
provada, de constitufrem artefatos, enquanto as hiperdiplol-
dias seriam indicadores reais de n%o disjungdes ocorridas.

Considerando que‘no subgrupo 2 as hiperdiplot -
dias foram o achado mais frequente, em oposig¢Ho aos contro-
les cujas aberrag¢8es, ainda que raras, consistiram de polti-
plotidias, paréce que a émostra de pacientes estudada neste
trabalho j4 apresentava altera¢Bes numéricas antes de 1ini-
ciar a quimioterdpia.

Mattevi & Salzano (1975), demostraram que as

aberracg8es cromoss8micas em geral, e especialmente as nume-
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ricas, tendem a aumentar com © avango da idade do Indiv(duo.
De fato, as duas pacientes que apresentaram o major percen-
tual de alteragdes numéricas (anexo 2) corresponderam aque -
las com idade maisg avancgada, acima de 60 anog. No entanto,
o8 valores apresentados revelam que a maloria das pacientes
apresentou, no estudo cromossbmico realizado, pelos menos
uma célula com alterag3o numérica enquanto que essa altera-
¢80, nos indivfiduos do grupo controle, manifestou-ge apenas
raramente (anexos 1 e 2).

A presenga de uma instabilidade cromosabmica
constitucional, relacionada com a manifestag3o da doenga tem
sido descrita a nfvel da drea tumoral, onde o grau de ploi-
dia, bem como © encontro de aneuploidias podem ser conslide-
rados ccmo de valor prognéstico (Auer et alii, 1980; Wolman,
1984). Por outro lado, uma ”"condi¢3o aneupldide”, associada
a aberracgdes estfuturais, foi também constatada em pacientes
que desenvolveram leucemia linfocftica aguda apds serem sub-
metidas a tratamento quimioterdpico para céncer de mama (Pa-
til, 1980), e linfoma de Hodgkin (Rowley, 1977). Além disso,
sabe-se que individuos portadores de Sfndrome de Down ou de
cromossomos sexuals extranumerdrios apresentariam uma ten-
déncia aumentada para desenvolver neoplasias malignas (Kane-
ko et alii, 1981; Lazarus et alit, 1981:AGeraedts et altt,
1980). Assim as altera¢les numérjcas parecem ser um achado
constituctional tmportante, e poderia estar assocliados a unma
predisposic¢c8o do individuo para o desenvolvimento de neopla-

slas.
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Com relag¥%o a essas alteracBes, os percentuais
encontrados no subgrupo 3 n3%o se altéraram, a3tatisticamen-
te, em relaglo ao subgrupo 2. Considerando quc¢ no subgrupo 3
as drogas contidas no plasma das paclentes foram dllufdas
pelo menos dez vezes no meto de cultivo, a auséncia de va-
riacBes nas frequéncias de aberrag¢8es numéricas poderia ser
decorrente da redug¥o ”in vitro” nas concentrac¢des dos qui-
mioterdpicos. HNo entanto, estas concentrac®es foram suffi-
cientes para gerar uma sensfvel diminuicZo do fndice mitoti-
co e ao rendimento celular em algumas culturas ¢, mesmo as-—
sim, a frequéncia de aberrag¢®es numéricas permaneceu inalte-
rada.

Além disso, de acordo com o racicfnio exposto
anteriormente, se a concentrac3o insuficiente das drogas
fosse o fator responsdvel pela auséncia de alteragBes na
frequéncia de abérracaes numéricas, essa varlavel poderia so
modificar no subgrupo 4, apés 3 ciclos de atuacfo das drogas
"in vivo”. Entretanto, nos subgrupos 4 ¢ 5, as frequdncias
obt.idas nZ%o se modificaram significativamente (tabela XI1),
réforgando a hipdtese de que essas altera¢Bes seriam constl -
tucionais e que as drogas do esquema CMF n3o atuaram nesse
sentido.

Quanto as aberragBes estruturats, os percen-
tuais médios obtidos na amostras anteriores ao tratamento
n3o diferiram dos controles nem mesmo quanto ao tipo de
aberrag8es, representadas nesse grupo por gaps ¢ quebras n3o

preferenciais de cromitides e isocrométides. Fsses resulta-
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dc. n¥Eo se mostram destoantes daqueles obt.1dos por varios
pesquisadores os quais, mesmo utilizando métodologlia mals
sof isticadas do que as emmpregadas neste trabalho, também
n3o encontraram alteragBes estruturais em linfdcito de pa-
cientes com carcinoma de mama (Pathak,‘1987), carcinoma de
pulmn¥o (Nordenson et alil, 1984), e com sarcomas de¢ musculos
esqueléticos (Mertens, 1988). Porém, a existéncia de aberra-
¢Bes estruturais anteriores ao tratamento ¢ ainda um assunto
controvertido, uma vez que tem sido relatado um aumento des-
tas nos linfdécitos de pacientes portadores de retinoblasto-
mas (Czeizel et alti, 1974; Takabayashi et alii, 1983), car-
cinoma de tiredide (Hsu et alii, 1981; Pathak, 1982), carcti-
nomas renais (Wang, 1982) e carcinoma de cérvix uterino
(Murty et altt, 13985; Murty et alif, 1988).

Apds a aplicag¢%o do primeiro ciclo, de quimio-
terapico as culﬂuras correspondentes ao subgrupo 3 eviden-
ciaram um numero de aberracgdes estruturais elevado, apesar
do reduzido nuimero de metdfases analizadas ¢ da dilul¢3o das
drogas no meio de cultivo. Esses resultados confirmam os da-
dos relatados em experimentos "{in vitro” wutllizando a «ci-
clofosfamida acrescentada ao meio nutritivo, ainda que sem a
ativag3io prévia (Hampell et alii, 1966; Au et alil, 1980;
Mondello, 1984; Bochkov, 1986; Sargent et alii, 1987). O=
trabalhos que avaltiam o efeito dos citostidticos logo apds a
aplicag8o do primeiro ciclo indicam que o aumento de aberra-
¢Bes, principalmente gaps e quebras, & diretamente propor-

cional as concentra¢Bes das drogas no plasma, principalmente

69



com relacdo & ciclofosfamida, e que a intensidade desses
efeltos seria varidvel de acordo com a capacldade individual
de metabolizac%o das mesmag.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram
que, 30 minutos apés a aplicag¥o da 12 QT as aberrac¢®es mais
frequentes foram, além dos gaps e quebras, as contricgdes
secunddrias em cromossomos do grupo A ou B. Estas altera-
¢Bes, associadas aos fragmentos acéntricos, s%o consideradas
por Fabry et altii (1985), e também por Coppola (1986), com
indicadores de exposicZo & radiag¢Bes jonizantes ou 2 agentes
alquilantes, entre eles a ciclofosfamida. Estas aberracdes,
embora presentes nas pacientes que receberam radioterapia
prévia 3 quimioterapia (pacientes n2s 3 ¢ 4), n3o constituf-
ram uma particularidade das mesmas, mas &im um achado comum
dentre as pacientes que compunham os subgrupos 3 ¢« 4. Pordm,
as pacientes dé nimeros 3 ¢ 4 apresentaram og mais altos
percentuais de aberrac®es em geral, o que parece conflrmar,
em parte, os estudos de Miller (1978), Gebhart (1980) ¢ Gar-
cta et altt (1985), que referem uma potencializagsdo dos
efeitos citogenéticos, causada pela associacBo dos tratamen-
tos radio e quimioterdpico.

Considerando os dados da tabela XI1, onde a
retirada das paclientes de numeros 1 ¢ 3 ainda resultou em um
valor limftrofe de P quanto 3 signific8ncia estatfstica, pa-
rece-nos que a Vincristina n3o seria responsédvel por um au-
mento de aberra¢Bes, mas sim por uma probalidade aument.ada
de deteccﬁé das mesmas, jd que nestas pacientes o IM estava

aumentado.
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Embora diferencas estatisticamente significa-
tivas, no que se refere a frequ@éncia de aberragBes estrutu-
rais, 86 tenham sido observadas nas comparag¢des entre as
mostras Antes e Depois da 1¢ QT, o retorno aos percentuails
intctais apenag no gsubgrupo 5, ou seja, 6 a 9 meses apds o
término do tratamento. Isso sugere que, pelo menos durante o
tratamento, as alterag¢les cromossbmicas estruturais resul-

tantes da quimioterapia ainda permane¢am aumentadas ”in vi-

»

vo concordando com as observacBes de Robinson et alii
(1982), Schuler et alit (1981), Aronson ot alili (1982) ¢ Do-
bos et alii (1974) que, entre outros, relataram um aumento
congiderdvel de aberrag@es estruturais durante o tratamento
com citostaticos, € um decré¢scimo gradativo posterior, ate
os nfveis iniclals prévios do tratamento, ressaltando a im-
port&ncia da variabilidade individual nesse fato. Em uma
avallag3o critica deste aspdcto, Schinzel & Schmidt (1976,
e Jensen &8 Nyford (1979) mostraram que o nfvel de sensibili-
dade difere, ainda, entre os vadrios tecidos, sendo a medula
Ossea mais sensfvel que os linfdécitos de sangue periférico,
considerados por esses autores como inadequados para a ave-
riguag3o do potencial genotdxico induzido por agentes quimi-
cos. No entanto, os resultados aqui relatados, bem como os
estudos J& mencionados, parecem indicar que @ cultura de
linfdcitos de sangue periférico pode representar, um sistoema
de avaliagdo bastante Util, principalmente no sentido de
identificar a estabilidade, de possfveis clones andmalos
originados na medula, e langados postertormente na corrente

sangufnea.
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8 - CONCLUSSES

As anélises de TB, IM e¢ os estudo cromogubmico
realizados neste trabalho forneceram os subsfdiosg necesssg-

rios para as seguintes conclus8es:

1 - 0 esquema poliquimioteridpico estudado nes-
te trabalho (CMF), n%o induziu alteragBes numéricas em 1lin-
focitos de sangue periférico de pacientes sob tratamento,
mag elevou significat.ivamente a frequéncia de aberracBes e: -
truturats, nas amostras correspondentes 4 ac¢3o quimioterdpt-
ca ”"in vitro” (Subgrupo 3), bem como durante o0 tratamento
(Subgrupo 4), retornando aos percentuals de alterac®es int-
ciais, 6 a 3 meses apés o mesmo (Subgrupo 5). As aberracdes
estruturats mais frequentemente induzidas pelo esquema CMF
foram gaps = québras n&o preferénciais de cromatides, cons-
tricgBes secundirias em cromossomos do grupo A ou B, além de
fragmentos acéntricos, seguidos por outras aberrac¢®es raras,

como cromossomo em anel e tsocromossomo do grupo A.

2 - 0 plasma mostrou ter um papel importante
na express3o da TB e do IM, tanto para os controles quanto
para as pacientes. Nos controles, a sua presenca favoreceu a
express¥o de valores de TB e IM em média mais elevadas. Nas
pacientes antes do tratamento, a sua presenca evidenciou
dois grupos de respostas: um deles, & semelhanca dos contro-

les, mostrou uma TB e IM significativamente aumentada na

73



presenga desse placsma, enquanto o outro se expressou de for-
ma diferente, com valores semelhantes aos controles, apenas

na auséncia de plasma autdlogo.

3 -~ Na presenga de plasma autélogo, a TR ¢ o
IM oscitaram intrapares no mesmo sentido nos controles como
nas paclientes antes do tratamento embora nestas o IM médto

tenha sido significativamente inferior ao do controle.

4 - A amostra controle se comportou de acordo
com os dados expressos na literatura pertinente quanto & TB

e as aberrag8es numéricas e estruturais.

S5 - As pacientes, mesmo antes de iniclarem o
tratamento, mostraram uma frequéncia média de aberrac8es nu-

méricas significativamente mals elevada do que os controles.

& - A cultura de linfécitos de sangue perifé-
rico constituiu um importante instrumento de trabalho na
avalfacdo dos efeitos blastogénicos e citogenéticos gerados

pelos quimiotardpicos que compSem o esquema CMF.
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6 - RESUNO

O presente estudo teve como objetivo princlpal
avaliar o potencial téxico das drogas que complem © esquema
CMF (ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluoruracilia), sobre os
linfécitos de sangue periférico, provenientes de pactientes
com carcinoma de mama em estadio clfnico Il ou III, mastec-
tomizadas, e que se utilizaram dessesg esquema como tratamen-
to adjuvante pds cirurgico.

Para tanto, foram realizadas colet.as de siangue
periférico de 13 pacientes, em quatro ocasi8es prdé-estabele-
cidas: antes do 12 ciclo de quimioterdpicos, 30 minutos apds
a aplicac3do do mesmo, antes da aplica¢®o do 42 ciclo, & uma
coleta final, feita 6 a 9 meses apds o término do tratamento
protocolado. O grupo controle foi constitufdo de 29 indivf-
duos sadios, com idade entre 20 e 45 anos, e que n%o =e uti-
lizaram de qualquer medica¢¥o nos udltimos tr&s meses ante-
riores & coleta do sangue periférico.

ApSs a cultura dos leucécitos por 72 horas, o
material fol preparado segundo as técnicas convencionais de
citogenética, para a avallag3o do fndice mitsdtico (IM) ¢ es-
tudo cromossbmico. Paralelamente, um duplicat.a de cada cul-
tura foi uttlizada para a realizag¥%o dos esfregacos e poste-
rior avaliag¥o da transformac¢¥o bléastica (TR).

Os resultados obtidos possibllitaram o estabe-
lecimento de valores médios percentuais, para o grupo con-

trole, de 66X para a TB, 15X% para o IM, 1X para as aberra-
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¢8es numéricas e 4X para as aberrag8es estfuturals. Nesse
grupo, a presenca do plasma autdlogo revelou- ssee importante
na express3o das varidveis TB e IM, cujos percentuals esti-
veram sempre aumentados, quando comparadog aos cultivos rea-
lizados na auséncia do mesmo.

As pacientes apresentaram, antes de iniciarem
© tratamento, percentuais de TB n¥o difertdos estatistica-
mente do controle, enquanto que os de 1M estavam, em mé&dia,
inferiorizados em relac3do a este. Nesse grupo (antes do 12
ciclo), verificou-se a existéncia de dois comportamentos
distintos, no que s¢ refere & atuag¥%o do plaama autédlogo: um
com resposta blastogénica semelhante ao controle, e outro
com respota aumentada nas culturas onde o plasma autédliogo
estava ausente. Esses dados sugerem a exicsténcia de algum
fator iInibidor da resposta, presente no plasma dessas pa-
cientes.

Logo apds a aplicag3o do primeiro ciclo, os
percentuais de TB permaneceram inalterados, mas os valores
de IM mostraram-se sensivelmente diminufdos nas pacientes
que receberam CMF. Com o prosseguimento do tratamento, os
valores alterados retomaram os nfivels iniciaisg, preévios ao
tratamento.

Com relac3o as alteracBes cromossbmicas numé-
ricas, o grupo de pacientes revelou um percentual médio au-
mentando (6X), em relac%o aosx controles, mesmo antes de int-
ciarem o tratamento, sugerindo o caridter constltuclonal de3 -

tas. As alteracgBes observadas nas amostras subsequentes n%o
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diferiram estatisticamente dos valores obtldos na amostra
inicial, sugerindo ainda que o esquema CMF n%o deve afeoetar
significativamente este tipo de aberrag¥o.

Com relag¢¥o as aberrag¢Bes estruturais observa-
das, o grupo de pacientes n%o se mostrou diferido do contro-
le. As aberragBes estruturails manifestaram-se estatistica-
mente alteradas logo apdés a aplica¢%o do primeiro ciclo, mas
retornaram aos padr8es iniciais na amostras correspondentes
a coleta final. De acordo com os resultados obtidos:, parece
que o esquema CMF n3o induz a formag3o de clones andmalos
estavels, detectdveis pela metodologia empregada neste tra-

balho.
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