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RESUMO: Neste estudo foram selecionados 35 pacientes, sen-
do 13 sadios (grupo I); 10 pacientes com colite ulcerativa (gru-
po IT); e 12 pacientes com cancer colorretal (grupo III). Para
determinar a resposta aos efeitos mutagénicos da bleomicina
em cultura de linfécitos de sangue periférico, foram realizados
dois tipos de cultura para cada paciente: a primeira, sem tra-
tamento com bleomicina (cultura espontinea) e, a segunda, tra-
tada com bleomicina (cultura induzida). Na avalia¢io micros-
copica dos linfécitos em metastase, foram determinados o in-
dice mitético e as alteragdes cromossémicas estruturais. Os trés
grupos de pacientes diferiram entre si, quanto as determina-
¢6es do indice mitético nas culturas espontineas (p < 0,01) e
induzidas (p < 0,001). O grupo II apresentou indices mitéticos
significativamente maiores que os dos grupos I e II1. Quanto a
freqiiéncia de quebras cromatidicas espontineas por célula,
nao houve diferenca significativa entre os trés grupos de
pacientes (p = 0,39). Quanto a freqiiéncia de quebras
cromatidicas induzidas por célula, observou-se que havia
diferenca significativa entre os trés grupos de pacientes ( p <
0,001). O grupo III apresentou valores significativamente
superiores aos verificados no grupo I, e este significativamente
maiores que os do grupo I. Com base nos resultados, observou-
se que a bleomicina induziu ao aumento significativo de
aberracbes cromossdémicas nos linfocitos dos grupos de
pacientes com colite ulcerativa e com cancer colorretal. A
sensibilidade aos efeitos genotoxicos da bleomicina em pacientes
com colite ulcerativa pode expressar maior predisposicdo ao
ciancer colorretal.
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Diversos autores tém demonstrado associagio consistente
entre a colite ulcerativa e o carcinoma colorretal. o que indi-
ca o cardter pré-maligno™ ****'" da doenga intestinal infla-
matoria. Os maiores fatores de risco na génese do carcinoma
foram o acometimento total do intestino grosso ou a duragdo
prolongada da doenga intestinal inflamatéria. sobretudo
quando se estendeu por mais de sete a 10 anos™ . O diag-
nostico precoce aliado a terapéutica cirdrgica agressiva
continuam sendo os instrumentos com maior potencial de
cura do céncer colorretal em pacientes com colite
ulcerativa'’™. Portanto, a adogdo de programas de triagem
tornou-se prioritdria tanto para a detecgdo precoce do cén-
cer, ainda no estdgio de maior possibilidade de erradicagdo
terapéutica da doenga, como para a identificagdo de lesdes
com alto potencial de malignidade, quando a resseccdo
coldnica profildtica possibilitaria a interrup¢do da seqiién-
cia evolutiva para o cancer.

Embora o desenvolvimento de céincer colorretal em pa-
cientes com colite ulcerativa seja considerado a complica-
¢do mais temida dessa enfermidade™* **, os programas de
vigildncia disponiveis tém sido pouco satisfatérios. na
profilaxia dessa complicag@o''"". Por isso. persistem os es-
for¢os em busca de marcadores biolégicos mais sensiveis e
especificos. com capacidade de estabelecer o estado
evolutivo da doenca e a predisposi¢do maior ao céncer.

Foi sugerido que a suscetibilidade ao cincer colorretal
pode ser avaliada pela andlise citogenética de linfécitos de
sangue periférico’™', Essas células tém como caracteristicas
favordveis baixa freqiiéncia de aberra¢des cromossémicas
espontdneas em pessoas normais e sao de fdcil obtengdo’™'.

Nas culturas de linfécitos de sangue periférico. a
bleomicina tem sido utilizada como meio de estimar a pre-
disposi¢do ao cincer, baseada na sua propriedade de induzir
grande nimero de quebras cromatidicas em células suscet!-
veis, causando raramente trocas entre cromatides'!”. A res-
posta aos efeitos genotéxicos da bleomicina, manifestada
pela freqiiéncia de quebras cromatidicas induzidas por célu-
la, permitiria a classificagdo de pessoas de acordo com a
sensibilidade ou a resisténcia das células a esse agente
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radiomimético. A alta freqgiiéncia de sensibilidade dos linf6-
citos aos efeitos mutagénicos foi confirmada em pacientes
com céncer colorretal, demonstrada pelo aumento nas taxas
de quebras cromatidicas por célula® ", fendmeno também
observado em pacientes com colite ulcerativa por
Konstantinova e Nedkowa-Bratanowa!!®. Em preparages
cromossdmicas obtidas de cultura de linfécitos, foi demons-
trado, também, o aumento significativo das anormalidades
cromossdmicas estruturais espontineas de pacientes com
colite ulcerativa, quando cotejadas com pacientes sadios”.
Quanto a resposta celular aos efeitos genotéxicos da
bleomicina, ndo foram encontrados relatos prévios envol-
vendo pacientes com colite ulcerativa.

O presente trabalho tem por objetivo verificar a instabi-
lidade cromossdmica espontinea sob efeito do agente
radiomimético bleomicina, mediante cultura tempordria de
linfécitos de sangue periférico, em pacientes com colite
ulcerativa ou céncer colorretal.

CASUISTICA E METODO

No periodo de margo de 1994 a marco de 1995, apds
anamnese completa e exame colonoscdpico, foram selecio-
nados 35 pacientes consecutivos, de ambos os sexos, atendi-
dos nas Unidades de Colo-Proctologia do Hospital Univer-
sitdrio de Brasilia da Universidade de Brasilia e do Hospital
de Base do Distrito Federal. Os pacientes foram distribuidos
em trés grupos, segundo os critérios de inclusfo e exclusio
previamente estabelecidos, sendo denominados: grupo I, 13
pacientes sadios com exames clinico e colonoscépico
normais; grupo II, 10 pacientes com diagndstico de colite
ulcerativa; e grupo III, 12 pacientes com diagndstico de
cancer colorretal.

As caracteristicas gerais dos 35 pacientes, distribuidos
nos trés grupos, estdo relacionadas na Tabela 1. Todos os
pacientes com colite ulcerativa apresentaram curso prolon-
gado da doenga, demonstrando tratar-se de formas crénicas
da patologia. A média de duragdo das manifesta¢des clini-
cas da colite ulcerativa foi de 116,4 meses, com variagao de
24 a216 meses. Além disso, constatou-se que a extensdo de
acometimento do célon, avaliada sob visdo colonoscépica,
foi total em oito pacientes. A colite ficou restrita ao c6lon
esquerdo e reto em dois pacientes. Quando a gravidade, cin-
co pacientes apresentaram a forma grave. Trés, a forma mo-
derada e dois, a forma leve da doenca.

Nos pacientes do grupo III, todos os tumores ressecados
foram adenocarcinomas. Os tumores estavam localizados na
metade proximal do intestino grosso em dois pacientes, € na
metade distal em 10 pacientes. A duragdo média das ma-
nifestacGes clinicas até o diagndstico foi de 16,6 meses, vari-
ando de cinco a 72 meses. Pelo estadiamento modificado de
Dukes, apenas um paciente foi classificado como estdgio A,
sendo os demais pacientes classificados como estdgios C ou D.

Os diagnésticos colonoscépicos de colite ulcerativa e
céncer colorretal foram confirmados com base em dados
histopatoldgicos. O presente estudo foi aprovado pela Co-
missdo de EticaMédica do Hospital Universitario de Brasilia.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos 35 pacientes, distribuidos nos gru-
pos I (normal), II (colite ulcerativa) e III (cdAncer colorretal)

Caracteristicas Grupol Grupoll Grupo IIT
Idade média (anos) 48,8 36,1 56,4
Variagéo da idade (anos) 35a65 21a52 28a7l
Idade mediana (anos) 48 34,5 57
Sexo 9F:4M 9F: 1M 6F:6M
Cor branca Il 8 11
Cor parda 2 2 1
Nio tabagista 10 7 5
Tabagista 3 3 7
Nio etilista 9 8 6
Etilista 4 2 6
N° total de pacientes 13 10 12

Quanto aos critérios de inclusdo, foram definidos os se-
guintes pardmetros: idade superior a 15 anos, obtengdo de
consentimento pés-informagdo e exames clinico e
colonoscdpico completos. Os critérios de exclusio para os
trés inclufram: radioterapia ou quimioterapia prévias, ope-
ragOes prévias, doengas associadas, doengas genéticas, an-
tecedentes familiares de clncer e de doenca intestinal infla-
matodria, para o grupo I; antecedentes familiares de doenga
neopldsica, para o grupo II e antecedentes familiares de do-
enga intestinal inflamatdria, para o grupo III.

Quanto a gravidade da doencga, os pacientes com
colite ulcerativa foram classificados segundo critérios
jad estabelecidos!'® *. Os pacientes com céancer
colorretal foram submetidos ao tratamento cirtrgico,
com resseccdo radical seguindo os principios
oncolégicos. O estadiamento foi realizado de acordo
com a classificagdo modificada de Dukes®!.

Nos trés grupos, uma amostra de sangue periférico foi
colhida de cada paciente. Nos pacientes com céncer
colorretal, a amostra foi colhida antes do tratamento ci-
rirgico. Todas as amostras sangiifneas foram semeadas
no mesmo dia de sua respectiva obtengdo, utilizando-se
do método de cultura tempordria de linfécitos, conforme
a técnica modificada de Moorhead e col.?¥, O meio de
cultura RPMI - 1640 foi suplementado com soro bovino
fetal (Laboratério Cultilab, Campinas, SP) e fito-
hemaglutinina (Laboratério de Genética Clinica da
Faculdade de Ciéncias da Sadde - UnB, Brasilia, DF), nas
proporcdes de 20% e 4% do volume total da cultura,
respectivamente. Nas dltimas cinco horas de incubacéo,
dois dos quatro frascos de cultura de cada paciente foram
tratadas com bleomicina (Blenoxane, Laborterdpica
Bristol Quimica e Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, SP). A
concentragdo final de bleomicina em cada frasco foi de
30 ug/ml, seguindo o método preconizado por Hsu!'>.
Durante a ultima hora de incubagdo, todas as culturas
foram tratadas com colchicina alkaloid (Fischer Scientific
CO, USA), para bloquear a divisao celular, em metéfase.
Foram feitos, de cada paciente, dois tipos de culturas de
linfécitos: o primeiro, sem tratamento com bleomicina,
foi denominado cultura espontanea e o segundo, tratado
com bleomicina, foi denominado cultura induzida. As
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laminas foram preparadas e coradas pelo Giemsa. RESULTADOS
As leituras para as determinagdes do indice mitético e do

nimero de quebras cromatidicas foram realizadas por Os fatores, incluindo faixa etdria, sexo, cor, tabagismo e
observador independente, que desconhecia a que grupo de etilismo, ndio apresentaram interferéncias significativas nos
pacientes pertenciam as ldminas preparadas. Em ldmina de resultados da avaliagdo citogenética.

amostra de cada paciente, foram determinados os {ndices Os resultados dos indices mitéticos de culturas de linfé-
mitéticos de culturas ndo tratadas e tratadas com bleomicina, citos esponténeas e induzidas dos pacientes dos grupos L, II
com base nos célculos dos percentuais de mitoses em 1.000 e Il estdo dispostos na Tabela 2. Os trés grupos de pacientes
células de cultura espontdnea e em 1.000 células de cultura diferiram entre si, quanto aos valores de indices mitéticos

de culturas espontineas (p = 0,002) e induzidas (p < 0,001).
Pela andlise comparativa entre os trés grupos, mediante apli-
cagdo do teste de comparagdes miiltiplas, observou-se que o
grupo II apresentou valores de {ndices mitSticos de culturas
espontineas e induzidas significativamente superiores aos
dos grupos I e III. De outro lado, os grupos I e III ndo diferi-
ram entre si quanto aos valores de indices mit6ticos.

Os resultados das freqiiéncias de quebras cromatidicas
espontineas e induzidas por célula dos pacientes dos grupos
1, IT e III encontram-se nas Figs. 1 e 2. Quanto a freqiiéncia
de quebras cromatidicas esponténeas por célula, observou-
se, no grupo I, variagdo de 0,01 a 0,13, mediana de 0,02 ¢
média 0,03; no grupo II, variagio de 0,01 a 0,08, mediana de

induzida, respectivamente. Foram também determinados os
ndmeros de quebras cromatidicas espontineas e induzidas
para amostra proveniente de cada paciente, pela contagem
dos ndmeros de quebra em 100 metédfases da cultura espon-
tanea e em 100 metdfases da cultura induzida, respectiva-
mente. Para facilitar a comparagdo, os nimeros de quebras
cromatidicas de cada amostra foram convertidos em ntime-
ros de quebras cromatidicas por c€lula. As aberragdes cro-
mossdmicas foram classificadas segundo as determinagdes
propostas pela Chatham Bars Inn Workshop Conference'®.
Foram consideradas como correspondentes a duas quebras
as trocas entre cromdtides e as quebras isocromatidicas.

Para determinar se houve interferéncia dos fatores ida- 0,04 ¢ média de 0,04 e, no grupo I1I, variagdo de 0.01 a 0,09
d;, sexo/, ‘tabaglson e etilismo, no§ resultad‘os dg avaliacdo mediana de 0,03 e média de 0,03. No grupo I, péde-se obser-
citogenética dos trés grupos de pacientes, foi aplicado o tes- var apenas um valor de quebra cromatidica por célula diver-
te de Kruskal-Wallis. Para comparagéo dos indices mitéticos gente dos demais, igual a 0,13. Pela andlise comparativa,
de culturas espontineas e induzidas, e das freqiiéncias de quanto ao nimero de quebras cromatidicas espontineas,
quebras cromatidicas espontaneas e induzidas por célula, foi verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
aplicado também o teste Kruskal-Wallis. O teste de compa- trés grupos de pacientes (p = 0,39).
ragdes miltiplas foi utilizado para comparagéo entre si dos Quanto 2 freqiiéncia de quebras induzidas por célula,
trés grupos de pacientes, quanto aos valores de indices verificou-se, no grupo I, variagdo de 0,01 a 0,53, mediana de
mitédticos e a freqliéncia de quebras cromatidicas esponté- 0,06 ¢ média de 0,12; no grupo II, variacio de 0,58 a 0,89,
neas e induzidas por célula. O nivel de significdncia adotada mediana de 0,67 e média de 0,69 e, no grupo III, variagio de
em todos os testes foi de 5% (o < 0,05). 0,83 a 2,02, mediana de 1,23 e média de 1,32. Somente um

Tabela 2 - indices mitéticos de culturas de linfécitos espontaneas (IMCE), ndo tratadas com bleomicina, e de células induzidas (IMCI), tratadas com
bleomicina, apés analise de 1.000 células de pacientes dos grupos I (normal), IT (colite ulcerativa) e III (cancer colorretal). Os pacientes de cada grupo
sao representados por nimeros de1a13.

Grupol GrupoII Grupo IIT

N.” pacientes IMCE (%) IMCI (%) IMCE (%) IMCI (%) IMCE (%) IMCI (%)
1 0,5 0,3 2,2 52 2,3 1,5

2 1,3 1,0 2,8 2,2 0,5 1.3

3 2,2 1.8 1.4 1,2 0,5 0,7

4 0,9 0,9 33 2,4 0.8 0,7

5 0,9 0,5 0,8 0,9 1,6 2,4

6 f,1 1,0 3,1 2,2 0,9 0,5

7 1,8 1,5 5,1 4,2 1.4 0,9

8 1,8 0,8 5.2 2,6 1,2 0.8

9 2,0 0,6 3,1 2,9 0,9 14
10 1,2 1,8 2,6 2,3 2,4 0,8
11 0,8 1,2 - - 1,2 0,8
12 1,3 0,8 - - 0,7 0,5
13 1,8 1,0 - - - -

(x) média x=1,35 x=1,02 x=2,96 x=2,61 x=1,20 x=1,03
(md) mediana md = 1,30 md=1,0 md =2,95 md = 2,35 md = 1,05 md =0,8
(0) desvio padrio 0=0,52 0=046 6=1,40 0=1,28 0 =063 0=0,54
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a andlise, pois ja ¢ conhecido o papel sinergistico
destes fatores na produgio de aberragdes cromos-
sdmicas?®.

Nesse estudo os fatores, tais como, faixaetdria,
sexo, cor, tabagismo e etilismo, ndo tiveram in-
fluéncias significativas nos resultados de indices
mitéticos e freqiiéncia de aberragdes cromossé-
micas.

Observamos que os valores de {ndices
mitéticos, das culturas de linfécitos espontineas
e induzidas, de pacientes com colite ulcerativa
¢ foram significativamente maiores que os verifi-
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Fig. 1 - Frequéncia de quebras cromatidicas espontdneas por célula em
amostras de cultura tempordria de linficitos de 13 pessoas normats (grupo
1), 10 pacientes com colite ulcerariva (grupo 1), e 12 pacientes com cancer
colorretal (grupo I} O trago horizontal representa a mediana.

colorretal e pessoas normais. Esses indices nao
diferiram significativamente entre pacientes com
cancer colorretal e pessoas normais. Nos trés gru-
pos de pacientes, constatou-se que as médias ¢

medianas dos indices mitéticos das culturas es-
pontineas foram maiores que as dos indices
mitéticos de culturas induzidas. indicando que a
bleomicina interferiu na atividade mitogénica.
A fito-hemaglutinina, agente utilizado num
estudo para a indugdo mitética, mostrou capaci-
dade de estimular 80% ou mais dos linfdcitos para
a sintese protéica'”’, desencadeando a primeira
mitose apGs 48 a 72 horas'™'. Diversos autores. ao
analisar a resposta proliferativa de culturas de lin-
focitos a fito-hemaglutinina, mediante incorpo-
racdo com timidina ou deoxiuridina marcada, de-
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* monstraram que a resposta foi equivalente entre
os pacientes com colite ulcerativa e o grupo de

Fig.2 - Frequéncia de quebras cromatidicas induzidas por célula em amos-
tras de cultura tempordria de linfocitos de 13 pessoas normais (grupo 1), 10
puactentes com colite ulcerativa (grupo 1) e 12 pacientes com cdncer
colorreral (grupo I} O traco horizontal representa a mediana.

paciente do grupo de colite ulcerativa teve valor de quebra
cromatidica induzida maior do que 0.8, enquanto 83.3% dos
pacientes com cancer colorretal apresentaram valores su-
periores a 1,0. Pela comparacdo dos nimeros de quebras
cromatidicas induzidas por célula, observou-se diferenca
significativa entre os trés grupos de pacientes (p < 0,001).
Com a aplicacio do teste de comparag¢des multiplas entre
os trés grupos, determinou-se que os grupos Il e Il apresen-
taram valores de quebras induzidas por célula significati-
vamente superiores ao grupo I. Além disso, o grupo I1I apre-
sentou também valores significativamente superiores ao
grupo I

Na Fig. 3. estdo representadas metdfase normal, uma
quebra cromatidica, um cromossomo em anel e cromossomos
multifragmentados, observadas no presente estudo.

DISCUSSAO

No monitoramento de populagdes expostas € muito im-
portante a escotha do grupo controle. e varidveis como ida-
de, sexo, estado sdcio-econdmico, hdbitos alimentares,
consumo de dlcool e fumo, devem ser consideradas durante

Fig. 3- Fotomicrografias de células metafdsicas em cultura de 72 horas de
linfocitos periféricos (Gremsa, 1000 x) A - merdfase normal - 46, XX, B -
metdfase com quebra cromatidica (seta) - 46, XY, C - metdtase com cromos-
somo em anel (seta) - 46, XX, D - metdfase com cromossonios multifrag-
mentados - 46, XX.
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pessoas normais" #2%, Em contraste, Manzano e col.®® ob-
servaram que os pacientes com colite ulcerativa tiveram
depressdo significativa da resposta a fito-hemaglutinina, em
comparacio ao grupo controle de pessoas sadias.

Quanto a freqiiéncia de quebras cromatidicas esponténe-
as, verificamos que os resultados do presente estudo foram
equivalentes aos de Hsu et al."'”, tanto para pessoas normais
como para pacientes com cancer. Hsu et al.'” observaram
em 182 pessoas normais, casualmente selecionadas, e em
232 pacientes com vérios tipos de cincer, que a freqiiéncia
variou de 0,00 a 0,12 quebra cromatidica espontanea por
célula, atingindo média de 0,018 para pessoas normais ¢ 0,02
para pacientes com cancer. No nosso estudo, a variacio na
freqiiéncia foi de 0,01 a 0,13 quebra cromatidica espontinea
por célula, com mediana de 0,02 para pessoas normais e 0,03
para pacientes com cincer. Os valores médios foram
idénticos, sendo de 0,03 tanto para pessoas normais quanto
para pacientes com cancer.

Hsu''s verificou que os resultados usualmente baixos
apresentados pelas pessoas normais eram muito discrepan-
tes, quando comparados com determinadas sindromes here-
ditdrias, caracterizadas pela alta freqiiéncia de aberragdes
cromossdmicas espontaneas e pela maior predisposicéo para
o cancer. Enquanto pessoas normais apresentaram freqiién-
cias de 0,0 a 0,03 quebra cromatidica espontinea por célula,
diversos pacientes com essas sindromes hereditarias, tam-
bém denominadas sindromes de instabilidade cromossdmica,
apresentaram taxas de até 0,5 quebra cromatidica esponté-
nea por célula. Essas sindromes, incluindo a sindrome de
Bloom, ataxia-telangiectasia, anemia de Fanconi e sindro-
me de Werner, pela confirmada propensio ao desenvolvi-
mento de neoplasias, suportaram o conceito de que a insta-
bilidade genética. causada pelo aumento na freqiiéncia de
aberra¢des cromossdmicas esponténeas, estd relacionada ao
fenémeno do aumento da carcinogénese® '* ¥, Por conse-
guinte, considerando as freqliéncias baixas de quebras cro-
matidicas espontineas observadas nos trés grupos do pre-
sente estudo, pode-se observar que nenhum dos pacientes
poderia ser incluido dentro das sindromes de instabilidade
cromossoémica, com predisposi¢do hereditdria ao clncer.

Por outro lado, os resultados observados por Fireman et
al.® sdo conflitantes com os do presente estudo, assim como
aqueles observados por Hsu et al.""?. Fireman et al.®, medi-
ante andlise citogenética de linfécitos de pacientes com can-
cer colorretal e idade inferior a 40 anos, verificaram que a
freqiiéncia de quebras cromatidicas esponténeas por células
era significativamente maior nos pacientes com tumores
localizados no célon direito, quando cotejados com grupo
controle de pessoas sadias. Nenhuma diferenga foi observa-
da entre os pacientes com céncer de célon e o grupo contro-
le. A andlise baseou-se em apenas quatro pacientes com can-
cer do célon direito, que apresentaram uma média e desvio
padrdo de 0,23 + 0,12 quebra cromatidica espontinea por
célula, quando comparadas com 0,09 + 0,04 para pessoas
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sadias. Para explicar este aumento, os autores sugeriram que
a predisposi¢fo ao cincer de cdlon direito de pacientes jo-
vens seria provavelmente adquirida por fatores genéticos
previamente determinados. No presente estudo. os quatro
pacientes com céncer de c6lon direito, com idade média de
46,8 anos e variagdo de idade de 40 a 71 anos, ndo diferiram
dos demais pacientes, quanto ao valor médio de quebras
cromatidicas esponténeas.

No nosso estudo, o grupo de pacientes com colite ulce-
rativa ndo diferiu dos grupos de pessoas normais e pacientes
com céncer, quanto a freqliéncia de quebras cromatidicas
espontineas por célula. Em contraste, Emerit et al.'” relata-
ram aumento significativo de anormalidades cromossdmi-
cas espontdneas em 16 pacientes portadores de colite
ulcerativa, quando comparadas com pacientes controles apa-
rentemente sadios.

Os grupos de pacientes por nds selecionados com colite
ulcerativa e com céncer colorretal apresentaram valores de
quebras cromatidicas por célula significativamente maiores
que os obtidos no grupo de pessoas normais, quando os lin-
fécitos foram expostos a bleomicina. Todas as pessoas nor-
mais apresentaram freqiiéncias inferiores a 0,6 quebra
cromatidica induzida por célula.

Hsu e col."?observaram, em 335 pessoas sadias, respos-
tas varidveis aos efeitos genotdxicos da bleomicina, desde
freqiiéncias tio baixas quanto 0,08 até valores acima de 2,0
quebras induzidas por célula, com média e desvio padrdo de
0,35 = 0,6. Todavia, 77,3% apresentaram freqiiéncias bai-
xas, com valores iguais ou menores que 0,8 quebra croma-
tidica induzida por célula, enquanto 22,7% tinham valores
superiores a 0,8 e somente 11,65% acima de 1,0. Esses auto-
res!? propuseram critérios de classificagfio, quanto ao grau
de sensibilidade a bleomicina, estabelecendo arbitrariamente
como pacientes hipersensiveis, quando os valores de que-
bras cromatidicas induzidas por célula foram superiores a
1,0; e sensfveis para freqiiéncias situadas entre 0,81 e 1,0,
zona considerada limitrofe entre as classes resistentes e hi-
persensiveis a bleomicina. Portanto, no presente estudo, as
pessoas normais foram incluidas dentro da classe resistente
a bleomicina, como igualmente observado por Hsu et al.!'?
na maioria das pessoas sadias.

Assim, de acordo com os critérios propostos por Hsu et
al."”,83,3% dos pacientes com cancer colorretal seriam clas-
sificados como hipersensiveis, e os demais como sensiveis.
Em outro estudo semelhante, envolvendo pacientes jovens
com céncer colorretal, foi constatado que 88,8% apresenta-
vam sensibilidade a bleomicina, dos quais 66,6% hipersen-
siveis, sendo significativamente diferentes dos 11,1% do
grupo controle composto por pessoas sadias®. De outro lado,
Schantz e Hsu®*" detectaram sensibilidade & bleomicina em
72% dos pacientes com carcinomas localizados no trato di-
gestivo superior, sendo significativamente maior que 0s 28%
das pessoas sadias sem cancer. Resultados semelhantes fo-
ram obtidos em experimentos citogenéticos andlogos, inclu-
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indo também pacientes com carcinomas do trato digestivo
superior®**. Hsu e col."? sugeriram relagdo entre a sensi-
bilidade a bleomicina e a carcinogenicidade decorrente da
exposicdo aos fatores ambientais, ao demonstrar que a mai-
oria dos pacientes com carcinomas localizados nos sistemas
digestivo, respiratério ou tegumentar, caracterizados por ter
contato direto com meio externo, mostrou-se sensivel 2
bleomicina. Enquanto a maioria dos tumores de érgéos e
tecidos ndo diretamente expostos a0 meio externo, €xem-
plificados pelos cinceres de mama e do sistema nervoso
central, mostrou-se resistente & bleomicina. Assim, os re-
sultados dos estudos anteriormente referidos® -39 assim
como. os do presente estudo, foram também coerentes com
o papel dos carcinégenos ambientais na etiologia do cancer
colorretal.

Todavia, no cincer do intestino grosso, alguns autores
sustentaram a hipdtese de que os tumores do célon proximal
e distal apresentam mecanismos genéticos distintos. Fireman
et al.® verificaram que os carcinomas do lado esquerdo ti-
nham a média de quebras cromatidicas induzidas por célu-
las significativamente maior que a dos clnceres do célon
direito. A média de quebras cromatidicas espontaneas por
célula. como ja foi citado, foi significativamente maior nos
tumores do lado esquerdo, em comparagdo com o grupo de
pessoas sadias. Os autores sugeriram que os agentes muta-
génicos ambientais tinham uma participag@o maior na indu-
¢do dos carcinomas do célon esquerdo. As células da muco-
sa coldnica do lado esquerdo estavam expostas a um maior
risco. em conseqliéncia ao meio intraluminal mais hostil
presente nesse segmento do intestino grosso.

Em nosso estudo, os pacientes com colite ulcerativa apre-
sentaram freqiéncias entre 0,58 e 0,89 quebra cromatidica
induzida por célula. Considerando os pardmetros preconi-
zados por Hsu et al.'", apenas um paciente exibiu sensibili-
dade a bleomicina, mostrando freqiiéncia maior que 0,8.
Todavia, as freqiiéncias de quebras cromatidicas induzidas
por célula dos pacientes com colite ulcerativa foram signifi-
cativamente superiores as das pessoas normais, e significa-
tivamente inferiores as verificadas nos pacientes com cén-
cer. Assim, pdde-se observar cardter progressivo na propor-
¢do de quebras induzidas por célula, iniciando-se com valo-
res baixos no grupo de pessoas normais, intermedidrios na
colite ulcerativa, até valores mais elevados em pacientes com
céncer colorretal.

Na elucidag@o dos mecanismos da carcinogénese, foram
reforgados os argumentos que corroboram a teoria que indi-
caque o cancer resultadaexpressao ou fungéo genética anor-
mal, conseqiiente ao acuimulo de multiplos defeitos genéti-
cos, representados por mutagdes, recombinagdes, transloca-
¢des, anormalidades cromossdmicas grosseiras ou amplifi-
cagOes, facilitadas pela perda da fidelidade dos processos de
replicagdo, reparo e segregagdo do genoma''**”. A aquisi-
¢do seqilencial de alteragdes cromossdmicas especificas, ao
ultrapassar o limiar critico, proporcionaria as condigdes de
instabilidade genética, favorecendo a evolugéo para células
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cancerosas'!* % Os genomas celulares estdo continuamente
expostos a uma multiplicidade de fatores enddgenos e
ambientais com potencial de lesdo direta do DNA, propici-
ando as condigdes de instabilidade cromossdmica, conside-
rada favordvel para a transformagéo neoplasica*'¥. Com
base em evidéncias epidemioldgicas, sugeriu-se a existén-
cia de susceptibilidade diferencial aos efeitos mutagénicos
dos carcinégenos ambientais, indicando que nem todas as
pessoas, sob condi¢des de exposi¢do ambiental similares,
apresentariam o mesmo risco para o desenvolvimento de
clncer'™. Alguns investigadores sugeriram defeitos, em uma
ou mais etapas, no mecanismo de reparo do DNA, como fa-
tor predisponente para a degeneragdo neopldsica, assim
como, o responsavel pela suscetibilidade ou pela resisténcia
aos fatores mutagénicos ambientais™” ', Pero et al.*”. utili-
zando-se de andlise bioquimica, verificaram reduzida capa-
cidade de reparo do DNA em pacientes com suscetibilidade
genética ao clncer colorretal.

A deteccdo de sensibilidade aos efeitos genotdxicos da
bleomicina, nos pacientes com colite ulcerativa. pode tam-
bém refletir uma deficiéncia no sistema de reparo do DNA,
expressando possivelmente maior suscetibilidade 4 indugdo
de cancer colorretal. Por conseguinte, o seguimento e a vigi-
lancia cuidadosa dos pacientes com colite ulcerativa e sen-
sibilidade aumentada seriam fundamentais para a correla-
¢do entre fragilidade cromossémica e cancer colorretal.
Como o risco de cincer colorretal tem aumentado de forma
cumulativa de acordo com o tempo de duragdo da colite
ulcerativa'?, sugere-se que o risco de degeneragado neopla-
sica pode estar relacionado com o tempo de exposi¢do aos
fatores carcinogénicos ambientais. Além disso, consideran-
do que os pacientes do grupo II, com colite ulcerativa, apre-
sentaram baixa freqiiéncia de quebras cromatidicas espon-
tineas, associada com freqliéncias de quebras cromatidicas
induzidas por célula significativamente superiores as obti-
das no grupo de pessoas normais, concluiu-se que os agentes
mutagénicos ambientais podem também desempenhar um
importante papel na indugdo do carcinoma colorretal, em
pacientes com colite ulcerativa. A maior freqiiéncia de que-
bras cromatidicas induzidas por célula no grupo de pacien-
tes com cancer colorretal também reforca indiretamente esta
hipétese.

CONCLUSOES

A bleomicina induziu ao aumento significativo de aber-
ragdes cromossdmicas nos linfécitos de sangue periférico
dos grupos de pacientes com colite ulcerativa ¢ com cancer
colorretal. A maior sensibilidade aos efeitos genotéxicos da
bleomicina em pacientes com colite ulcerativa pode expres-
sar maior predisposi¢ao ao clncer colorretal. Assim, como
jé foi relatado no carcinoma colorretal, os agentes muta-
génicos ambientais possivelmente desempenham um impor-
tante papel na indugdo da degeneragio neopldsica, em pa-
cientes com colite ulcerativa.
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CARVALHO FA, WATANABE LM, GRISOLIA CK & FER-
RARI I - Sensibility genotoxic effects of bleomycin: ulcerative
colitis versus colorectal cancer.

SUMMARY: In the present study, 35 patients were selected,
being 13 healthy patients (group I); 10 patients with ulcerative
colitis (Group II); 12 patients with colorectal cancer (Group
IID). In order to evaluate the responses to the genotoxic effects
of bleomycin in lymphocytes of peripheral blood cultures, two
types of culture were established for each patient, the first
without treatment with bleomycin (spontaneous culture) and
the second treated with bleomycin (induced culture). The
mitotic index and the evaluation of chromosomal aberrations
were determined by microscopic analysis of lymphocytes in
metaphase. The three groups of patients showed different
mitotic indexes both in spontaneous and induced culture. The
group II had a significantly higher mitotic index than groups I
and IT1. When considering the number of spontaneous chro-
matid breaks per cell, no significant statistical difference was
found among the three groups of patients. Based on the
comparison of the number of induced chromatid breaks per
cell, significant statistical difference was observed among the
three groups. The group I1I showed significantly higher values
than group II. The latter significantly higher than group 1. The
results suggest that bleomycin induced a significant increase
in the frequency of structural chromosomal aberrations in
Iymphocytes of the patients with ulcerative colitis and colorectal
cancer. The sensitivity to genotoxic effects of bleomycin in pa-
tients with ulcerative colitis can express higher predisposition
to colorectal cancer.

KEY WORDS: ulcerative colitis; colorectal cancer; chromosomal
aberrations; bleomycin
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