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1. INTRODUÇÃO

I.l1. ENVELHECIMENTO: CONSIDERAÇÕES GERAIS

O envelhecimento foi definido como sendo o resultado

de processos progressivos e irreversíveis que, sob condições

normais. comecam Ou se aceleram após o crescimento e o

desenvolvimento normais em todos os membros de uma população. É

propriedade da maioria dos seres vivos, COM

bactérias, antmonas e certos tipos de paixes, que parecem não

envelhecer, ou pelo menos não passam pelo programa de

envelhecimento tradicionaimente conhecido (kKirkland, 1799). Como

O processo afeta todos o0s componentes do orcoanismo, inclusive em

nível molecular, é geralmente confundido com sintomas de um

distúrbio patológico presente. Apesar de sua caracteristica

universal, os dados experimentais resultantes do seu estudo são

limitados, ao contrário das especulações teóricas que tentam

Hplicar seus mecanismos (Merry, 17987).

As teorias sobre o assunto são atualmente agrupadas

em três categorias principais: teorias genéticas, não genéticas

e fisiológicas. As teorias oenéticas suplem que a vida média dos

ormanieêemos de uma espécie é determinada por um prodrama

codificado no DNA que ativa genes do envelhecimento, ou É

resultado das lesties sofridas pelo DN6., As teorias não genéticas

salientam as modificações químicas ou estruturais das moléculas

após sua sintese e as teorias fisiológicas do envelhecimento

concentram sua atenção na perda de comunicação entre as células,
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tecidos e órgãos, dando Enfase ao papel regulador do sistema

neuro­esndócrino (Mercy, 17987). Essas teorias serão abordadas &

seguir e os principais pontos de cada uma delas serão

destacados.

A. Teorias genéticas

A.1l. Teoria do envelhecimento programado

Essa teoria propõe que o envelhecimento é o resultado

de uma sequência de eventos codificada no genoma, assim como uma

determinada sequência do desenvolvimento é controlada pela

expressão gênica. Os exemplos mais óbvios de senescência

programada ocorrem em espécies que têm uma alta fecundidade por

UM período curto de tempo, como o salmão que sobe as correntezas

dos rios para realizar a desova e, em pouco tempo, envelhece e

morre (Merry, 1987: kEkirkland., 19989), Os genes responsáveis pelo

processo parecem ter efeitos pleiotróúpicos, Eexpressando­se

des favoravelmente na velhice através de deterioração fisiológica

e probabilidade maior de morte, mas garantindo sucesso

reprodutivo em fases mais precoces da vida. É O caso. por

exemplo da exposição crónica da mulher à estrógenos, que são

essenciais para a fertilidade mas podem predispor, na velhice,

ao desenvolvimento de diferentes neoplasias de mama (Rusting.

1972).

Muitas evidências para à teoria do envelhecimento

programado foram obtidas mas, à mais convincente, sem dúvida, é

a observação da capacidade finita de divisão "in vitro" das

células normais humanas e animais (Schneider, 1979; Merry,

1987). For exemplo, fibroblastos de embrião humano cultivados
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sob condições favoráveis sofrem aproximadamente 30 divislies &

então morrem. Se congelados por volta da 70 divisão e depois

recolocados em cultura, realizam no máximo mais 3O divistes. Os

fibroblastos de adultos normais, por sua vez, mostram apenas 14

a 29 divisões "in vitro" (Havflick, 1979), enquanto aqueles de

pacientes com sindromes de envelhecimento precoce nunca atingem

20 duplicações em cultura (Holliday, 1990; Wang et al... 1990),

Fazem exceção os linfócitos de pacientes com síndrome de Down,

síndrome essa que também apresenta caracteristicas de

envelhecimento precoce. Nesse caso, quando as células são

analisadas quanto aos níveis de proliferação e indice mitótico,

os resultados não revelam diferenças significativas daqueles de

indivíduos normais da mesma idade (Takeshita et al... 1992).

Os experimentos de transplantes seriados de células

normais em hospedeiros isocênicos mostram que o número limitado

de divisõtes também ocorre "in vivo". Os dados já obtidos exibem

uma relação inversa entre a idade do doador e à capacidade de

proliferação das células no receptor (Hayflick, 1979).

Deve ser salientado, nesse ponto, que muitas linhagens

celulares, como à Hela, mostram imortalidade e perdem o limite

para duplicação. Não há dúvidas, porém, que elas são anormais em

uma OU mais características como, por exemplo, no número e na

morfologia dos seus cromossomos, que diferem muito daqueles do

tecido de origem (Hayflick. 1979). Como a imortalidade é um

passos amplamente aceitos da carcinogênese, à restrição na

divisão das células diplóides normais pode ser uma defesa contra

a proliferação descontrolada, típica do estado necoplásico

(Hollidavy, 1990),
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Assumindo que existam mecanismos que controlam o

número de divisões celulares, parece razoável supor que eles

podem anir direta ou indiretamente sobre à atividade gênica

(Holliday., 19990). À favor de uma relação direta de genes

específicos sobre a capacidade proliferativa, existem indicações

de que as células param de se dividir porque produzem um

inibidor da iniciação da síntese de DNA, que as mantém

irreversivelmente em G1 sem todavia levá­las à morte (Hollidayv,

1990). Um desses inibidores pode ser a interleucina alfa­l.

presente em grandes concentrações nas células senescentes., Tal

suposição deriva da observação de que tais células, quando

tratadas com um repressor dessa proteína, recuperam à

capacidade proliferativa (Maier et al.. 1990).

A idéia de que o envelhecimento é um processo

programado do desenvolvimento é frequentemente confundida com à

idéia de que o envelhecimento está sob controle genético, sobre

O que não existem dúvidas. Todas as teorias que são citadas &

seguir estão relacionadas com genes envolvidos em diferentes

processos. Entretanto, isso não implica que as alterações

progressivas de funções, que caracterizam o envelhecimento,

sejam programadas como um benefício adaptativo para o organismo

ou para à espécie (BFernstein & Bernstein, 1991).

A.2. Teoria da mutação somática

teoria, em alguns pontos interligada com &à&

anterior, tem como conceito principal o acúmulo de danos

mutacionais no DNA de células somáticas, responsável por

prejuízos fisiológicos característicos do envelhecimento,
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Realmente, os cromossomos humanos retidos em híbridos, derivados

de linfócitos de individuos idosos e células de roedores,

apresentam maior instabilidade e maior sensibilidade à efeitos

clastogênicos para algumas drogas que aqueles de indivíduos

jovens. Tal achado é explicado como sendo resultante de mutações

em sitios especificos do DNA (Esposito et al., 19989) e está de

acordo com a observação do aumento na frequência de aberrações

cromossómicas com à idade (Slagbhboom & Vijo, 1991). Dutro

argumento a favor do acúmulo de danos mutacionais é que a

radiação ionizante, um mutagênico potente, diminui a vida média

de animais experimentais, provavelmente por causar alterações no

material genético. Todavia, a baixa frequência de mutações

espontáneas, que Seria insuficiente para levar ao

envelhecimento. e a existência de mecanismos de reparo parecem

contrapor­se à essa teoria (kKirkwood, 179989), à menos que alguns

fatores alterem essa situação.

lim desses fatores poderia compreender à ação dos

transposons (Tps)., que são sequências de DNA capazes de se mover

de forma casual de um local para outro do genoma ee,

eventualmente, se inserir em uma região de genes estruturais Ou

requladores resultando em inativação gênica. Parece lógico supor

ue, SP muitos genes forem afetados em consequência da inserção

de Tps. à célula provavelmente entrará em senescência e morrerá.

Como os Tps são duplicados em cada ciclo de transposição, um

qrande período de tempo é necessário antes que eles atinjam

número suficiente para promover mutações com efeitos fenotípicos

significativos, o que parece de acordo com o processo

progressivo do envelhecimento (kKirkwood, 19989; Murray. 1990).



Driver & McKechnie (1992), em seus experimentos com Drosophila,

obtiveram indicações de que à transposição somática ou

germinativa realmente pode resultar em caracteristicas do

envelhecimento e, além disso, responder à agentes ambientais

como a dieta.

Outros fatores que levam a modificações importantes no

DNA compreendem os agentes epigenéticos., cuja ação resulta na

perda ou ganho de grupos metila por determinadas bases

nitrogenadas., principlamente a citosina (Catania & Fairweather,

1991). Os padrhes de metilação do DNA são herdados pelas células

= interferências nesse mecanismo podem gerar mudanças estáveis

na expressão gênica e constituir um fator causal não apenas no

envelhecimento como também em doenças como o câncer (Vijo et

al.., 1785). Evidências da redução nos níveis de metilação do DNA

de linfócitos de indivíduos idosos em comparação com aqueles de

individuos jovens já foram obtidos por Drinkwater et al. (1999).

Do mesmo modo, Catania & Fairweather (1991) observaram que os

niveis de metilação decaem durante o envelhecimento celular "in

vitro" e, pelo menos em bovinos. ocorrem extensivamente em

sitios CCGG do DNA satélite (Hornsby et al... 1992).

Em geral, a redução na metilação de um gene resulta

no aumento do seu nível de expressão, Um aumento de metilação

relacionado com à idade nos genes do cromossomo X inativo foi

detectado por Wareham et al. (1987), que demonstraram &

reativação desses genes em animais mais velhos. À reqdulação

qênica durante o envelhecimento parece, portanto, ser menos

efetiva (Horsnhy et al.. 1991).
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Em relação às atividades do sistema de reparo do DNA,

há sugestões de que à eficiência dos seus mecanismos diminui com

o tempo resultando num aumento da frequência de eventos

deletérios na molécula e consequente alteração da função celular

(Raãao & Loeb, 1992; Wei et al... 19932). Muitos autores,

entretanto, não encontraram resultados que favoreçam essa idéia.

For exemplo, YVijoa et al. (1995) mediram à quantidade de bases do

DNA que permaneceram lesadas após irradiação com raios

ultravioleta (UV) e verificaram uma pequena diferença entre as

células cultivadas de ratos jovens é velhos. ds células desses

últimos repararam menos os danos, todavia essa diferenca foi tão

pequena que, segundo os autores não seria capaz de produzir

efeitos biológicos dramáticos. Ao6 contrário, Nierdermuller

(17823), na análise do reparo por excistão, que tem orande

importância na manutenção da integridade oenómica e nã prevenção

do câncer através da correção de quebras unicatenárias na

molécula de DNA, observou atividade reduzida desse mecanismo em

ratos idosos.

A contradição nos resultados dos estudos já

Fealizados pode ser devida às dificuldades técnicas encontradas

nesse tipo de investigação (Warner & Frice, 1989), embora algunas

dados sugiram que o declínio ou à preservação do reparo nã

senascéência dependa do tecido ou do animal estudado e do tipo de

análise empregada (Nakatsuru et al.. 1989: Mulaart et al.,.

19905).

É interessante que à mesma controvérsia é verificada

no estudo de células de individuos que apresentam

caracteristicas de envelhecimento precoce, como é o caso dos
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portadores de sindromes progeriformes., Lehmann (1967), Lipman

et al. (1989) e Wang et al. (1990), por exemplo, verificaram

que as células de pacientes com à sindrome de Hutchinson>

Gilford ou progéria e com a sindrome de Cockavyne apresentam

capacidade reduzida para reparar danos do tipo dimeros de

pirimidina causados por raios UV, Stefanini et al. (19689), por

sua vez, analisando linfócitos de pacientes com sindrome de

Werner, que também se caracteriza por envelhecimento prematuro,

além de instabilidade cromossómica e predisposição a necplasias,

verificaram que, apesar da frequência aumentada de aberrações

cromossómicas estruturais e numéricas, à capacidade de reparar

danos produzidos por UV permanece normal.

Do exposto acima, parece que muitas evidências

experimentais refutam o papel da mutação somática no

envelhecimento. Apesar disso, alguns aspectos do conceito básico

são atrativos. Por exemplo, mutações somáticas podem se acumular

em tecidos que se dividem rapidamente e levar a lestes focais

como úlceras, câncer e placas ateroscleróticas. Embora tais

lesties não sejam a causa primária do envelhecimento em

mamiferos, elas podem contribuir muito para esse processo

(Esrnstein & Bernstein, 1991).

A.3. Teoria do erro

d.De acordo com essa teoria, que é derivativa da

anterior, repetições seletivas de certos genes fornecem um

mecanismo protetor contra danos em sequências vitais do DNA,

pois lesties em uma ou algumas cópias serão menos importantes que

lesões em sequências únicas. Desse modo, o processo do
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envelhecimento será mais lento quanto maior for o número de

repetições em genes que controlam o metabolismo geral. Todavia.

contrariando essa idéia está a observação de que machos

haplóides e diplóides de vespas (Habrobracon) apresentam tempos

de vida semelhantes. Além disso, não tem sido relatada

correlação entre redundância de genes ribossóímicos e longevidade

em mamiferos, apesar de que a redundáncia média de genes que

transcrevem RNAm no cérebro de camundongos e no homem narece

estar correlacionada com maior sobrevida (Merrvy,19987).

A.4. Teoria do erro na sintese protéica

ssa teoria propõe que, no envelhecimento, há um

decréscimo na fidelidade da síntese protéica, que poderia

atingir proporções catastróficas em virtude da amplificação dos

erros cometidos. Uma das consequências primeiras e mais

importantes seria à sintese imprecisa do DNA (Merry, 19987).

Alguns experimentos mostram que não ocorre diferença

na fidelidade da síntese do DNA em células de indivíduos jovens

e idosos. Além disso, no que se refere a enzimas. as

modificações observadas em muitas espécies animais ao longo da

vida não estão relacionadas com substituições de aminoácidos mas

com modificações que ocorrem subsequentemente à síntese

protéica. Mais que isso, as evidências indicam que é à

eficiência da sintese que declina (Eernstein & Eernstein,. 1991).

For exemplo, uma ampla investigação realizada por

Eleftheriou et al. (1991), que pretendeu analisar alterações

quantitativas e estruturais nas proteínas secretadas por

fibroblastos humanos, verificou que muitas daquelas oue integram
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à matriz extracelular, como o colágeno é a elastina. são

sintetizadas em menor escala durante os envelhecimento, oO que

resulta na diminuição da adesão celular, da estimulação por

fatores de crescimento e, eventualmente, da própria capacidade

proliferativa. A redução da síntese protéica em alguns casos

pode ser devida à diminuição gradativa na produção do hormênio

de crescimento (HC) pela pituitária (Corpas et al... 1993) e nos

niveis de IGF­I, um dos fatores de crescimento tipo insulina,

que é produzido principalmente pelo finado e serve de mediador

periférico do HC (Yamamoto et al.. 1991). Inversamente ao

citado, algumas proteínas são mais produzidas conforme à idade

avança. É O caso da proteina beta ­amilóide, cujo acúmulo

progressivo é observado em células do cérebro de pessoas normais

e mais consistentemente de pacientes com doença de Alzheimer e

sindrome de Down, onde é responsável por muitas das

consequências patológicas relacionadas com à senescência (Adler

et al... 1991).

Alterações na taxa de sintese protéica podem ser

decorrentes de alterações no RNAm que codifica tais proteinas.

Entretanto, um estudo realizado por Richardson et al. (1985)

evidenciou que a idade não afeta o tamanho, a degradação e o

processamento pós­transcricional de algumas espécies de RNAM do

figado de ratos, embora os níveis desses EKENAS acompanhem ce

niveis das proteínas por eles codificadas. For outro lado,

embora sua estrutura seja mantida, a eficiência com que

moléculas de RNA estimulam a sintese protéica parece dacair

conforme a idade aumenta (Sadjel­Sulkowska & Marotta, 1989),

condizentes com essa idéia estão os resultados relatados por
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Furth (1991) de que os níveis de RNAm para o colágeno tipo 1

(alfa 1 e 2) são siaonificativamente mais baixos em fibroblastos

senescentes. Fujita et al. (1992 também observaram que

concentração de RNAm para um marcador protéico da senescência.

SMPZO, encontrado nos rins e no finado de ratos, está reduzida

metade.

Todos os exemplos citados reforçam a idéia de que é à

quantidade, mas não a qualidade da proteína, que está alterada

com a idade. Como o processo depende da produção do RNAm, é

evidente que as lesties do DNA são os responsáveis primários pelo

bloqueio da transcrição e da tradução. Tal conclusão reforca à

hipótese de que o DNA sofre danos ao longo da vida e não

favorece à teoria do erro na sintese protéica (Bernstein &

Bernstein, 1991).

B. Teorias não genéticas

B.il. Teoria dos radicais livres

Essa teoria propte que o acúmulo de radicais livres,

ou seja, átomos ou moléculas altamente reativos, é capaz de

iniciar uma cadeia de reações com moléculas estáveis gerando

mais radicais livres. O oxigênio, apesar de ser indispensável

para a vida aeróbica, apresenta tendência em formar tais

radicais, os peróxidos de hidrogénio, os superóxidos & ne

radicais hidroxsilas. A natureza reativa desses compostos leva à

danos importantes, particularmente em componentes celulares como

membranas mitocondriais e microssomais, colágeno, elastina,

enzimas que contém pontes S­H e no próprio DNA (Merrv, 1787).
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A oxidação de proteinas e enzimas que ocorre ao longo

da vida, por exemplo, leva à inativação dessas substancias, à

diminuição de sua degradação e consequente acumulo, Como os

processos de biossíntese e biodegradação estão estreitamente

interligados, grandes quantidades de proteinas lesadas podem

comprometer à integridade celular contribuindo dessa forma para

a senescência (Stadtman, 1992). AGlém da senescência, às

consequências da oxidação por radicais livres podem compreender

patologias como doenças cardiovasculares e degenerativas do

sistema nervoso central e o declinio do sistema imunológico. É

possivel que, em virtude desses compostos provocarem aberrações

cromossômicas, também estejam relacionados com a etiologia do

câncer (Martin et al.. 19985; Merry, 19987).

Há alguns sistemas celulares que protegem o ornanismo

dos danos causados por radicais livres, como o das superóxido

desmutases., o da catalase e» o ciclo do glutatião, e impedem à

formação de quebras unicatenárias na molécula de DNA e trocas

entre cromátides irmãs (Gille et al.. 19989: Foot. 1991). Além

desses sistemas, uma enzima descrita recentemente, à

alicosilase do DNA, repara a S­hidroximetiluracila produzida

pela oxidação da timina por radiação ionizante e por uma

variedade de agentes químicos (Ames et al... 1985; Ganquly &

Ducker, 1990), Embora existam relatos do declínio da atividade

dessas enzimas antioxidantes com o avanço da idade, pelo menos

em alguns experimentos isso não ocorre (Carrillo et al... 1992).

É interessante que pacientes com sindrome de Down mostram

niveis aumentados da enzima superóxido desmutase dependente de

cobre e zinco que, apesar de estar envolvida em mecanismos de
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proteção contra os radicais de oxigdênio, também ade

contrariamente catalisando a formação de peróxido de

hidrogénio. Coincidentemente, o gene que codifica essa enzima já

foi mapeado na parte distal do braço longo do cromossomo 21 e.

portanto, está triplicado nessa patologia que, entre muitas

outras alterações, manifesta envelhecimento precoce (Eernetein &

Eernstein, 1991; Rao & Loeb, 1972).

Além dos sistemas naturais de proteção, já foi

verificado que animais de laboratório apresentam tempo de vida

maior quando alimentados com antioxidantes, como por ex

selênio, beta­caroteno e vitaminas CC e E, e que esses compostos
são efetivos em provocar um atraso no desenvolvimento de

patologias específicas (Ames et al.. 1985; Cutler, 1991; Holmes

et al... 1992). O principal resultado obtido com à sua

administração foi a redução do peso dos animais. uma observação

importante dado que à subnutrição é um modo clássico de aumentar

a longevidade de espécies de laboratório (Merry. 1987).

O DNA é o alvo mais importante dos radicais livres

particularmente vulnerável poroue, an contrário das proteinas

RNAS, está presente na célula em quantidade muito menor & não &

renovado. Tanto o DNA nuclear como o DNA mitocondrial (DNAME)

são atingidos. embora o processo seja mais consistente sobra

esse último. DO DNAmMtE é uma molécula circular encontrada em duas

a cinco cópias por organela., que tem uma sequência conhecida de

aproximadamente 15,6 Eb e participa exclusivamente dos processos

de fosforilação oxidativa (Eunn & White, 199853: Nagley et al...

1992). Contém niveis maiores de bases danificadas oxidativamente

que o DNA genôómico., em decorrência de sua sintese ocorrer no
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interior da mitocóndria próxima a sítios de formação de espécies

reativas de oxigênio e, também, devido à sua capacidade limitada

de reparo por excisão e recombinação (Miguell, 19932). Além
disso, sua taxa de evolução é mais rápida do que à do LDNA

nuclear refletindo sua susceptibilidade aumentada às mutações

(Arnheim e Cortopassi, 1992).

Muitos estudos realizados sobre o efeito do

envelhecimento nas funções respiratórias e na fosforilação

oxidativa da mitocíóndria indicam decréscimo na taxa do consumo

de oxigênio e nos níveis de ATP produzidos com o avanço da

idade, Oo que pode estar relacionado com alterações no DNAmt

(Wallace, 1992). Confirmando essa idéia estão as observações

feitas em linhagens senescentes de fungos, que mostram

perturbações na função mitocondrial em virtude da amplificação

desse DNA (Martin & Turker, 199383).

Na espécie humana, uma mutação em ponto (A —> GG),

caracteristica de um tipo de epilepsia mioclilêânica herdada

maternalmente, foi verificada por Munscher et al. (19934) no

DNAmMtE de células do músculo esquelético de individuos entre 74

e 89 anos de idade mas não em recém­nascidos e células Hela. &

importáíncia desse achado se deve ao Tato de que tal mutação

parece ser a base molecular dessa doença, caracterizada por

atividades reduzidas de enzimas respiratórias nas mitocóncdrias

dos músculos esqueléticos.

Um elevado número de deficiências no DNAmt também já

foi observado em vários tecidos de indivíduos idosos . Algumas

foram encontradas somente em alguns tipos celulares enquanto

outras são de localização mais geral. À deficiência de 7436 pb,

14
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por exemplo, foi observada apenas no DNAmMt cardiaco de pessoas

com aproximadamente 40 anos ou acima (Wei. 1992). À deficiência

de 45977 pb. por sua vez, é à mais prevalente e abundante e seu

aparecimento é detectado no início da terceira década de vida

(Cortopassi & Arnheim, 1990; Yen et al.. 1971). É importante

citar que essa última mutação é responsável pelos achados

patológicos em pacientes com algumas doenças de origem

mitocondrial (Arnheim & Cortopassi. 1992).

A proporção do DNAmMt deficiente em indivíduos idosos é

relativamente baixa e as consequências patológicas podem não ser

significativas. Entretanto, sua presença progressiva associada a

mudanças nas membranas mitocendriais pode contribuir para o

declínio da função dessa oroanela e também para o envelhecimento

(Gadaleta et al... 1992; Wei, 1992).

B.2. Teoria das ligações cruzadas

A teoria das linações cruzadas sugere que muitas

macromoléculas., como determinadas proteinas, podem se ligar

covalentemente a outras moléculas. por exemplo o DNA, alterando

sua estrutura e função e formando complexos resistentes ào

processo catabólico.

Um dos exemplos a favor dessa teoria deriva das

observações feitas com o colágeno extracelular. À perda de

elasticidade dos tecidos, resultante das ligações cruzadas do

colágeno, pode ter safeitos detrimentais em muitos órgãos e

constituir um dos primeiros passos do envelhecimento. Todavia, à

falta de evidências de linações cruzadas entre DNA e proteinas
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intracelulares "in vivo" em niveis elevados e de uma relação

ligações desse tipo e à vida média dos

diferentes animais são severas críticas a essa teoria (Merry,

1987).

PBP.3. Teoria do acúmulo

Essa teoria propiie que, com o avanço da idade, há o

acúmulo de vários produtos resultantes do metabolismo celular,

como a lipofuscina formada durante a peroxidação lipídica, e que

isso pode contribuir para a senesceéncia (kirkland, 1999: EBErunk

et al... 1992). Não há, porém, qualquer evidência de que o

acúmulo desses compostos altere o metabolismo celular. Além

disso, O aumento da lipofuscina em animais com deficiência de

vitamina E não resulta em envelhecimento precoce (Merry, 1987).

C. Teorias fisiológicas

C.l. Teoria imunológica

Essa teoria foi baseada nas observações do decréscimo

da heteroimunidade e aumento da autoimunidade em indivíduos

idosos e propõe que alterações no sitema imunológico estão

diretamente associadas ao envelhecimento. Entretanto, a teoria

não explica a senescência em organismos que não têm si

imunológico semelhante ao de vertebrados. Além disso, COMO OD

sistema tem controle hormonal, seu desequilíbrio pode ter início

em modificações neuro­endócrinas e dessa forma ser consequência

e não causa do processo (Merry, 17987).
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C.2. Teoria neurológica

Essa teoria postula que os processos de envelhecimento

devem estar sob controle neuro­endócrino, do mesmo modo que o

desenvolvimento. o crescimento e a maturação. Llma quebra nã

requlação desse controle seria resultado de eventos tais como

perda de neurônios, deficiência de neurotransmissores, estresse,

hipopituitarismo e hipotirenidiêmo, entre outros. Essa teorias

pode ser vista como uma extensão da teoria do envelhecimento

programado, entretanto, não tem aplicabilidade universal e não

explica 05 eventos iniciais em nível molecular que resultam na

desrequlação do sistema neuroendócrino. Do mesmo modo, não leva

em consideração que as modificações observadas podem também ser

efeitos e não causa do envelhecimento (Hayflick., 1979).

Muito embora todas as teorias citadas tenham como

alicerce observações realizadas em diversos experimentos,

nenhuma delas, por si só, explica a etioloonia do processo de

senescência. Seria o envelhecimento um processo ativo,

geneticamente controlado, ou seria consequência de alterações

casuais, genéticas ou não, que ocorrem durante a vida de um

individuo?

Na tentativa de oferecer subsídios para o entendimento

dessas questões, alguns estudos têm sido feitos com diferentes

componentes celulares e 065 seus resultados podem

interpretados à luz de mais do que uma das teorias

envelhecimento.
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For se tratar do material oenético, o DNA é o

componente mais intensamente estudado. Essa molécula, tem

comprimento superior à lm e está confinada no núcieo, cujo

diâmetro é aproximadamente 8 um. Em consequência, necessita de

um arranjo elaborado de seus elementos para a criação de

diferentes níveis de estrutura fundamentais para à expressão

qênica. Bua análise revela que a densidade das fibras da

cromatina decresce e o espaçamento entre elas aumenta conforme à

idade do doador avança. Existem sugestões de que o declínio na

densidade das fibras pode ser consequência de alterações tanto

da cromatina quanto da estrutura onde à cromatina está ancorada,

For outro lado, o maior espaçamento entre elas pode corresponder

a modificações do DNA que resultam na diminuição significativa

da probabilidade do início da síntese da molécula e. em

consequência, da proliferação celular (Macieira­Coelho & Fuvion­

Dutilleul, 19989).

Uma abordagem muito recente e bastante interessante

tem sido feita sobre os telómeros e sua possível relação com a

Essas estruturas correspondem às extremidades

cromossômicas que protegem os cromossomos da degradação e fusão.

Consistem de sequências repetidas ricas em quanina (TTAGGG) cujo

número varia de cromossomo para cromossomo e de indivíduo para

indivíduo, porém são altamente conservadas durante a evolução

(Movzis, 1991).

Em virtude da duplicação semiconservativa do DNA no

sentido 3'­> 3“ e da necessidade de um "primer" de RNA para a

DNA polimerase., foi previsto que à cada ciclo de duplicação da
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molécula deveria ocorrer uma diminuição das extremidades dos

Cromossomos e que, após um certo número de divisties, uma porção

critica seria perdida levando à deleção de genes essenciais.

como por exemplo, o da alfa­nlobina ou mesmo à morte celular

(Elackburn, 1991; Eroccoli & Cooke, 1993). A favor dessa idéia

estão os dados de Harlev et al. (1990), que relataram o

decréscimo do tamanho telomérico durante o envelhecimento "in

vitro" . Lindsevy et al. (19891), estudando fibroblastos de 21

individuos de diferentes idades através de técnicas de

hibridização com sondas especificas, observaram decréscimo

significativo dos teláómeros com à idade, equivalente à perda de

19.8 pb por ano. Do mesmo modo, Vaziri et al. (1997) cbservaram

aumento na taxa de perda telomérica com à idade em linfócitos de

individuos normais e, de forma mais acentuada, em pacientes com

sindrome de Down, e concluíram que esse evento representa um

biomarcador da imuno­senescência prematura,

A perda teloómérica cíclica poderia ser aparentemente

contrabalanceada pela elongação dos telóímeros através da síntese

das sequências repetidas pela polimerase do DNA dependente de

RNA conhecida como telomerase (Eroccoli & Cooke, 1997). &

atividade dessa enzima, porém, foi verificada em células

germinativas e transformadas, mas não em células somáticas. Em

CONSEQUENCIa, a perda qradual de DNA telomérico não deve ser

reparada na maioria das células, provavelmente resultando em

instabilidade cromossómica., morte celular e envelhecimento

(Harley, 1991). Realmente, quebras na dupla hélice de DNA causam

bloqueio no ciclo celular de alguns coraoanismos es extremidades

cromossómicas não teloméricas podem, assim, reduzir a capacidade

17

AA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



prol iferativa das células (Eroccoli & Cooke, 1997). Os dados já

cbtidos em alguns organismos como 05 fungos são consistentes com

essa idéia. Entretanto, à explicação para o envelhecimento

baseada no encurtamento dos telómeros não deve ser simples uma

vez que tanto camundongos jovens quanto idosos mostram longos

telómeros., 5 a 10 vezes maiores que aqueles observados na

espécie humana (Rlackburn, 1971).

Já é hem conhecido que o DNA se associa, além das

proteinas histônicas e não histáónicas, à uma rede protéica, à

matriz nuclear, e que sua síntese tem início em sítios

localizados preferencialmente entre a cromatina condensada e às

áreas de intercromatina (Berezney & Coffev, 1975), Diferentes

trabalhos tem indicado que movimentos celulares são propagados

através do citoesqueleto para o núcleo fazendo com que à

cromatina assuma conformação favorável para o início da síntese

de DNA. Esse mecanismo parece ser danificado durante o

envelhecimento celular devido a alterações no sistema de

sustentação celular. ou seja, no citoessqueleto (Macieira­Coelho.

1991).

O citoesqueleto é reconhecido como um importante

modulador de funções metabólicas celulares e alterações nele

provocadas parecem realmente favorecer a senescência. Entre as

proteinas que o compéõãie está a actina,. uma das mais abundantes

proteinas da célula, que participa de eventos ligados à

requlação da proliferação e da diferenciação celular e de

interações com as proteínas da matriz extracelular, com à

membrana celular, com as enzimas citoplasmáticas e» com o núcleo.
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A polimerização alterada da actina já foi verificada em

linfócitos do sanque periférico de pessoas idosas, e isso pode

estar relacionado com anomalias nos mecanismos de transdução de

sinais entre a membrana e o núcieo que ocorrem durante o

processo do envelhecimento (Kao & Cohen, 1991). Observações

semelhantes foram feitas com um outro constituinte do

citoesqueleto, os microtubulos, que são estruturas altamente

dinâmicas capazes de se organizar muito rapidamente e que

contribuem para a polaridade, movimento e divisão celulares.

Esses elementos apresentam despolimerização centrífuga em

culturas de tecido senescentes tratadas com várias concentrações

de nocodazole e, ao contrário, quando presentes em células

racém­cultivadas., mostram despolimerização centripeta., Esses

achados indicam que ocorrem alterações dos microtúbulos

provocadas pelo envelhecimento que, em virtude da função desses

elementos, podem afetar a dinâímica do ciclo celular (FRaes,.

15941).

Muitas outras observações experimentais

senesceéncia celular e dos organismos poderiam ser citadas

fornecer uma série de reflextes em torno do assunto. Forém,

entendimento dos mecanismos envolvidos quase sempre é obscuro. O

envelhecimento parece representar o conjunto de todos os achados

seu estudo, muitas vezes, não permite reconhecer até que ponto

eles constituem causa ou consequência desse processo.
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1.2. CANCER E ENVELHECIMENTO

O câncer é uma doença de células somáticas é pode

ter origem em fatores genéticos ou epigenéticos, OU Seja, O

estado maliaúno resulta de mudanças no genoma ou de alterações na

expressão do genoma. Mudanças no genoma compreendem mutações que

incluem perdas e rearranjos cromossôómicos, modificações na

sequência de DNA e integração de DNA viral. Alterações

epigenéticas são pouco caracterizadas e incluem à associação de

moléculas específicas com o DNA que leva à modificações na

expressão gqgEeênica. À maioria das neoplasias apresenta

anormalidades no genoma, visíveis dgeralmente como aberrações

cromossômicas. Ao contrário, exemplos de câncer epigenético não

são conhecidos na espécie humana, embora seja muito provável que

fatores genéticos e epigenéticos operem juntos na carcinoginese

(Enudson Jr.a., 1991),

Estudos recentes que combinam a citooenética à

biologia molecular têm mapeado genes envolvidos nos processos

que predispõem ou que resultam no câncer e em suas

caracteristicas. Entre eles estão os ONcOogenes, que são genes

capazes de induzir a transformação neoplásica em condições

naturais ou experimentais e são resultantes de mutações em

sequências normais denominadas protoncogenes e relacionadas com

o ciclo celular (Gordon, 19895). Um outro arupo de genes, OS

supressores de tumor, parecem atuar como repressores da

atividade dos oncogenes e podem desencadear o processo maligno

através de alterações em seus dois homólogos e da consequente

perda do seu papel regulador (kEnudson, 1967).
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As causas das mutações espontáneas que levam à

transformação neoplásica não são claras mas a principal delas é

provavelmente a instabilidade do DN6 a 37ºC, embora os

metabólitos endógenos também desempenhem papel importante

(Watson, 1997). Os agentes ambientais incluem a radiação

ionizante e ultravioleta, certas substâncias quimicas e Virus

que, algumas vezes, produzem mutações mas, em outros casos,

parecem atuar epigeneticamente. É o caso dos promotores Quimicos

que afetam à cinética das células sem causar alterações no DNA

(Enudson Jra, 1991). As mutações que desencadeiam o cáncer

também podem ser herdadas e, em virtude do caráter comum dessa

patologia, sua análise genética é difícil de ser feita e o

padrão de herança nem sempre pode ser estabelecido. Além disso.

alguns tipos mais heterogêneos de susceptibilidade à doença

envolvem interações entre fatores ambientais e hereditários,

como é o caso dos tumores de pele (Schull, 1991).

Existem muitas evidências de que o c&áncer e o

envelhecimento apresentam muitos pontos em comum. Ambos parecem

surgir,de alterações genéticas desencadeadas através de aoentes

similares, que culminam em processos de proliferação e perda de

diferenciação caracteristicos do estado neoplásico, ou resultam

na degeneração e morte das células levando à senescência

(Schneider, 1785). For exemplo, produtos carcinognénicos de

origem química, hormonal e radioativa aceleram a taxa de

envelhecimento dos tecidos alvo bem como do organismo como um

todo. For outro lado, drogas ou fatores que promovem à

longevidade em animais de laboratório alteram a carcinogênese
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espontânea ou induzida. Alguns exemplos desse último qrupo

compreendem 05 antioxidantes, que protegem as células das les&

em macromoléculas, e a dieta com baixos tenores calóricos, que

normalizam parámetros hormonais, metabólicos e imunológicos

(Anisimov. 1991).

Além disso, à incidência da maioria dos tipos de

neoplasias aumenta drasticamente com a idade, provavelmente

porque os efeitos de agentes carcinogênicos se acumulam ao longo

dos anos (Heim & Mitelman, 1997; Sandbero, 1990), Não se deve ao

acaso o fato de que 353% dos indivíduos acima de 649 anos

apresentam algum tipo de neoplasia (Yancik & FKies, 1991). Do

mesmo modo. o envelhecimento é considerado o resultado do

acúmulo de alterações em diversos componentes celulares, em

especial no DNA (Fernstein & Bernstein, 1991). As velocidades

com que as taxas de ambos os processos se desenvolvem também são

semelhantes e dependem do animal considerado (Anisimov, 19791).

Apesar dessas evidEncias, à associação do câncer com o

envelhecimento constitui um problema difícil de ser estudado.

Algumas situações. todavia, favorecem à sua análise. For

exemplo, à pele, que compreende o revestimento externo do

Organismo, sofre ao longo da vida a ação de diferentes agentes

mutagênicos e permite que as alterações decorrentes sejam

facilmente visualizadas, desde fan] seu início até o

desenvolvimento de processos característicos do envelhecimento

ou da malióonização (Ovama, 1991).

Entre os principais agentes mutagênicos que afetam à

está a radiação solar, em especial a luz ultra­vinoleta,

espectro varia de 200 a 400 nm e compreende três regitlies de
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absorção: UV­A (T20­400 nm), UV­B (2900­320 nm) e UV­C (2000­290

nm). Dado que os raios UV­C são filtrados pela camada de ozánio,.

são os raios UV­A e UV­R que atingem à terra, sendo os últimos

amplamente relacionados com à origem de neoplasias cutárneas. AS

lesties no DNA provocadas por esses raios consistem em (anéis de

ciclobutano entre bases pirimídicas adjacentes que, num processo

matural, são reparados por sistemas enzimáticos., mediados

algumas vezes pela própria luz visível e pelos raios UV­A

(Sutherland et al.. 1985: Hashimoto & Mehregan, 1990), Se tal

reparo não ocorrer, as mutações podem ser fixadas e levar à

morte celular ou à transformação nenonplásica.

Realmente, existem muitas evidências de que à

exposição à luz solar, em especial à luz UV, está envolvida no

desenvolvimento de diferentes tipos de câncer de pele. Por

exemplo, indivíduos caucasóides ou procedentes de paises

temperados, que voluntariamente emigraram para outros locais

mais ensolarados. mostram aumento na incidência de melanomas.
carcinomas basocelulares e espinocelulares e de lesties benignas

2 pré­maliaonas correspondentes (kKlein­Szanto, 1997: Marks et

ala. 1970; Eell et al... 1992). Do mesmo modo, pacientes com

seroderma piagamentoso, que é uma sindrome com deficiência no

À.reparo de DNA e sensibilidade à luz solar, apresentam

envelhecimento precoce e frequência elevada de câncer de pele,

As células desses indivíduos manifestam orande número de quebras

cromossómicas após exposição à UV, o que fornece forte evidência

da ligação entre esse tipo de radiação, mutações não reparadas

no DNA e cáncer (Casati et al... 1991). Outra observação à favor

dessa hipótese provém de estudos que revelam deficiência em
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mecanismos de reparo de fotoprodutos em fibroblastos de

carcinoma espinocelular e de queratose actinica, um tipo de

lesão beniaona que predispõe & esse tipo de câncer (Hori et al.,

19972).

Outras condições, como a poroqgqueratose, também

manifestam instabilidade cromossômica e predisposição à

malionização cutánea em regiães do organismo expostas à luz

solar (Otsuka et al.., 19898; Sandbero, 1990), Essa enfermidade é

caracterizada por lestles de pele originadas de clones anormais

da epiderme (Scappaticci et al.. 1599890: Lever & GSchaumbura­

Lever, 1990) e é geralmente herdada como um traço autossómico

dominante, embora existam descrições de casos esporádicos na

literatura (Otsuka et al... 1999; Sandbero, 1990),

Existem cinco formas distintas dessa patologia. À

porogueratose tipo placa; originalmente descrita por Mibelli em

18907 (Reed & Leone, 1970), que manifesta uma única erupção de

alouns centimetros de diâmetro, com borda elevada, e afeta

preferencialmente as extremidades e a face de indivíduos acima

de 40 anos de idade, O segundo tipo é à porogueratose actinica

disseminada superficial, que é o tipo mais comum e consiste de

lesties múltiplas de pequeno diâmetro em áreas expostas ao sol. A

forma linear envolve um único segmento do corpo ou tem

distribuição generalizada e suas lesties frequentemente surgem a
partir de nevos verrucosos. Um grande número de pequenas lestes

que afetam principalmente as palmas das mãos e as plantas dos

pés, mas que podem envolver outras áreas, são tipicas da forma

plantaris, palmaris e disseminada. Ao contrário, a forma

punctata é restrita à palma das mãos e às plantas dos pés. De
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modo geral. o aspecto histológico de todas as formas é muito

semelhante, sendo marcado pela presença de colunas

queratinizadas no centro de invaginações formadas pela epiderme,

onde são encontrados núcleos picnóticos basófilos (Lever &

Schaumbura­Lever, 1990),

Do ponto de vista molecular, o estudo de les&es de

pele associadas com exposição à luz solar ou das células

cutáneas submetidas natural ou artificialmente à ação dos raios

UV. embora escasso, tem revelado alterações em OnNncogenes e em

oDenes supressores de tumor. For exemplo, já foi observada

frequência elevada de mutações típicas da irradiação LV nos

oncogenes RAS de tumores de pele provenientes de individuos

normais ou portadores de x“eroderma piaomentoso., Levando em

consideração que à proteína ras é um transdutor dos sinais

mitogênicos, tais mutações podem desestabilizar intensamente os

mecanismos de regulação da divisão celular (Kahn & Graf, 19889;

Davya­Grosjean et al... 1997). Em relação ao protoncogene FOS, tem

sido relatada sua expressão aumentada induzida por UV em

queratinócitos de pessoas idosas. Esse fato pode ser responsável

pelo estímulo da divisão celular levando a tumores "in vivo" ou

à transformação maliana "in vitro"! , dado que esse oncogente

parece estar envolvido na proliferação e diferenciação de
queratinócitos de recém­nascidos em resposta a doses

fisiológicas de UV (Garmvyvn et al... 1993). No caso de qenes
supressores de tumor. já foram observadas mutações do tipo

dímero de pirimidina no gene TFS3 em carcinomas espinocelulares

de pele. Esse achado está de acordo com à função protetora desse
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qene., que mostra niveis aumentados em células epidérmicas após

sua exposição à irradiação UV (Erash et al... 1991; Hall et al...

1793).

Em relação às análises citogenéticas de lesties de pele

associadas com à exposição à& UV, muitos resultados interessantes

foram obtidos. For exemplo, em relação à poroogueratose, OS

trabalhos já realizados referem diferentes aberrações

cromossómicas clonais e não clonais, tanto estruturais como

numéricas, muitas das quais são múltiplas e não relacionadas

(Taylor et al.., 1973; Machino et al... 1984: Otsuka et al.,.

1971). À análise de pele normal de pacientes com tal enfermidade

também revelou a presença de alterações esporádicas e
recorrentes, essas últimas com o envolvimento preferencial do

cromossomo 3 (Scappaticci et al.. 199890), emquanto linfócitos

desses pacientes e fibroblastos de indivíduos normais, usados

como <sontroles, não evidenciaram alterações cariotipicas. Otsuka

et al. (1991) mostraram que à frequência das anormalidades

cromossômicas é maior em fibroblastos &e queratinócitos

provenientes das lestes, seguida daquelas de pele aparentemente

não afetada e de controles normais. Tais achados indicam

instabilidade cromossômica nesses pacientes e, embora tal

caracteristica não tenha sido esclarecida, o fato de suas

células serem hipersensíveis aos efeitos letais do raio X fala à

favor de um defeito no sistema de reparo do DN6, oque pode estar

relacionado com o desenvolvimento da enfermidade e, mesmo, com à

sua maliúnização (Otsuka et al... 1991).

No caso dos melanomas., à maioria dos estudos mostra

compremnetimento preferencialdos cromossomos 1. é é 7, emborá os
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mesmos achados não tenham sido verificados em alguns tipos de

nevos que predispõíõem à esses tumores (Cowan et al... 199890; Trent

et al.., 1990).

Os carcinomas baso e espinocelulares e as neoplasias

bhbenionas e pré­malionas correspondentes apresentam, por Sua vez.

frequência elevada de alterações clonais simples ou múltiplas

não relacionadas (Fitchett et al.., 1984: Heim et al.., 15988,

1799a,., bb, co; Mertens et al.., 1969a, b, 1991; Scappaticeci, 179%7a.

bb: Kawasaki et al.. 1991 a, bb). Existem sugestões de que essãs

alterações indicam origem multicelular de tais neoplasias (Heim

et al... 17988). Além disso, as obsevações histológicas de

neoplasias cutáaneas revelam focos primários múltiplos. O que

sugere uma predisposição geral do tecido à maliúnização e

favorece a hipótese de policionalidade. Levando­se em

consideração que à ação da luz solar sobre o tegumento é ampla

e, Muitas vezes, longa e intensa, não seria surpreendente o

aparecimento de tumores múltiplos em diferentes pontos do

epitélio (Slaughter et al... 195353).

Uma hipótese alternativa é de que a presença de clones

não relacionados reflete condições de cultivo. Entretanto, Heim

et al. (159890) analisando a evolução cariotipica de uma linhagem

celular de carcinoma espinocelular "in situ" mostraram redução

da complexidade qenética proporcional ao número de repiques

realizados.

Outra observação interessante nesse grupo de tumores é

a frequência elevada de rearranjos cromossóímicos esporádicos

que, à semelhança dos clonais., evidenciam instabilidade

cromossômica dos tecidos envolvidos. Tais anomalias podem
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sugerir à existência de pequenos clones que, devido ao número de

metáfases analisadas. têm seus significados subestimados

(Mertens et al... 1999).

A ausência de um denominador citogensástico comum aos

diferentes tipos histológicos de lestjes de pele sugere à

participação de inúmeros padrães genéticos na sua tumorigênese,.

Forém, ao contrário disso, as alterações detectadas também podem

ter pouca importância na origem dos carcinomas cutáneos e

representar modificações secundárias do parénqguima tumoral ou

mesmo aberrações pré­neoplásicas dos fibroblastos do estromãáã ou

de células epiteliais adjacentes (Mertens et al., 197990). Sendo

assim, parece importante investigar a presença de tais

alterações em amostras de tecido cutáneo normal, proveniente de

indivíduos jovens e& idosos, a fim de verificar sua possível

relação com a exposição prolongada à agentes mutagênicos, Em

especial à UV, avaliando sua importáncia na carcinogénese,.
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I.3. OBJETIVOS

Com base nas considerações citadas, fica evidente à

importância da pesquisa em células cutâneas de pacientes com

lesties que predispllem ao câncer de pele como também daquelas de

indivíduos idosos que estiveram ou não sujeitas à ação da

irradiação solar.

Assim. O presente trabalho teve como objetivos:

Investigar & ocorrência de aberrações cCromossómicas

clonais e não clonais em fibroblastos de indivíduos com

risco aumentado de desenvolverem câncer de pele, à saber,

aqueles obtidos de lilesjes de poroqueratose e de pele

normal exposta ao sol proveniente de indivíduos jovens

idosos.

Comparar os eventos citogenéticos encontrados nas lesões

de poroqueratose com os descritos em fibroblastos de pele

normal dos pacientes.

Comparar o5 achados citogenéticos de pele normal exposta e

não exposta à luz solar, de indivíduos jovens e idosos.

entre si e com 05 dados da literatura.

Fornecer subsídios, se possível, para o proonóstico das

lesties incipientes detectadas.
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II. MATERIAL E MÉTODOS

IT.l1. Material

Foram analisadas 12 amostras de pele provenientes de

lesties de quatro pacientes portadores de porogqgueratose e de

oito amostras de pele normal. Entre essas últimas, cinco eram

provenientes de regites do corpo expostas à luz solar e três de

regiiles não expostas à luz solar. As amostras foram enviadas

pelo Serviço de Cirurgia Flástica e pelo Ambulatório de

Dermatologia do Hospital de Ease da Faculdade Regional de

Medicina de São José do Rio Freto.

Os pacientes, nove do sexo feminino e três do sexo

masculino, tinham idades variando de 13 a 68 anos, eram

caucasóides, de classe social média ou baixa e pertenciam à

população rural e urbana da região de São José do Rio Freto,.

119.2. Métodos

As cultiras de células foram desenvolvidas segundo

técnica descrita por Bird & Forrester (179921) e Freshney(1987)

com modificações. descrita a seguir. Ds meios de cultura e

demais soluções utilizadas estão relacionados no Apêndice.

I1.2.1. Colheita das amostras

As amostras, cerca de O,5 à 1,0 cm” de tecido, foram

colhidas assepticamente após anestesia local e incis&ã&o com
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bisturi e transferidas para um recipiente estéril contendo

solução salina de Hanks e antibióticos. D material foi

encaminhado ao laboratório acompanhado de uma ficha informativa

sobre o paciente e foi mantido à temperatura ambiente ou à 5ºo

por um período de até 24 horas, a fim de assegurar a viabilidade

das células.

I1.2.2. Frocessamento inicial do tecido

Todas as amostras foram manipuladas em camara de fluxo

laminar vertical ou horizontal, previamente limpa com solução

ermicida e álcool 70%. O material Toi lavado em quatro banhos

consecutivos de solução de Hanks com antibióticos e fungicida.

Em seguida, foi transferido para uma placa de Fetri plástica

contendo pequena quantidade de meio de cultura incompleto onde
.

befoi dissociado mecanicamente em fragmentos de 1 a 2 mm", com

auxílio de tesoura e pinça.

I1.2.3. Cultivo celular

fildumas amostras foram submetidas à desagregação

enzimática. Assim sendo, os fraomentos foram transferidos para

um frasco estéril descartável (Descarplast) com 0,4 ml de

colagenase (concentração final de 2O0O U/mMl) e 4,97 ml de meio

completo e incubados a 37ºC por 24 a 72 horas. Após esse

periodo, à suspensão celular foi centrifunadáa 1000 rpm e

lavada em meio de cultura. O sedimento foi distribuído em dois
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frascos plásticos com 4 ml de meio de cultura completo e

reincubado por 24 horas. Em seguida, o meio foi substituído para

eliminação do material necrótico,.

Os fragmentos das amostras que não sofreram

desagregação enzimática Toram colocados diretamente em dois

frascos estéreis descartáveis sobre um filme de soro fetal

bovino. Com os frascos invertidos, foram adicionados 2 ml de

meio completo de tal forma a não permitir que a solução entrasse

em contato com os fragmentos e, assim, facilitar a sua fixação

ao substrato. Após incubação à 27º0 por 24 horas, os frascos

voltaram à posição original, ficando então o material banhado

pelo meio de cultura.

DD acompanhamento diário do crescimento celular e da

atividade mitótica, após a semeadura, foi feito em microscópio

invertido e o meio foi substituído a cada dois ou três dias. For

ocasião da confluência celular, o meio Toi completamente

removido e o fundo do frasco lavado duas vezes com solução

salina de Hanks, para retirada do excesso de soro que poderia

prejudicar o processo subseguente., Em seguida, foram adicionados

1.5 ml de solução de tripsina/EDTA pré­aquecida, por dois à

quatro minutos, para que as células se soltassem do substato.

Após a remoção da solução enzimática, 3 ml de meio completo

foram adicionados e os frascos foram submetidos à intensa

agitação, que causou descolamento e desagregação da camada

celular.

Auando o número de focos de confluência celular era

baixo, à suspensão celular obtida permaneceu no Mesmo frasco.

Entretanto, quando a densidade celular era muito alta,
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suspensão foi dividida em duas ou mais réplicas, posteriormente

reincubadas a 37ºC,

I11.2.4. EBEloqueio, hipotonização, fixação e coloração do

material

No momento em que as culturas mostraram número

satisfatório de células em divisão, a divisão celular foi

interrompida com a adição de colcemide por duas a quatro e

dezesseis horas (concentração final 2 ua/ml e 1 ua/ml.

respectivamente), Após esse intervalo, o meio foi substituído

por 8 ml de solução hipotánica pré­aquecida de citrato de sódio

1% e os frascos foram reincubados por 30 minutos. À suspensão

celular foi centrifugada por 8 minutos a 10050 rpm e» fixada com

solução de metanol : ácido acético (31:1l). O material foi

gotejado em lâminas úmidas e geladas, que foram Tlambadas e

mantidas a 90ºC por 2O minutos e submetidas à técnica de

bandamento GG, segundo Selden et al. (1975) e Grouchi & Turleau

(17977).

I1.2.5. fnálise cromossómica

A análise cromossóámica foi realizada em microscópio Marca

Carl Zeiss JENA, modelos JENAVAL e JENAMED 2 e o5 eventos

citooenéticos fotografados em microscópio Carl Zeiss OEERKOCHEN,

standard WU. com eqipamento fotográfico MC 63A, com filme ILFORD, 32

ASA. Os negativos foram revelados com revelador kodak D­732, em

diluição 1:1 por 2,4 minutos à temperatura de ZOPC, e as cópias
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­—foram feitas em papel kKodabromide FZ e Kodabrome Frint RC F3,.

Foi estudado o maior número possível de células de

cada uma das réplicas cultivadas. 8 análise das metáfases foi

considerada total quando permitiu a identificação de todos os

seus cromossomos e parcial quando pelo menos sete pares

cromossêómicos puderam ser identificados. À investigação em

coloração usual foi realizada em metáfases cujos cromossomos.

após o tratamento com tripsina, não apresentaram banda.

A identificação e a classificação dos eventos

citogenéticos foram feitas de acordo com a Conferência de Faris

(Faris Conference, 1972; 1975) e com o ISCN (1978, 1995 e 1991).

Foi considerada clonal a alteração estrutural ou hiperdiploidia

observada em duas ou mais células de réplicas diferentes da

mesma cultura (ISCN, 1991; Mertens et al.. 1992). Em relação às

hipodiploidias, à clonalidade só foi considerada quando à

anomalia esteve presente em três células de duas Ou mais

réplicas da cultura. A frequência dos aventos do tipo

poliploidia, endorreduplicação e separação de cromátides foi

calculada com relação ao número de metáfases obtidas, enquanto

as frequências de aberrações cromossômicas estruturais e

numéricas, Com exceção das anteriormente citadas, foram

calculadas com base no número de metáfases analisadas.
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III. RESULTADOS

Foram cultivadas amostras de pele de &1 individuos,
sexo masculino e 37 do sexo feminino, com idades variando
a 58 anos. Quarenta e três foram provenientes de regilies

Corpo expostas à luz solar, 12 foram provenientes de regiões
corpo não expostas à luz solar E seis de lesfies
pPoroqueratose. Os fragmentos de

& 2 exposta àaào so)

normalmente provieram das regibles axilar, clavicular, abdominal,
da mama e da planta do pé: enquanto aquelas de regifties expostas
ao sol provieram da pálpebra, lábio e outros segmentos faciais,
PESCOÇO, braço e dorso da mão. Ambos os tipos foram obtidos em
cirurgias reparativas ou de outra natureza,

Do total, apenas 12 culturas (19,7%) tiveram sucesso
UMA Vez que, entre as restantes, algumas sofreram contaminação
bacteriana (19/41), por fungos (4/61) ou ambas (8/61), outras
mostraram número insuficiente de metáfases para análise (10/61),
ausência de crescimento (5/41), falta de adesão ào substrato
(4/61) ou evidências de senescência e morte celular (2/&1).
Todas elas foram processadas segundo à técnica de explante, não
sofreram desagregação enzimática ES. EM geral, levaram de sete à
27 dias para exibirem sinais de crescimento. A Tabela 1 contém
os dados relativos àao material da biópsia, idade e sexo dos
pacientes e às causas do insucesso de 49 culturas,

Entre os 172 pacientes cujas amostras exibiram
metáfases passíveis de análise, apenas um era fumante (FRA). UM
era diabético (F40), um era hipertenso (PF3S1), um inoeria
Tegretol e Talidomida (FZ) e um ingeria Furan TA (844), Todos

S7
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Tabela 1. Dados relativos ao material da biópsia, idade &e sexo dos
pacientes e causas do insucesso de 49 culturas.

Caso Material Idade Sexo Sem adesão Com adesão e Com adesão sem
ao frasco contaminação contaminação

B F B/F AL MO AM

714
718­1
717

718
719­1
724­2

725 FE
726­1 PE
727 FE

733­1 FE
734­1 FE
738­1 FE
736 FE
738­1 FE
740 FE

741 PE
744­1 FE
B46 PE

Bs PE
854 PN
262 FE

2647 PN

2B6 FE
ass FE
294 FE

2375 PN
900 EN

GO07 PE

705 PE
11 PN
1 FE

14 FO
915 FN
914 PD

917 FE
GE FE
927 FE

IF PN
36 FE
F44 PE

947 FE

F48 PE
49 FE
51 PE
982 FE
754 FE
759 FE

FL5 PE

997 EN = x

49 4 179 & =

x

x

x

x

ú

S
x
x
x
x
x
x

FO => lesão de poroqueratose;: F => pele; E => exposta & luz solar:
N => não exposta à luz solar; EB => bacteriana; F => fúngica;: B/F =>
bacteriana e fúngicas; AC =>; ausência de crescimento; MC=> morte
celular e AM => austncia de metáfases em condições de análise.
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os demais não referiram que faziam uso de qualquer droga. Cinco

casos (926, 970, 9371, 937 e» 740) foram submetidos à exérese de

alaum tipo de lesão de pele, tendo um deles (926) recebido

cobaltoterapia antes da retirada do material cutâneo. Três

pacientes (844, 9326 e 9567) fizeram referência a outro tipo de

neoplasia que não cutánea e dois (926 e 931) possuíam história

de câncer familial. Todos os indivíduos estudados, nove mulheres

sn três homens, eram caucasóides e com idades variando de 13 a 68

ANOS.

HGuatro amostras analisadas eram de leslies de

poroqueratose (944, F39, 957 e 964) e as demais eram peles

normais provenientes de regilies do corpo expostas à luz solar

(F25, FED, PE7, F40 e 943) ou não (844, 931 e 967). D periodo de

cultivo das réplicas obtidas variou de 22 a 40 dias és o de

bloqueio da divisão celular com solução de colcemide de duas à

15 horas. À Tabela 2 mostra os dados relativos às 12 amostras,

idade e sexo dos pacientes. período de cultivo e de bloqueio da

divisão celular.

De modo geral, o número de metáfases obtido foi

pequeno, exceto no caso 9230, OU OS Cromossomos apresentaram

morfologia pobre dificultando a análise citogenética., Muitas

vezes, à técnica de handamento GG não mostrou resultado

satisfatório e o5 cromossomos foram estudados em coloração usual

ou Só foi realizada análise parcial com identificação de sete ou

mais pares cromossómicos.

Fara melhor compreensão dos resultados, 05 casos foram

reunidos em três qrupos principais: amostras provenientes de



Tabela 2. Dados relativos ao material da biópsia, idade e sexo dos

pacientes, período de cultivo (dias) e de bioqueio da

divisão celular (horas) e número de réplicas cbtidas nos

casos com metáfases passíveis de análise.

Caso Material Idade Sexo Período de Período de Número de
cultivo bloqueio réplicas obtidas
(dias) (horas)

18

lesão de poroqgueratose;: P s> = => exposta à luz solar;

não exposta à luz solar.
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lestes de poroqueratose e amostras de pele normal provenientes

de regqiliies expostas ou não à luz solar. Esses dois últimos

orupos foram subdivididos em amostras de indivíduos com idade

superior ou inferior a 4950 anos. As caracteristicas clínicas &

citognenéticas de cada caso serão descritas a seguir, essas

últimas resumidas nas Tabelas 3 e 4,

III. Amostras de lestjes de poroqueratose

CASO 944

Um onaroto de 1373 anos de idade, estudante e não

fumante, apresentava desde o5 sete meses de vida manchas

assintomáticas na face, com crescimento lento e progressivo,

caracteristicas da porogueratose tipo placa ou de Mibelli

(Figura 1). Referiu que uma tia materna (caso Y64 & 983)

apresentava o mesmo quadro clinico e diagnóstico.

Foi iniciada a cultura de uma pequena amostra dessas

lesiles em duas réplicas. Uma delas (E) não apresentou

crescimento celular e foi descartada e à outra (A) comecou à

proliferar após dez dias de cultivos O conteúdo celular foi

subdividido em duas novas réplicas (Al e A2) que, passados 22

dias de cultivo, tiveram suas atividdes mitóticas interrompidas

com a adição de colcemide por duas horas.

Nas 177 metáfases obtidas. à análise total sá foi

possível em uma célula e cinco permitiram à análise parcial após

bandamento DG, duas delas com cariótipo 4385,XY,­17 e

o18 ,AY. Cel (17) (0). Foi encontrada uma Unica célula
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Tabela 3. Aberrações cromossômicas detectadas e número de metáfaces

afetadas [ ] entre aquelas obtidas (MO) e analisadas (MA)

nos casos de porogueratose,.

ABERRAÇÃO CROMOSSOMICA

I&E.XY.del (l17)(q) [11]
4BaAXY.17 CDL]
Foliploidia E77)
Endorreduplicação [1]

Foliploidia [47

A7aXKK.+C [87]
I8&,XXKQHC,EF [1]
43,XX,7C EL]
FIQKXKTO QHE [2]
IE, KXX a TG. tmar [2)
Foliploidia [3]

Foliploiíidia [207]
Separação de cromátides
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Tabela 4. Aberrações cromossaámicas detectadas e número de metáfases
afetadas [ ] entre aquelas obtidas (MD) e analisadas (MÁ)
nos casos de pele exposta e não exposta à luz solar.

CASO ABERRAÇÕES CROMOSSOMICAS

PELE EXPOSTA

Facientes com idade superior a 40 anos
78 48 XVY,+ESGB [1]

47 XY. tmar C1)
Foliploidia [11]
Separação de cromátides [3]
FLQKX.YY."B.dic(19) [1)
48, XY. t(1321)(l4:og12) [3]
FE XY, l18p+ [398]
47 XY.+12p7 [1]
48, XY. del (11)(9) [11
48, XY. ­12,17p [1]
4A5,XY.­C [1]
48,XY.­E [1]
44, XY. ­C,.,­19 [1]
44, XY. ­C."G C[C1)
4I,TAQSTOE.E Ei)
40, K./TA4 QT LE QT 14, 2135, 20,Q­Y [1]
Foliploidia E297]
Endorreduplicação [7]
Separação de cromátides [2]
48, XX, t(B9) (Q29iGAL1) [2]
43,XX,­E [1]
43, XX. ­C C[11)
486, XX, ­B.Q.+TE [1)
Folipioidia [9]

F4O Separação de cromátides [171]
Pacientes com idade inferior a 40 anos
FEZ Foliplodia [1]

Endorreduplicação [2]
Separação de cromátides [3]

PELE NAD EXPOSTA

Pacientes com idade superior a 40 anos
844 4A5,XX.­16 [1]

49,XX.,.­18 [1]
IE.KX TO HE [32]
45,XX.­B [2]
45, XX. ­C [11]
48 XX. E [11]
FA, KKX ATE, TC [2
443 LXKX,TO0,TD.T6 EL)
IE QKX ITD. TE.­G 01)
41, XX, TC, CDC, CDC, Da ­D.,+F,.,­G 01)
Foliploidia C4])
Endorreduplicação [11]
F5,X.adel(X(g13)) [11])
48,X,199] [1]
44 XX, ­C C[1)
44, XX. CO, TD EL]
Io, XX a "Da mBG,tmar,atmar C[1)
Foliploidia [9]
Separação de cromátides C27)

Paciente com idade inferior a 40 anos
FE7 Foliploidia [2)
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,endorreduplicação e 77 (43,5%) das 177 encontradas eram

polipilóides.

CASO 955

A paciente, de 32 anos de idade, descendente de

italianos, doméstica e não fumante, relatou o aparecimento, três

anos antes, de manchas acastanhadas nos membros inferiores

posteriormente na face. que foram diagnosticadas como

poroqueratose actinica superficial disseminada. À paciente

referiu ainda que não fazia uso de drogas tópicas.

Uma pequena amostra de uma das lesões foi colocada em

cultivo em duas réplicas iniciais, que começaram a proliferar

após dez dias aproximadamente e sofreram repigues. Fassados 34

dias, foi realizada nova subdivisão do conteúdo celular

originando oito réplicas (All, AlzZ, AZl, 22. Bill, EBlZ2, EBZ21l e

EZ2). quatro delas posteriormente contaminadas por fungos (ATl,

A2=2,., B21 e B22 e as quatro restantes com crescimento

interrompido por colcemide durante quatro horas.

As células, depois de hipotonizadas e fixadas, foram

submetidas à técnica de bandamento 6 e das 9i metáfases

encontradas. apenas cinco permitiram análise total e 17 análises

parcial, com cariótipos aparentemente normais. Foi verificada à

presença de quatro células poliplóides.
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CASO 957

A paciente, de &é61 anos de idade, descendente de

italianos. não fumante e não usuária de drogas tópicas., relatou

que aos 54 anos observou o aparecimento de manchas acastanhadas

nas pernas e posteriormente nos braços e na face, e que tinha

uma filha também portadora de tais lestes., DO exame

histopatológico revelou tratar­se de porogueratose actínica

superficial disseminada.

Fragmentos provenientes dessas lestes foram cultivados

em duas réplicas iniciais, que mostraram sinaisde crescimento

após o início da cultura. Ambas sofreram repiqu =

suas réplicas foram também subdivididas, de tal forma que

aquelas originadas do frasco A (All, A1l2, ATI e APS) foram

colhidas 37 dias após oO início da cultura com colcemide por

quatro horas e as derivadas do frasco E inicial (Bill, EBilZ, EZ

e E22) apresentaram contaminação por fungos e bactérias e foram

descartadas.

Foram encontradas 454 metáfases das quais uma única

foi analisada parcialmente após bandamento 6 e &é5 foram

estudadas em coloração usual. Três delas eram poliplóides e seis

mostraram perdas cromossômicas aparentemente casuais, duas delas

tinham cariótipo 4&8,­C.Q.+E, uma era 46,+C,­F e duas outras

A.mostravam a presença de um cromossomo marcador associada à

monossomia GG. Além dessas, oito metáfases de réplicas diferentes

Rorevelaram um cromossomo C extra (Figura 2).
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Na análise de 320 linfócitos do sangue periférico dessa

paciente não foi detectada qualquer trissomia.

CASO 964

A paciente, de 23óé anos. não fumante e doméstica, não

fazia uso de drogas tópicas e apresentou manchas acastanhadas no

pescoço, braço e tórax diagnosticadas como lesdles de

poroqueratose de Mibelli. Relatou, durante a anamnese, O

acometimento de um sobrinho (caso 29456) pelo mesmo tipo de lesão.

A cultura da primeira delas foi iniciada em dois frascos,

todavia um deles (A) mostrou contaminação por fungos

aproximadamente 3O dias depois dos fragmentos terem sido

explantados, enquanto o outro (E) foi submetido à& subdivisão do

conteúdo celular e as réplicas (Bl e EB2) tiveram sua

proliferação interrompida com colcemide por duas horas, 40 dias

após Oo inicio da cultura.

O material foi submetido à bandamento 6 e foram

encontradas 109 metáfases das uais cinco permitiram análise

parcial apresentando cariótipo normal, 20 (18%) eram poliplóides

e três mostraram separaçãode cromátides.

IIIL.2. Amostras de pele normal proveniente de regilles do corpo

expostas à luz solar

IIL.Z2.1. Indivíduos com idade superior a 40 anos

EV
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CASO 925

Em 1987, foram diagnosticadas no paciente, fumante

moderado (de seis à oito cigarros por dia) e então com 42 anos

de idade, lesõjes ulcerativas nas mucosas bucal e peniana

diagnosticadas como histiocitose X., uma enfermidade maligna de

pele, Fassou então a fazer uso de Talidomida, cujo efeito

imunomodulador tem orande eficiência em tratamento de úlceras

orais e nenitais, e de Tegretol como analgésico. Inicialmente,

o paciente respondeu bem ao tratamento mas, quatro anos mais

tarde, houve recidiva e exibiu, através de radiografias. à

presença de metástases ósseas nas tiíibias, tendo que ser

submetido a tratamento radioterápico por um perícdo de 37 dias.

Relatou durante a anamnese história familial de câncer.

No ano seguinte, desenvolveu um carcinoma bhasocelular

na região frontal, que foi retirado juntamente com uma amostra

de pele próxima à lesão. A cultura dessa amostra de pele foi

iniciada em duas réplicas e, 23 dias depois, uma delas (A) foi

subdividida em duas (Al é A2) que foram mantidas por mais quatro

dias em cultivo e, em seguida, tratadas com colcemide por 18

horas. A outra réplica (E) teve seu crescimento interrompido DS

dias após o inicio da cultura,

Foram encontradas 854 fa ­« das quais três

permitiram análise total e nove à análise parcial após

bandamento G., Uma célula era poliplóide e três mostraram divisão

centromérica e consequente separação de cromátides. Em uma única

metáfase foi constatado o cariótipo 47,XY.+mar (Figura Da) e em

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



19 dic(19)

Cariogaramas parciais mostrando alterações
cariotípicas esporádicas em amostras de pele
normal: (a) +mar do Caso FR: (bb)

tE(ELIELI)(ql4:9022) com representação esquemática:
(€) +17” e (d) dic(l19) do caso 930: (E)
MoNOSSOMIia XxX ee 199* do caso Il [= (f)

tCUEI9)I(29GGL1) com representação esquemática do
caso 937, As setas indicam os pontos de quebra.
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outra 484,XY,+E,­G, À ai células aparentemente

normais.

CASO 9390

O paciente, de 49 anos de idade e descendência

italiana, vendedor e não fumante, foi atendido pelo Ambulatório

de Dermatologia para a retirada de um carcinoma bascocelular da

região cervical. Não havia tido qualquer outro tipo de lesão

anteriormente e não relatou uso tópico de drogas ou história de

cãáncer em membros da família.

Juntamente com a exérese da lesão do carcinoma, foi

realizada à retirada de uma amostra de pele normal próxima à

lesão, que foi colocada em cultura em duas réplicas iniciais.

Uma delas (A) apresentou crescimento 21 dias após os fragmentos

terem sido explantados., enquanto a outra (E) mostrou divisão

celular 47 dias depois de ter sido iniciada. Ambas foram, então,

subdivididas em dois frascos (Al e A2; Bi e R2) e, as primeiras.

novamente subdivididas. As quatro réplicas (All, AlXZ., A2l e AZTZ)

tiveram seu cultivo interrompido com a adição de colcemide por

18 horas, 37 dias após o início da cultura, e as réplicas El e

E2Z mostraram contaminação por fungos, aproximadamente dois MESES

depois da semeadura.

Nas 752 metáfases obtidas, à análise total só foi

possível em 34, outras 34 tiveram análise parcial e FO

permitiram apenas o estudo em coloração usual. Foi verificada à

presença de 29 células poliplóides (Figura 4), uma delas com um

cromossomo 19 dicêntrico (Figura Sd), sete com endorredupilicação

Si
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Figura 4. Fotomicroarafia

caso 9230,
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parcial de uma metáfase
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(Figura 9) e duas com separação de cromátides. Também foram

detectadas seis metáfases com perdas cromossámicas Casuals,.

três outras com cariótipos 458,XY,­12.17p, 446,XY,llg e

47,XY.+1Z2p (Figura Tc). Além dessas, 38 células de diferentes

réplicas eram portadoras de um cromossomo 18 com o braço curto

aumentado (18p”) (Figura 6a) nas quatro réplicas estudadas e

três mostraram a translocação t(13:21) (ql4:0922) (Fioqgura Db). Não

foi verificada qualquer alteração em 30 linfócitos do sangue

periférico do paciente.

CASO 937

A paciente, de 47 anos de idade. doméstica, não

fumante e que não usava drogas tópicas. foi encaminhada para o

Ambulatório de Dermatologia para exérese de um nevo na face. Na

ocasião, não relatou história pessoal de câncer nem tampouco na

família, e foi submetida à retirada de um fragmento de pele do

dorso de sua mão direita.

Essa amostra de tecido cutáneo foi colocada em cultura

em duas réplicas iniciais (A e RB), que após 20 dias da semeadura

foram subdivididas em novas réplicas (Al, Az2., Ei e R2). Ao

completarem 23 dias em cultivo, todas as réplicas tiveram seu

crescimento bloqueado com à adição de colcemide por 16 horas.

Após a utilização da técnica de bandamento 6, foram

encontradas 109 metáfases das quais duas permitiram análise

total. oito análise parcial e 17 em coloração usual, duas com

cariótipo 44,XX,E(C39)(q27?:i011) (Figura 3), uma 454,XX,7­BQ+T7E e
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Fotomicrografia parcial de uma

endorreduplicação do caso 930,
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duas outras com perdas cromossómicas casuais. Nove metáfases

entre aquelas obtidas eram poliplóides.

CASO 240

A paciente, de é anos de idade, descendente de

espanhóis, não fumante e doméstica, desenvolveu diabetes após Os

40 anos de idade e era portadora de gastrite crónica leve.

Frocurou o Ambulatório de Dermatologia com queixa de uma lesão

acastanhada na face, que produzia sensação de queimação sem

sangramento, diagnosticada como carcinoma basocelular. Não

apresentava história de lesmes similares nem de ocorrência de

câncer familial.

Um pequeno fragmento de pele normal da face foi obtido

dessa paciente e foi imediatamente colocado em cultura, em duas

réplicas iniciais. Ambos os frascos mostraram crescimento

celular de 195 a 189 dias após a semeadura e foram submetidos à

subdivisão do material. As réplicas tiveram atividade mitótica

interrompida após aproximadamente 3O dias de cultivo, com à

adição de colcemide por duas horas. Foram encontradas 1041

metáfases, uma delas analisada totalmente, duas parcialmente e

17 em coloração usual, todas com cariótipo aparentemente normal.

zessete dessas células mostraram separação de cromátides.
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III.L2.2. Indivíduos com idade inferior a 40 anos

CASO 963

Foi extraída do braço esquerdo da paciente (já

descrita no caso 964) uma pequena amostra de pele normal, cuja

cultura foi iniciada em dois frascos, um dos quais não mostrou

crescimento celular e foi descartado. O outro, porém, apresentou

sinais de proliferação depois de 13 dias de cultivo, sendo

subdividido em duas réplicas (Bl e B2) que tiveram à divisão

celular interrompida com colcemide por 16 horas, 33 dias após à

semeadura.

O material foi submetido à técnica de bandamento 6 e

um total de 121 metáfases foi obtido, das quais apenas sete

permitiram análise parcial e mostraram cariótipo aparentemente

normal. Uma única célula era poliplóide, duas outras

evidenciaram endorreduplicação é duas exibiram separação de

cromátides,.

Amostras de pele normal proveniente de regiles do corpo

não expostas à luz solar

III.3.1. Indivíduos com idade superior a 40 anos
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CASO 844

A paciente, de 42 anos. merendeira, não fumante e

descendente de portugueses, foi submetida, quatro anos da

consulta à uma cirurgia para retirada de um carcinoma

papilífero de tireóide e. em decorrência disso, fazia uso da

droga Furan T4, Fassado esse episódio e em virtude do aumento do

volume das mamas, foi encaminhada ao Serviço de Cirurgia

Flástica e submetida à intervenção cirúrgica para biópsia de

nódulos, que foram diagnosticados como doença Tibrocistica da

mama. Na ocasião, foi realizada a exérese de uma amostra de pele

desse local e à cultura foi iniciada em dois frascos, que

mostraram proliferação celular 18 dias após à semeadura. Uma das

réplicas (A) sofreu três subdivisões enquanto à outra (E)

apenas duas. Todas as réplicas derivadas das iniciais sofreram

interrupção de suas atividades mitóticas com colcemide por duas

horas, após aproximadamente 33 dias de cultivo, porém apenas

três continham células em condições de análise (Alll, Ailiz e

nl11).

Nas três réplicas foram encontradas 76 metáfases, das

quais quatro eram poliplóides e» uma mostrou endorreduplicação.

Quarenta e oito metáfases puderam ser estudadas em coloração

usual, 12 delas mostraram perdas cromossóámicas casuais, uma com

trissomia FF, e duas metáfases de réplicas diferentes

apresentaram cariótipo 45. ­C,Q+E (Figura &b).
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CASO 9:31

A paciente, com 34 anos, costureira, não fumante &e

hipertensa, já havia sido submetida à exérese de cistos benignos

de mama e tinha história familial de c&ncer. Durante a biópsia

de um nevo intradérmico pigomentado na região clavicular. sofreu

a retirada de uma pequena amostra de pele normal próxima à

Esse fraomento de tecido cutâneo foi cultivado em dois

frascos, que mostraram sinais de crescimento após 2O dias de

cultivo. O frasco E sofreu bloqueio da divisão com colcemide por 16

horas, 3O dias depois dos fragmentos serem explantados, enquanto o

frasco A foi subdividido em quatro réplicas (A11, AlZ, AZ e A2Z)a.

que foram bloqueadas com colcemide por três horas após 37 dias de

cultivo.

Foram obtidas 174 metáfases,. 13 analisadas

parcialmente, cinco totalmente e 39 foram estudadas em coloração

usual. Cinco eram poliplóides e 27? apresentaram separação de

cromátides (Figura 7). Em uma das réplicas, foi detectada uma

célula com cariktipo 45,X,199* (Figura Je) e em doze metáfases

de duas réplicas diferentes foi verificada uma deficiência no

braço longo do cromossomo X (delX(ígl3S)) (Figura óc0). Na análise

de DO linfócitos do sangue preiférico dessa paciente não foi

observada qualquer alteração.
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cm

IITIL.3.2. Indivíduos com idade inferior à 40 anos

CASO 957

Foi cultivada uma amostra de pele retirada de uma

aciente com 18 anos de idade, estudante, não fumante e que não

azia uso de drogas tópicas, durante cirurgia para exérescse

cistos benionos da qolândula mamária. Aproximadamente 11 dias

após ter sido iniciada, à cultura mostrou sinais de crescimento,

porém um dos frascos (E) apresentou contaminação por bactérias,

OD outro frasco (A) foi subdividido em duas réplicas (Al e AD),

que foram bloqueadas com colcemide por duas hora

do início do cultivo,

Das 178 metáfacses dez foram analisadas

parcialmente, apenas uma totalmente e três foram estudadas em

coloração usual mostrando cariótipo aparentemente normal. Duas

delas eram poliplóideas,
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Figura 7. Fotomicrografia de uma metáfase do Caso

separação de cromátides.
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IV. DISCUSSADO

No presente trabalho, foram cultivadas 37 amostras de

pele provenientes de individuos do sexo feminino e 24 do sexo

masculino. Apesar do número total de casos ser relativamente

pequeno, houve uma breve predominância não intencional do

primeiro grupo sobre o segundo. Esse resultado, muito

provavelmente, foi decorrente do fato de terem sido estudados

espécimes de regiles do corpo não expostas à luz solar, muitos

dos quais foram obtidos em cirurgias plásticas de mama.

As idades dos pacientes, embora muito variáveis,

estavam concentradas numa faixa superior aos 40 anos (X = S1,4)

porque era objetivo do trabalho estudar aqueles com maior

prebabilidade de apresentar caracteristicas de

risco de cáncer. Individuos com idades inferiores também fizeram

parte da amostra para comparação com o primeiro qrupo e porque

alguns eram portadores de porogueratose, uma condição que

predispõe à& neoplasia. Não foi possível a obtenção de

equivalência entre o número de casos com idade superior e

inferior a 40 anos em virtude das dificuldades, discutidas à

sequir, no processamento e manipulação das amostras e. também,

devido ao fato do encaminhamento dos espécimes não depender de
uma escolha rigorosamente direcionada.

Com o objetivo de diminuir as variáveis que pudessem

influenciar os resultados, foi tentado o cultivo de amostras de

pele expoxta e não exposta do mesmo paciente. o que mostrou­se

quase sempre não viável em consequência dos problemas

enfrentados durante a sua cultura, como a contaminação, o baixo

E2
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indice mitótico ou a morfologia pobre dos cromossomos obtidos,

A contaminação pode ser explicada, em parte, pelo fato

da pele constituir o revestimento externo do oroanismo e ser

colonizada por um grande número de microrganismos encontrados na

natureza. Eles incluem bactérias, fungos e leveduras e podem ser

agrupados em duas categorias: os residentes e os transitórios,

Os primeiros são aqueles que crescem na pele e são estáveis em

número e composição enquanto os outros têm presença transitória

na superficie do tegumento (Roth & James, 17998).

Embora tenha sido realizada a assepsia no local da

biópsia e os fraoamentos de tecido tenham sido lavados em solução

contendo antibióticos e fungicida antes de serem manipulados, o

número de contaminação por bactérias (214). por fungos (190%) ou

por ambos os agentes (5%) foi arande. Muito frequentemente, logo

após a semeadura, já eram evidentes o5 seus sinais, que eram

acompanhados pela diminuição do pH do meio, pelo desprendimento

das células do substrato e pela consequente morte da cultura. É

posSíivel, por isso, que O inicio da propagação dos

microrganismos tenha ocorrido por ocasião da colheita do

material ou da sua introdução no meio de transporte, antes

mesmo, portanto, do seu manuseio no laboratório,

Em relação ao tipo de desagregação tecidual. o

tratamento enzimático empregado nos experimentos iniciais não se

mostrou eficiente, ao contrário do que comumente ocorre com

cul turas de células tumorais e, por isso, à dissociação mecánica

2 a técnica de explante foram utilizadas nos demais casos. Esse

resultado foi provavelmente decorrente da perda de células

viáveis que, em geral, ocorre quando o material é submetido à
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tratamentos enzimáticos (Freshney, 1997).

Apesar dos cuidados iniciais citados, os fragmentos

«plantados nem sempre aderiram ao frasco ou, quando aderiram,

não mostraram proliferação celular satisfatória, acarretando à

eliminação dessas culturas ainda incipientes. É possivel que tal

fato tenha ocorrido em virtude de fatores inerentes às condicões

utilizadas. For exemplo, 05 frascos eram incubados em estufas

comuns. não providas de suprimento controlado de gás carbânico

talvez por isso, às Tunções vitais, como a respiração,

ficaram prejudicadas e comprometeram à viabilidade e

proliferação das células (Freshney, 1587), Além disso. é

sabidamente reconhecida a importância da estimulação por fatores

de crescimento em culturas de tecidos sólidos (Bovyce & Ham,

199894: Fittelkow & Shipley, 19989; Tevesier, 1999) e. no entanto,

não foi feita a utilização dessas substáncias, o que pode

responder, pelo menos em parte, pelo fracasso em alguns casos.

Dutra hipótese que pode explicar uma porcentagem do

insucesso observado é a resposta diminuída dos tecidos de

individuos idosos a estímulos mitogênicos (Schneider, 1979). Já

foi amplamente discutido no início desse trabalho que àas

células. após um determinado número de divisões "in vitro"

passam a apresentar alterações morfo­fisiológicas., entram em

processo de senescência, param de se duplicar e morrem

(Hollidav., 1990), Tal fato pode ser observado "in vivo" e "in

vitro" e constitui uma das principais evidências da teoria do

envelhecimento programado (Havyflick, 1979). Realmente, 065 Casos

estudados que mostraram austhcia de crescimento ou culturas

senescentes com morte celular foram provenientes de individuos
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idosos. Não pode ser excluída, portanto, a possibilidade de que

esse resultado seja fruto da resposta deficiente das células às

condições fornecidas, em virtude da iminência do limiar de suas

potencialidades.

Os fibroblastos de pele normal, ao contrário de

células tumorais, levam longos períodos de tempo para apresentar

os primeiros sinais de proliferação celular "in vitro"

(Thompson, 19721) . Os casos aqui descritos evidenciaram sinais

de multiplicação celular entre sete e 20 dias após terem sido

semeados e permaneceram em cultivo por períodos variados de

três a sete semanas. quando foram submetidos a tratamento

enzimático para subdivisão em novos frascos. O indice mitótico

em alguns deles foi muito bom e permitiu que o número de

réplicas obtido fosse, em média, maior que três, Em outros

casos, entretanto, as cultiras apresentaram baixo indice

mitótico por razões desconhecidas e resultaram em poucas

metáfases. Eles tiveram, por isso, seus periodos de bloqueio da

divisão celular ampliados de duas à quatro horas para 16 horas

na tentativa de ser obtido um número maior de células que

permitisse posterior análise citogenética. Todavia, nem sempre

os artifícios empregados converteram em Sucesso. A frequência de

casos com austncia de metáfases passíveis de análise foi orande

(15,4%) e alguns daqueles em que foi possível sua obtenção

mostraram cromossomos muito contraidos, resistentes ao

tratamento utilizado pela técnica de bandamento GE,

possibilitando, na maior parte das vezes, apenas o estudo em

coloração usual.
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As 12 amostras que permitiram à análise foram

agrupadas de acordo com o orau de risco dos pacientes

correspondentes desenvolverem neoplasias de pele, Inicialmente

serão discutidos 05 casos de poroqueratose, seguidos dos casos

de pele exposta à luz solar e, finalmente, daqueles de pele não

exposta.

IV.1. Lesties de poroqueratose

A poroqueratose, como referido anteriormente, é um

tipo de lesão de pele que apresenta formas clínicas variadas

(Lever & Schaumburg­Lever, 1990) e propensão ao desenvolvimento

de câncer cutáneo, como carcinomas baso e espinocelulares

(Fusaro, 199879). Estudos por microfluorimetria (Imakado et al.,

178988; Otsuka et al... 199890) demonstraram conteúdos elevados de

DNA na epiderme de lesdies dessa doença e sugeriram que esse

achado reflete à existência de pequenos clones neoplásicos que

respondem pelas irreqoularidades mitóticas observadas Ee É

provavelmente uma manifestação de estágios iniciais da

malionização, Realmente, muitas lestjes malignas como carcinoma

colo­retal (Kouri, 1993), câncer de mama (Witzig et al... 19939) e

carcinomas de pele (fledo et al... 1988; Atkin & Eaker. 1990)

evidenciam esse fenómeno. Herzberg (1992) também fez referências

à poliploidização do DNA em diferentes tumores de pele e, apesar

dos resultados serem conflitantes provavelmente por decorrência

das diferenças técnicas entre laboratórios, afirmou que os dados

podem ser usados no diagmóstico e no prognóstico de algumas

dessas condições,

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Todos as amostras de poroqueratose estudadas mostraram

poliploidia porém apenas nos dois casos do tipo placa ou de

Mibelli (casos 945 e 9764) esse evento foi verificado em

frequência bastante alta, respectivamente 43,5 e 18%. Tal achado

está em concordáncia com os dados da literatura citados acima e

parece indicar instabilidade qenética. Em muitas situações,

entretanto, essa anomalia é referida como um efeito das

condições "in vitro" (Chen & Shaw, 192973). mas isso fica dificil

ser aceito quando a frequência observada é muito eleévada,

como nas amostras em questão. Além disso, oO espécime 9564 difere

quanto à esse fenáâmeno do caso 943, uma amostra de pelé normal

da mesma paciente, cultivada em paraleio com à anterior. cuja

frequência de poliploidia não atingiu 14%. Esse resultado parece

sugerir que os fibroblastos da lesão realmente possuem maior

instabilidade genética, o que pode resultar no aparecimento de

clones anormais na epiderme (Scappaticci et al.. 19990; Lever &

Schaumburoa­Lever, 1990) = refletir o seu potencial de

malionização.

Constam na literatura alguns relatos sobre a presença

de aberrações cromossómicas em amostras de poroqueratose (Tabela

3). No estudo de Tavior et al. (1973), apesar de anterior &os

recursos da técnica de bandamento cromossómico, foram detectadas

de forma esporádica ou recorrente, diferentes aneuploidias e

cromossomos marcadores, provavelmente representando rearranjos

estruturais não relacionados. Nos espécimes analisados por

Otsuka et al. (1991), foram igualmente verificadas anomalias

esporádicas e recorrentes, as primeiras principalmente do tipo
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Tabela 3. Frequência de aberrações cromossômicas recorrentes Ou
esporádicas em casos de porogueratose.,

REFERENCIA AMOSTRA ALTERAÇÃO RECORRENTE ALTERAÇÃO ESPORADICA
CMAT/MA]

Taylor et FOM1i 46. XY. "EB. tTMar[3/80)] numéricas /estruturais

al.., 1973 48 XY TD.TE,+G, +mar[ES/32
48, XY "BS Q+F,tmar5/80]
IESKAV a TP TB, tmar.atmar [6/30]
48, KV ATC. TC TC. TE.+PF, TG,

Fmar ,tmar.,tmar7/20)
FOMZ 4IESXKXTR. tMmar [7/30]

IELSKXTC, tmar [5/3207]
FPOM4 48 XX, mB. EQSHO,­D,+tmar,

+inar [7/30]
48 KKK, TE, tmar[E/33]

Scappaticei ECSEIO) (pilipiíis)I [9/1007
et al., t(S21) (pi4zpi1l) [5/1007]
179% t(17122) (Q2BB:pi11) [3/1007]

dicfIder(21) 102/1007)
FPN= t(YVi22) (pleogsall)|[2/30]
FNI e 2 del (18) (pii)[2/1007][2/839])
FPNZ2 e 3 del(3)(pl2)[2/S03[4/507]
FN4 ts) (qQ2Riiqe9) [3/80]

del (X) (pl4) [2/50]
FPNS 47 KV, +LZEI/1007] T7.XV.IÇ

4&Ka7YV HLOLGO/100)
458,X,­Y[L58/100]

FO4 47 XY ÇT7
44 XY t(L1:8)(07iOT)
48, XY a t(ITI15) (FO?)
IELKXYAECL132O) (POP)
46, XY.159p 220)
4& XY, Sp". 16ép"”,

der (16)

47 XY, +LIZ2EL1/80) as,QXY
7EXKY

45 X,­Y[E98/1007) 45, XY. 1pT,oS
47 AY ,+9LTI/100)
47 XY, +190[2/100]
47 XV, +SCR/1007
47 XV .HSC2/1007
V7 AV A+7L2/100)

FO? 47, KK+XEI/1007]
47 XX, +18[2/100)

Fresente FPNIET poliplodia
estudo FOM9A4S IE. AY. el (17)6(0O)

45 Q XV,17
: poliploidia

FOSSAS poliploidia
FPOSS7 47 XX. +C [R/646]) 45 QKX,.TC

43,XKX,­CQ+E
IVEQSKKFO TE
46, AX a BG, tMSP
poliploidia

FOMISA
: poliplodia

FOM > lesão de poroqueratose de Mibelli; PO =>; lesão de
poroqueratose: FN => pele normal de pacientes com poroqueratose; MAT
=> número de metáfases afetadas e MA => número de metáfaces
analisadas.
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estrutural e as outras do tipo numérico. Felo menos em um caso,

anomalias foram multiplas e não relacionadas. Ds dados

citogenéticos das amostras de poroqgqueratose presentemente

estudadas compreenderam monossomias e trissomias totais Ou

parciais e cromossomos marcadores, além de euploidias já citadas

(Tabela 32). À maioria das aberrações foi esporádica e do tipo

numérica e em um caso foi observada uma alteração clonal.

Duas células com cariótipos QuQAVÇTL17

Té. XY.del(i17)(0) foram encontradas no caso F446, Embora os

achados sejam não clonais, é importante salientar. em relacção à

primeira anomalia. que o gene TPS3 está localizado no cromossomo

17 (17p13) e que sua alteração é considerada um passo importante

no processo neoplásico (Weinbergo, 1991) e já foi observada como

decorrente da ação da luz UV em lesties de pele (Erash et al.,

1791; Hall et al... 1997).

No caso 937, cujo paciente era portador de

porogueratose actinica disseminada supertTicial, além de

aberrações casuais, foi constatada à presença de um clone com

cariótipo 47,XX,+C nas diferentes réplicas analisadas mas não

nos linfócitos do sangue periférico. Um cromossomo C extra

também já foi observado por outros autores em algumas células de

lesjes de poroqueratose, tanto nos queratinócitos epidérmicos

como nos fibroblastos dérmicos, e correspondem às

9. 12 é X (Tavlor et al... 1977; Otsuka et al... 1991).

No presente estudo, como à aneuploidia foi clonal e,

portanto, esteve presente "in vivo" ., é possível que ela esteja

relacionada com a origem da doença e com alterações na expressão

fa. a e no metabolismo celular. Além disso, aberrações
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numéricas desse tipo podem acarretar erros mitóticos posteriores

em virtude da disposição anómala dos crompssomos nã placa

metafásica e nas fibras do fuso (Chen, 19983; Wolman, 1785). Em

virtude das lesties de poroqgqueratose representarem uma condição

que antecede muitas vezes processos neoplásicos, à detecção de

alterações cromossômicas desse tipo pode constituir um meio

valioso no acompanhamento e no . auxílio à terapéutica desses

pacientes.

A maliagnização cutánea na porogueratose já foi

relatada em todos os subgrupos clínicos porém sua ligação com

fatores ambientais, em especial com à luz UV, tem sido

demonstrada consistentemente na forma actinica disseminada

superficial (Fusaro, 1999). É interessante citar nesse ponto que

os carcinomas epidérmicos que se desenvolvem nessa doença também

associados com a exposição à luz solar e apresentam

aberrações cromossômicas esporádicas e clonais múltiplas não

relacionadas (Mertens et al... 1992), semelhantes àquelas

descritas por Tavlor et al. (1973) e por Otsuka et al. (1991) em

porogueratose., Como o mesmo fenómeno citogenético Toi observado

em células de pele normal de indivíduos idosos derivada de

regiães expostas ao sol e de pacientes com a doença (Scappaticci

et al.. 19890; Dtsuka et al.. 1991: Mertens et al... 1992:

presente estudo), tais achados cariotípicos podem não ser

característicos da célula tumoral mas decorrentes do acúmulo de

lesties do DNA em fibroblastos cutáreos ou de uma possivel

deficiência de mecanismos de reparo, como já foi citado

anteriormente em porogueratose (Otsuka et al.., 1991; Mertens et

al.., 1992), De qualquer modo, os dados obtidos até o presente

70

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



não permitem excluir a hipótese de que pelo menos algumas das

anomalias cromossômicas observadas nas leshles pré­neoplásicas da

doença constituem um dos passos no processo de maligonizaçõão.

IV.2. Amostras de pele proveniente de regites do corpo expostas

à luz solar

Das cinco amostras de pele exposta estudadas, quatro

provieram de indivíduos com idade superior a 40 anos. Em três

delas (926, 930 e 937) foram encontradas células poliplóides e,

apenas no caso 970, células com endorreduplicação, porém em

frequências não elevadas. Um outro fenômeno verificado nas

metáfases analisadas foi o da separação de cromátides (casos

F24., FIO, 937 e 940). Em relação à esse evento, há controversias

quanto à nomenclatura empregada. Chamla (19998) fez referência à

um fenómeno muito semelhante ao cbservado no presente trabalho,

que foi por ele citado de C­anáfase, sendo dependente da ação da

colchicina e não associado à patologias. Atkin & Baker (1992).

por sua vez, batizaram esse evento de falha mitótica do fuso e

relataram sua ocorrência em alguns tipos de neoplasias, COMO

seminomas e doenças hematopoéticas, e sugeriram que, embora

possam ser conseguêéncia de condições "in vitro" , não é possível

xsecluir a hipótese de representarem marcadores tumorais ou serem

responsáveis pela origem de células poliplóides. Deve ser

salientado que todos os casos observados no presente estudo com

essa alteração, inclusive um de pele não exposta à luz solar

(931). foram submetidos a períodos de bloqueio da divisão

celular com colcemide por 14 horas, ao contrário dos demais.

Esse dado. portanto, reforça a idéia de que tal fenóômero,
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independente da nomenciatura adotada, pode ser produto de

fatores atuantes no cultivo celular e não decorrentes de

caracteristicas da célula analisada.

Três das amostras de pele exposta exibiram alterações

estruturais e numéricas diferentes. D casn 930, por exemplo,

s,cujo paciente tinha sido submetido à exérese de um carcinoma

basccelular, mostrou, além de aneuploidias esporádicas, um clione

com cariótipo 44,XY.198p*, três células com à translocação
t(L1T21)(OZ29:AOl1), além de outras anomalias estruturais

envolvendo os segmentos ilqter, 129 e 17p.

Como já referido, o gene supressor de tumor TFPF33 está

mapeado em 17pl3X e sua importáncia no desenvolvimento de

neoplasias tem sido amplamente reconhecida. Em relação ao

cromossomo 11, foi identificada a participação de bandas 119

terminais em sarcoma de Ewing., que é um tipo de tumor originado

de células neuroectodérmicas., e tal achado fala à favor de genes

n 2 local que participam do processo neoplásico (Selleri et

al.. 1991), Análises da região 129, por sua vez, Sugerem oque

seus genzss desempenham um papel fundamental no desenvolvimento

de doenças linfoproliferativas caracterizadas pela trissomia

desse cromossomo (Gerald & Grzeschik, 1984; Einhorn et al.,

1787). Alterações desse segmento, que contém o onconene EREEIZ e

qenes da queratina 1 e 7, também já foram verificadas em

tumor de pele (Sozzi et al.. 19982). De qualquer modo, as

anomalias observadas foram aparentemente esporádicas e podem não

ter tido qualquer papel nas células detectadas.

No caso da alteração do braço curto do cromossomo 18,

deve ser referido que na banda 19p11.32 já foi mapeado o gene da
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Enzima sintetase do timidilato, que é muito importante na

duplicação do DNA pois mantém sua síntese em taxas normais.

Condições de estresse, que limitam à atividade dessa enzima.

descontrolam o nivel de desoxinucleotideos é causam

instabilidade genética como mutação, recombinação, fragmentação

do DNA, aberração cromossómica e troca entre cromátides irmãs

(Hori et al... 1990). À inserção de sequências de DNA nessa

região, portanto, poderia levar à alterações na estrutura ou

atividade da proteina resultando no comprometimento da síntese

de GNA (Solomon et al... 1991).

A translocação t(13;Z21) também pode ter efeitos na

célula portadora. A bLtanda l13qgl4 comporta o gens REI, que é um

supressor de tumor, cuja perda através de translocação, por

exemplo, está implicada no desenvolvimento de retinoblastoma &

osteossarcoma (Hansen et al.. 1985), Além disso, na banda 2laoxZ=

estão mapeados três locos gênicos bastante importantes: o SOGD—­1,

o AFP es o EPMLI, O primeiro deles codifica à enzima superóxido

desmutase., que atua no reparo de lesties oxidativas eé cujo papel

na senescência foi amplamente discutido (Cox et al.. 1984), OQ

aene AFP codifica o peptiíideo beta­amilóide, acumulado em forma

de placa nas células nervosas de pacientes com doença de

Alzheimer e implicado nas caracteristicas de senescência dessa

condição (St. Georone­Hyslop et al... 19987). Finalmente, o EFHM1I é

responsável por um tipo de epilepsia mioclónica que apresenta

deficiências no DNA mitocondrial e acumulo de lipofuscina nos

neurónios (Lehesijoki et al... 1991), achados que têm sido

descritos muitas vezes em tecidos de individuos idosos

(Kirkland, 1989; Erunk et al... 199327;7 Wei, 19972). EM
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consequência, a translocação t(13:21) pode levar a alterações na

estrutura ou na taxa de sintesese de alguns produtos & resultar

em defeitos metabólicos capazes de comprometer as funcõies

celulares culminando em senescência e morte celular ou em

proliferação desordenada.

No caso 937, foi detectada em duas células anali

a translocação t(3:9) com pontos de quebra em Zqo29 e Poll.

região do cromossomo 89 corresponde à heterocromatina

constitutiva enquanto aquela do cromossomo 3 possui o gene da

enzima dependente do folato, a sintetase do folilpoliglutamato,

imprescindivel na sintese de DNA (Jones et al.. 15980), Sua

função pode ser alterada em decorrência da translocação e, com

so, 05 mecanismos de divisão celular nodem ficar

comprometidos. É interessante que o envolvimento dessas regiflies

cromossômicas já foi observado em melanoma maliono (Kakati et

al.., 1977; Eecher et al., 1983).
As únicas amostras de pele exposta que não exibiram

alterações cromossômicas, com exceção de poliploidia e

endorreduplicação, foram a 940 e à 963. Ambas tiveram um pequeno

número de metáfases analisadas 2 à segunda era proveniente de

individuo com idade inferior a 409 anos. Tais condições podem ter

sido responsáveis pelos achados normais nesses casos, muito

embora o caso 976, que também teve poucas metáfases analisadas,

tenha apresentado algumas anormalidades cariotipicas.

IV.35. Amostras de pele proveniente de renities do corpo não

expostas à luz solar

As três amostras de pele não exposta à luz solar foram
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obtidas de pacientes que manifestaram cistos de mama. À

poliploidia não foi frequente, porém a separação de cromátides
“

foi observada em 19,4% das células encontradas no caso 931 que,

entretanto, pode ter sido resultante da ação prolongada de

colcemide à que foi subnetido o espécime. Esse caso também

revelou instabilidade cromossômica na forma de aneuploidias e

diferentes alterações estruturais esporádicas. entre elas a

deficiência del(X)(q13) em 31,4% das células de duas réplicas

obtidas. Tal achado significa que essa aberração cromossómica

estava presente "in vivo" no local biopsiado e provavelmente

ausente em cutros tecidos, dado que à análise dos linfócitos do

sangue periférico excluiu mosaicos com freouéência de 5% ou

maior, com probabilidade de 95% (Hook. 1977), É interessante

citar nesse ponto que essa paciente manifestava um nevo na

região próxima ao fraqomento de pele biopsiado e que a banda Kolx

já Toi relatada em aberrações observadas em melanoma maliono

(Federsen et al... 1985).

O cromossomo X apresenta mecanismo de regulação

próprio, que resulta na inativação dos genes de um dos membros

do par cromossómico para que haja equivalência Qqênica entre

homens e mulheres. A inativação desse X parece decorrer (da

expressão de um gene denominado XIC (centro de inativação do X)

em Xql3 (Erown et al.. 1991). O ponto de quebra no caso 93

pode, portanto, ter afetado o gens XIC resultando na ativação

permanente desse cromossomo e nã expressão de genes em

quantidades anormais, como por exemplo o da polimerase alfa do

DNA, que está mapeado em Xp22.l1l­pZ21.7 e que participa

diretamente do processo de divisão celular (Wono et al.. 1987),

73
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fi amostra 8044 também revelou um pequeno clone com uma

provável deficiência parcial de um cromossomo C, levando à uma

suposta trissomia E, além de muitas anesuploidias diferentes.

Embora o material estudado nesses dois últimos casos (044 e

FIL) tenha tido origem.em pele não exposta, as pacientes

possuiam idade superior a 40 anos e as diversas anomalias

detectadas podem representar uma mutação comstitucional em

mosaico de frequência baixa.

De modo geral, em três das oito amostras de pele

normal estudadas foram observadas alterações estruturais clonais

que afetaram até 23% do total de células analisadas. À

frequência de rearranjos não clonais, principalmente do tipo

numérico, exceto as euploidias., variou de 4 a 8%. Esses achados

estão de acordo com os poucos dados já publicados sobre análises

citogenéticas de biópsias de pele normal provenientes de áreas

expostas e não expostas ao sol. O único trabalho encontrado na

literatura sobre o assunto (Mertens et al.. 1992) detectou

anomalias clonais em dois de seis casos de paleée exposta

estudados mas nenhuma em pele não exposta, e uma porcentagem

média de células com alterações esporádicas iqual a 9% no

primeiro grupo e 32A no segundo arupo (Tabela &).

Tais resultados ganham importância quando comparados

com aqueles de tumores 1tá do tipo carcinomas basco e

espinocelulares e de seus correspondentes benionos e pré>­

malignos (Tabela 5). Nesses casos, 05 dados já publicados

mostram 24 com anomalias clonais, e pelo menos dez nos quais os

clones eram múltiplos e não relacionados (Fitchett et al... 1584:
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Tabela 5. Frequencia de aberrações cromossómicas em amostras de

tumores de pele e pele normal.

Tipo de amostra/ Número Número de /z média do número

FReferêEência de Casos com de metáfases com

Casos AL ANC

TUMORES MALIGNOS

Ca Basocelular

Scappaticci et al... 1999h
Eawasaki et al.., 1991ia
Kawasaki et al... 1991ib
Mertens et al.., 1972

Ca Espinocelular
Fitchett et al... 1984
MHMertens et al., 1992

TUMORES BENIGNOS

Ca espinocelular "in situ"
Scappaticci et al.. 198989
Mertens et al... 1992

Queratoacantoma

Mertens et al.,.

Papiloma
Mertens et al..

PELE NORMAL

Exposta
Mertens et al...
Fresente estudo

Não exposta
Mertens et al... 1992
Fresente estudo

AC => aberrações cromossómicas clonais; GNC => aberrações
cromossômicas não clonais e CA => carcinoma.
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Heim et al... 19988: Heim et al.., 1789b: Mertens et al.., 157898;

Scappaticci et al.. 19989a. b; Kawasaki et al.. 179979a, b; Mertens

et al.., 19972). As alterações cariotípicas compreenderam

principalmente translocações balanceadas, mas deficiências,

isocromossomos, Monossomias e trissomias já foram encontradas

sem. entretanto, revelar um cromossomo o0Uu segmento cromossaómico

consistentemente afetado. Rearranjos esporádicos também foram

detectados em todos os tipos de tumores de pele e afetaram até

47% das metáfacses,.

À aparente semelhança de características citoogenéticas

em pele normal e neoplasias cutáneas pode ser casual, dado que oO

número de casos estudados é ainda pequeno, pelo menos no

primeiro aqarupo. Entre os tumores, os achados de anomalias

clonais múltiplas não relacionadas foram inicialmente
interpretados como sugestivos de origem multifocal da lesã

(Heim et al.., 1988). Entretanto, a sua presença em pele normal

constitui uma evidência indireta de que os clones não refletem

populações de células tumorais, apesar de não poder ser excluida

À.a possibilidade de que eles representem predisposição à

malignização (Mertens et al... 1992),

For outro lado, amostras de pele proveniente de

E?regifbies não expostas à luz solar exibem frequências mais baixas

dessas anomalias, em especial das clonais., que aquelas

provenientes de regidles expostas (Tabela é). Essa observação

Aparece indicar que à sua etiologia está associada à irradiação

UV, um agente sabidamente mutanéênico e desencadeante de tumores

de pele, De qualquer modo, outros fatores que não à luz UV
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poderiam estar relacionados com a carcinogênese. Entre eles

podem ser citados uma alimentação pobre em beta­caroteno,

vitamina C, cruciferas e peixes (kKune et al., 1992) e a própria

predisposição hereditária (Czarnecke et al... 1792). Sendo assim.

os fibroblastos cutâneos acumulariam danos no DNA, em virtude da

exposição à fatores potencialmente carcinogênicos cujos efeitos

seriam mais evidentes quanto maior fosse o seu periodo de ação.

Em consequência, indivíduos idosos teriam uma frequência maior

dessas alterações. Realmente, os dois pacientes com idades

inferiores a 40 anos estudados no presente trabalho mostraram

poucas aberrações cariotiíipicas.

Ao contrário dos dados da literatura (Mertens et al...

1992), duas amostras de pele não expostas à luz exibiram clones

com rearranjos estruturais de um cromossomo C, identificado em

um deles como sendo o X. Embora as pacientes possuíssem idades

superiores a 40 anos e o resultado talvez decorresse de lesties

causadas por diferentes agentes ao longo do tempo (Mertens et

al., 19992), uma outra possibilidade deve ser considerada. As

anomalias em questão podem ser constitucionais mesmo não estando

presentes em outros tecidos do mesmo indivíduo. É interessante

que em ambos os casos foram referidos cistos de mama. uma

alteração resultante de distúrbios hormonais (Lipsett & Lippman,.

17981), que pode representar uma das consequências da aberração

cromossáíámica envolvida. For outro lado, os distúrbios endócrinos

desencadeantes de tais tumores podem constituir a causa das

anomalias cariotipicas observadas e, portanto, indicar a ação do

ambiente endógeno na origem de tais rearranjos clonais e

esporádicos e não um efeito direto da luz UV.
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Os achados cariotípicos em amostras de pele exposta

proveniente de indivíduos idosos podem, portanto, sugerir o

potencial de malionização do tecido e representar um dos passos

na tumorigênese cutânea. A favor dessa idéia estão os resultados

previamente discutidos de pacientes com poroqgueratose que exibem

quadro citogenético semelhante na pele aparentemente normal e

nas suas lestes pré­neoplásicas. Entretanto, uma conciusão

definitiva sobre a relação direta entre os achados cariotipicos

e a maliúónização não pode ser estabelecida. Antes disso deve ser

esclarecida à natureza histológica das células aberrantes &

sionificado real das aberrações cromossômicas na iniciação

progressão neoplásica.
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VY. CONCLUSDES

A técnica de cultura de curta duração por explante de

fragmentos de pele mostrou­se mais eficaz do que aquela

realizada após desagregação enzimática.

Os fibroblastos de pacientes portadores de poroqgueratose

apresentaram poliploidia, em especial no tipo placa ou de

Mibelli., na qual as frequências foram muito elevadas quando

comparadas com aquelas provenientes de lesies da forma

actínica disseminada ou mesmo com fibroblastos normais.

Os fibroblastos de pacientes portadores de porcoqueratose

apresentaram alterações Cromossõmicas. principalmente

numéricas, clonais e/ou esporádicas.

O fenómeno de separação de cromátides nas células analisadas

parece estar associado a condições "in vitro" e não

representar uma caracteristica da célula analisada.

Diversas alterações citogenéticas esporádicas e recorrentes

foram detectadas em fibroblastos normais de pele exposta ou

não à luz solar, mostrando­se mais frequente nos casos em

que esses provieram de indivíduos idosos.

Os segmentos cromossómicos envolvidos nos rearranjos

observados possuem genes relacionados com a proliferação

celular ou com características da senescencia.
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fl presença de aberrações cromosseaómicas múltiplas e não

relacionadas, verificada nos casos estudados, & comunente

Dbservada em tumores de pele, O que pode Sugerir sua

participação nos processos de iniciação, promoção =

progressão tumoral.

Dado que as anomalias anteriormente citadas foram observadas

tanto em pele exposta como não exposta, é possível que

outros fatores, além da irradiação UV, podem estar

envolvidos no seu aparecimento.
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VI. RESUMO

O envelhecimento é propriedade da maioria dos

organismos, afetando­os em todos os niveis, inclusive em nivel

molecular. Os dados experimentais resultantes do seu estudo são

limitados, ao contrário das especulações teóricas que temtam

explicar seus mecanismos. De acordo com tais teorias o

envelhecimento seria o resultado de um programa genético práé>­

existente ou consequência de danos deletérios em diferentes

moléculas. entre elas o DNA, e em muitos outros componentes.

DD câncer é o envelhacimento estão intimamente

relacionados e ambos os processos podem ser iniciados e

promovidos por um desequilíbrio na regulação gênica. Nesse

aspecto, a pele constitui um bom modelo para estudo dos efeitos

de determinados acoentes, como a irradiação ultravioleta (UV),

que poderiam influenciar à senescência e a incidência de tumores

espontánecos.

A fim de investigar os mecanismos do envelhecimento e

da fotocarcinogênese cutánea, o presente trabalho analisou

células cultivadas de pele normal proveniente de áreas

e de lesjes pré­maligonas e

comparou os resultados com aqueles de pele de regiles não

“postas. DO material consistiu de quatro biópsias aneas de

lesties de poroqgueratose (três mulheres e um homem, com idades de

entre 13 e 41 anos), cinco amostras de pele de áreas expostas à

luz solar ( três mulheres e dois homens, com idades entre 36 e

68 anos) & ris amostras de pele de áreas não expostas à luz

solar (três mulheres, com idades entre 19 e 54 anos).
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Todas as amostras exibiram poliploidia,.

endorreduplicação ou aberrações numéricas, sendoa poliploidia

detectada com alta frequência em dois casos de poroqueratose,.

Foram obsevados rearranjos clonais em quatro das 12 biópsias,

uma de poroqueratose, uma de área exposta ao sol e duas de áreas

não expostas ao sol, todas provenientes de pacientes idosos.

Esses rearranjos consistiram de uma trissomia CC, do aumento do

braço curto do cromossomo 18, da deficiência del(X)(gG13) e de

uma suposta deficiência parcial de um cromossomo 2.

Anormalidades cromossómicas estruturais esporádicas ou

recorrentes foram também detectadas em pacientes com idade
1

avançada e consistiram das translocações tC(13:Z21) e t(I:9), do

dicêntrico dic(19), da trissomia de 129, do aumento do braço

longo do 19 e de cromossomos marcadores.

Resultados semelhantes, como pequenos clones e

aberrações estruturais esporádicas. têem sido consistentemente

observados em tumores de pele. Os achados do presente trabalho,

portanto, parecem indicar que a presença de rearranjos

cromossóámicos em pele normal de indivíduos idosos ou em lesles

pré­malionas, como as de poroqueratose, reflete o risco desses

tecidos para à transformação maligna e acompanha à carga

mutagênica à que eles estiveram submetidos.
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VIT. SUMMARY

Aoeing is a property of most living organisãmas and

affects all components from the molecular level to the whole

organism. The experimental results resulting from the study of

ageing are limited in contrast to the theoretical speculations

which try to explain its mechanisms. In accordance with the

theories of ageino, the process may be the result of a pre­

existing genetic programme or the sum of deleterious damages iàn
DNA and other molecules and in many other components,

fineino and cancer are clearly interconnected and both

may be initiated and promoted by impairments of gens regulation.

In this respect. the skin cam provide the opportunity to

investigate the effects of agente, like UV radiation, wich could

influence age­related processes and incidence of spontaneous

tumores.

To investinate the mechanisms of skin ageindg and

photo­carcinogenesis, the present study analysed short term

cul tured cells of normal skin from extensively sun­exposed areas

or premalionant lesions and compared the results with sun­>­

protected skin. The material consisted of four cutaneous

biopsies from porotkteratosis lesions (3 women, 1 men, age 13­41

years), five skin samples from sun­exposed areas (37 women,

T&6­682 vearae) and three skin samples from nonexposed

(TT women, age 18­54 vears)., All samples exhibited

polyploidy, endorreduplication or numerical aberrations.
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Foliploidy was detected in very hioh frequencies in two samples

from lesions of porotkteratosis.

Clonal rearrangements were detected in four of

twelve biopsies, one from porotkteratosis, one from sun­exposed

and two from protected areas of elderly patients. They consiste

of trissomy CC, enlargement of p arm of chromosome 18,

del(X) (13) and à supposed partial deletion of a chromosome CC.

Sporadic or recurrent structure abnormalities

consisted of t6l3r2l1), t(O3:9)., dic(l9), trissomy l20, 139”,

marker chromosomes and were also detected in old patients.

Similar results litse semall clones and sporadic

structural aberrations have been consistentiy observed in skin

tumors. Therefore, the findinos of the present study sugaest

that the presence of chromosomal reasrrangements im normal skin

of elderly people or in premalionant lesions reflect tha risk of

malionant transformation and run parallel with mutagenic load.
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IX. APENDICE

Meios de cultura e soluções utilizadas

a. Meios de cultura

a.l. Meio incompleto

­ F,8 q do pó de meio de cultura Ham EF­10 (SIGMA) &

09,6 q de bicarbonato de sódio foram diluídos em LO0DO ml de água

desionizada autoclavada,. a solução foi esterilizada por

filtração e estocada à 4ºC, por períodos de até um mês.

a.2. Meio completo

100 ml de meio de cultura incompleto

“1 ml de solução de penicilina/estreptomicina.

concentração final 1253 U/ml : 125 ua/ml

20 ml de soro fetal bovino (CULTILAR)

1 ml de solução de glutamina Z2OO mnH

20 ul de solução de insulina

Sua estocagem foi feita a 4ºC por um periodo

aproximado de 3O dias.

b. Solução salina de Hanks sem Ca e Mo

de NaCl

EC)

gq de qalicose

­6U mo de KHSFO,

417,5 mo de NanHFO,

17 ma de vermelho de fenol

1085
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19000 ml de áqua desionizada

A solução foi estocada a ­2OC, por seis mestcs.

b.1. Fara transporte de amostras

­ 1090 ml de solução de Hanks sem Ca e Mo

­ 2 ml de solução de penicilina/estreptomicina

(concentração final 23O U/ml 2: 250 uo/ml) ou de penicilina/

quemicetina (concentração final 280 U/ml : 10 uqa/ml)

­— O,2 ml de sulfato de gentamicina (concentração

final O,04 mo/ml)

A solução foi estocada a 4ºC por seis

b.?. Fara lavagem das amostras

­ 100 ml de solução de Hanks sem Ca e

2 ml de solução de penicilina/estreptomicina

(concentração final 23O U/ml : 2590 uvuao/mMl) ou de penicilina/

quemicetina (concentração final 250 U/ml : 10 vuqa/ml)

— OZ ml de sulfato de gentamicina (concentrração
final O,04 mo/ml)

­ O ul de anfotericina E (concentração final 2.3

ul/ml)

A solução foi estocada à 4ºC por seis meses,

c. Donlução de penicilina/estreptomicina (129500 U/ml /

24300 uga/ml)

de solução­mãe de penicilina com

concentração de 1,000,000 U/ml., preparada a partir da solução

comercial (SQUIERE) diluída em água desionizada estéril

— l ml de solução­mãe de estreptomicina com
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concentração de 500.000 ug/ml, preparada a partir da solução

comercial (CEME) diluída em água desionizada estéril

TB.,5 ml de solução de Hanks sem Ca e Mo

A solução­mãe e de uso foram estocadas à OPC par

um período de um ano e seis Meses.

d. Solução de penicilina/quemicetina (125060 U/ml / S$00

ug/ml)

O,ã de solução­mãe de penicilina com

concentração de 1.000.000 u/ml, preparada a partir da solução

comercial (SQUIBRE) diluída em água desionizada estéril

­—­ O,5 ml de solução­mãe de quemicetina com

concentração de 40,000 ua/ml, preparada a partir da solução

comercial (CARLO­EKXNEA) diluída em água desionizada estéril

­ 79 ml de solução de Hanks sem Ca e fo

A solução­mãe e de uso foram estocadas &s ­2OPC por

um período de um ano e seis meses.

e. Solução de L­glutamina (FPUREX) (ZOO mM)

— 2,92 q de L­olutamina

— 100 ml de solução de Hanks sem Ca e Ma

Foi esterilizada por filtração e estocada a OPC

=2lo período de um ano, no máximo.

f. Solução de insulina (EIOERAS 11­40) (49 U/ml)

A solução comercial possui concentração final de 45

U/ml e está pronta para uso. Foi estocada à 4ºC por 30 dias.
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9. Solução de sulfato de gentamicina (GCGaramicina­SCcHERING)

(2O U/ml)

A solução comercial possui concentração final de 20

U/ml e está pronta para uso. Foi estocada à 4ºC pelo período de

UM Ano e meio, no máximo.

h. Solução de anfotericina E (Fungizon­ SQOUIEE) (4 mo/ml)

350 mo de anfotericina E

10 ml de água desionizada estéril

solução foi estocada a ­2o0Pc por seis meses.

i. Solução de colagenase (GIECO­TIPO II1) (ZOO U/ml)

fá] solução de colagenase foi obtida dissolvendo­se à
substáncia em meio incompleto (concentração final de Z2OG U/ml).

A solução foi mantida em banho­maria a 37ºC por duas horas E, EM

seguida, a 4ºC por 123 a 14 horas. Após esse período, à solução

foi esterilizada por filtração e estocada em aliqgquotas de 0,93 ml

a ­Z2OPC por dois a três meses.

j. Solução de colcemide (SIGMA) (2 uo/ml)

—­ 100 uq de colcemide em 10 mi de solução de Hanks

sem Ca e Mg (solução­mãe 10 ug/mMl). Foi estocada por um àano à

­20PC após filtração.

Ene)­— 2 ml de solução­mãe de colcemide em 10 ml de

Latesolução de Hanks sem Ca e Mo (solução de usem 2 ua/ml). Foi

estocada a 4º0 por seis meses.
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Solução hipotênica

Solução aquosa de citrato de sódio 14 estocada

a três meses.

3 partes de metanol

— 1 parte de ácido acético glacial

Foi preparado pouco antes do uso.

m. Tanpão Sorensen

47 ml de solução À

Sl ml de solução E

200 ml de água desionizada

Foi preparado pouco antes do uso,

Solução À

­— 14,174 q de difosfato de sódio (NasFPO,)

— S00 ml de áqua desionizada

Solução E

­ 13,61 q de monofosfato de potássio (er­PO,)

— 300 ml de áqua desionizada

Solução salina de FES

2,0 q de NaCl

0.2 q de KCl

1.15 q de difosfato de sódio (NasFO,)

10,2 q de monofosfato de potássio (EHSPO,)
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100 ml de água desionizada

A solução foi mantida a 4ºC Bor no máximo seis

0. Soluções de tripsina

0.1. Solução de tripsina (BIDODEKRAS ou DIFCO) para

bandamento cromossámico (1 mo/ml)

A solução foi preparada dissolvendo­se 0,005 q de

tripsina em 59 ml de PES, minutos antes

0.2. Solução de tripsina/EDTA (CULTILAR) para repique das

culturas

A solução está pronta para useo e foi mantida à

BNDC por um perícdo aproximado de seis meses.

p. Solução de Giemsa (MERCK)

p­l. Solução­mãe

A solução foi obtida dissolvendo­se 0,46 q de Giemesa

em 33 ml de glicerina aquecida à 60ºC e agitando­se com bastão

de vidro. Após completada a dissolução é O resfriamento, foram

adicionados 33 ml de metanol, agitando sempre. A solução foi

filtrada 2 estocada em frasco escuro, à temperatura ambiente,

p.2. Solução de uso (2%)

­ O,3 ml de solução­mãe de Giemesa

ml de tampão Sorensen
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cm 5 6
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