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I. INTRODUGRO

I.1. ENVELHECIMENTO: CONSIDERACOES GERAIS

0 envelhecimento fol definido como sendo o resultado
e DroOCeEss0s progressivos e lrreversavels que, sob condaig
NOrmaLs., comecam ouw se aceleram apts o crescimento
desenvolvimento normais em todos os membros de uma populacdo. B
propriedade da malioria dos seres vivos, com excecdo das
bacteéra anémonas e certos tipos de peixes, gue parecem naao
envelhecer, ou pelo menos ndo passam pelo programa de
envelhecimnento tradicionalmente conhecideo (Kirkland, 1989). Como
o processo afeta todos os componentes do organismo, inclusive &m
nivel molecular, € geralmente confundido com sintomas de  um
distlrbio patoldgico presente. Apesar de sua caracteristica
universal, os dados experimentais resultantes do seu estudo s3Ho
limitados, ao contrari as especulactes tedricas aque tentam

explicar seus smos {(Merry., 1987).

As s sobre o assunto sXo atualmente agrupadas

em trés categorias principais: teorias genéticas, ndEo genéticas
e fisioldgicas. As teorias genelticas supliem que & vida media dos
arganismos de uma espécie & determinada por um prodrama
codificado no DNA qgue ativa aenes do envelhecimento, ouw &
resultado das lestes sofridas pelo DNA. As teorias ndEo geneticas
salientam as modificagles quaimicas ou estruturails das moléculas

aphs sua sintese e as teorias fisioldgicas do envelhecimento

concentram sua atencdo na perda de comunicacHEo entre as celulas,
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tecidos e drgdos, dando Enfase ao papel regulador do istema

neuro—-enddcrinoe (Merry, 1287). Essas teorias serdo abordadas a

sequir e o0s principais pontos de cada uma delas serdo

destacados.
A. Teorias geneticas

A.l. Teoria do envelhecimento programado

Essa teoria prope que o envelhecimento & o resultado
de uma seqguéncia de eventos codificada no genoma, aAssSim Como ume
determinada sequéncia do desenvolvimento é controlada pela

génica. UOs exemplos mais dbvios de

programada ocorrem em espécies gue téEm uma alta fecundidade por
um periodo curto de como o salm3o que sobe as correnteras
dos rios para realizar a desova e, em pouco tempo, envelhece e
morire (Merry, 1987: Kirkland., 198%9). 0Os aenes responsavels pelo
processo  parecem ter efeitos «  BxHpressando-se
desfavoravelmente na velhice através de deterioracHo fisioldagica
e probabilidade maior de morte, mas garantindo suce
~eprodutivo em fas mais precoces da vida. & 0 caso. por
exemnplo da exposicdEo crénica da mulher a estrdogenos. gue s30
essencials para a fertilidade mas podem predispor. na velhice,
ao desenvolvimento 2 diferentes neoplasias de mama (Rusting.
125200

Muitas evid&Encias para a teoria do
programado foram obtidas a mals convincente, sem duavida,
a observagdo da capacidade finita de divisdHo "in vitro" das
celulas normais humanas e animais (Schneider, 19793 Merrvy,

1987). For exemplo. fibroblastos de embrifo humano cultivados
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sob condicgtes favoraveis sofrem aproximadamente DO divisbies e

ento morrem. Se congelados por volta da 20% divis3o e depois

recolocados em cultura. realizam no maximo mais 30 divisles (hes

de adultos normais, por sua vez, mostram apenas 14

"in vitro" (Havyflick, 1979). enquanto agueles de

25 com sindromes de envelhecimento precoce nunca atingem

duplicacties em cultura (Holliday, 19903 Wang et al., 19%90).

linfdcitos de pacientes com sindrome de Down,

sindrome essa que também apresenta caracteristicas de

envelhecimento precoce. Nesse caso, quando as células sXHo

analisadas quanto aos niveis de proliferacdo e indice mitotico,

os resultados ndo revelam diferencas significativas dagueles de
individuos normais da mesma idade (Takeshita et al.., 19%9d).

Oz experimentos de transplantes seriados de ceélulas
normais em hospedeiros isogénicos mostiram gue o numero limitado
de divistes também ocorre "in vivo". Us dados j& obtidos exibem

relacio inversa entre a idade do doador e
proliferacido das células no receptor (Hayflick,

Deve ser salientado. nesse ponto, gque muitas linhagens
celulares, como a HelLa, mostram imortalidade e perdem o limite
para duplicac3o. N#o h& dividas, porém, que elas s3o anormais em
uma ou mais caracteristicas como, por exemplo, no numero e na

morfologia dos seus cromossomos, que diferem muito

de origem (Hayflick, 1979). Comoc a imortalidade & um dos

amplamente aceltos da carcinogeEnese, & restricio na

divis3o das células diplédides normais pode ser uma defesa contra
proliferac3do descontrolada, tipica do estado neoplasico

{Holliday, 1990).
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Healmente, os cromossomos humanos retidos em hibridos, derivados
de linfdcitos de individuos idosos e células de roedores,
apresentam maior instabilidade & maior sensibilidade a efeitos
clastogénicos para aloumas drogas que agueles de individuos
jovens. Tal achado e explicado como sendo resultante de mutacles
em sitios especificos do DNA (Esposito et al.. 1989) e estid de
acordo com a abservaco do aumento na freguéncia de aberracles

%

cromossomicas com a idade lagboom & Vijg, 19%21). Outro

a favor do acimulo de danos mutacionais & gue
radiacdo ionizante, um mutagénico potente, diminui a vida médis
de animais edxperimentails, provavelmente por caunsar alteracglBes no
material genético. Todavia, a baixa freguéEncia de mutacd:
espontidneas, que serila insuficiente para levar
envelhecimento. & ¢ MistE ia de mecanismos de reparo parecem
contrapor-se a esgsa teoria (Kirkwood, 198%9), a menos que alguns
fatores alterem essa situacio.

Lim desses fatores poderia a acdo dos
transposons (Tps)., gue s3o sequéncias de DNA capazes de se mover
de forma casual de U local para outro do genoma
aventualmente, se inserir em uma regifioc de genes es
reguladores resultando em inativag3o génica. Farece ldgico supor
que, se muitos genes forem afetados em consequéncia da insercdo

de Tps., a célula provavelmente entrard em senescéncia e morrera.

Como os Tps s3o0 em cada ciclo de transposicdo, um

grande periodo de tempo € necessdario antes gque eles atinjam
numero suficiente para promover mutacties com efeitos fenotipicos
significativos, o qgque parece de acordo com O Processo

progressivo do envelhecimento (Kirkwood, 198%9:; Murrav. 1990%) <
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Driver & Mckechnie (1992), em seus experimentos com Drozophila.
obtiveram indicacles de que a transposic¥o somatica ol
germinativa realmente pode resultar em caracteristicas do
envelhecimento e. além disso. responder & agentes ambientais
como a dieta.
Outros fatores que levam a modificacies importantes no
DNA compreendem os agentes epligenéticos, cuja agdo resulta
perda ou ganho de agrupos metila por determinadas
nitrogenadas. principlamente a citosina (Catania & Fairweather.,
0s padrdes de metilaco do DNA s¥Ho herdados pelas células
& interferencias nesse mecanismo podem gerar mudancas estavels
na expressdo geénica & constituir um fator causal N0 apenas no
como  também em o cancer (Vijg et

al., 1985). Evidéncias da reducdio nos niveis de metilac¥o do DNA

de linfdcocitos de individuos idosos em comparacio com agueles de

A,

individuos jovens ja foram obtidos por Drinkwater et al. (1989).
Do mesmo modo, Catania & Fairweather (1991) observaram que os
niveis de metilacXo decaem durante o envelhecimento celular "in
vitro" e, pelo menos em bovinos, ocorrem extensivamente em
sitios CCGE do DNA satélite (Hornsby et al.. 1992).

Em geral, a reducio na metilacio de um gene resulta

do seuw nivel de expressido. Um aumento de metilac
com a ldade nos genes cromossomo X Ln ivo foi

por Wareham et al. (1%987). que demonstraram
es genes em animais mais velhos. A regulacdo
geénica durante o envelhecimento parece, portanto, Mmernas

efetiva (Horsnby et al.., 1%991).

AV
AVAYRY

b
1 2 3 4 5 6 q unespw.l 12 13 14 15 1l .17

18



cm

Em relacio as = do sistema de reparo do DNA,
sugesties de gue a eficigncle dos seus mecanismos diminul com

0o tempo resultando num aumento da freguéEncia de eventos
deletérios na molécula e consequente alteracio da funcio celular
(Rao & Loeb, 1992: Wei et al., 19%93). Muitos autores,
entretanto, ndo encontraram resultados gue favorecam essa idéia.
For exemplo, Vijig et al. (1985) mediram a quantidade de bases do
DNA gue permaneceram lesadas apds irradiacio
wltravioleta (UV) e verificaram uma pequena diferenca entre
celulas cultivadas de jovens e velhos. As células desses
ultimos repararam menos os danos, todavia essa diferenca foi t3o
pequena gue, segundo os autores ndo seria capaz de produzir
efeitos bioldgicos dramaticos. Ao contrédrio, MNMierdermuller
(1985), na analise do reparo por excisdo. gque tem grande
importiancia na manutencio da integridade gendmica & na prevencdo
do céa&ncer atraves da correcido de guebras unicatendarias na
molécula de DNA, observou atividade reduzida desse mecanismo em
ratos idosos.

A contradigdo nos resultados dos estudos &

realizados pode ser devida as dificuldades técnicas encontradas

nesse tipo de investigac3o (Warner & Frice., 198%9). embora alguns

dados sugiram que o declinio W oa preservacdo do reparo na
senescéncla dependa do tecido ouw do animal estudado e do tipo de
andalise empregada (Nakatsuru et al.. Mulaart et al..
LS50 .

£ interessante gue a controversia e verificada

no estudo de celulas de individuos que apresentam

caracterasticas de envelhecimento precoce, como & o caso dos

AV
AVAVAY

b
1 2 3 4 5 6 q unespw.l 12 13 14 15 1l .17

18



cm

portadores de sindromes progeriformes. Lebhmann (1987), Lipman

et al. (198%9) e Wang et al. (19%0), por exemplo, verificaram
que as celulas de pacientes com a sindrome de Hutchinson-—
Gilford ou progéria & com & sindrome de Cockavyne apresentam
capacidade reduzida para reparar danos do tipo dimeros de
pirimidina causados por raios UV, Stefanini et al. (1989)., por
vez, analisando linfdcitos de pacientes com sindrome de
Werner, gque também se caracteriza por envelhecimento prematuro,
alem de instabilidade cromossomica e predisposicio a neoplasias,
verificaram que, apesar da freguéncia aumentada de
cromossomicas estruturais e numéricas, a capacidade de reparar
danos produzidos por WY permanece normal.
Do exposto acima, parece gue muitas evidéncias
wperimentais refutam o da mutacHo : o
envelhecimento. Apesar disso, alguns aspectos do conceito basico
sdH0 atrativos. For exemplo. mutactes somiaticas podem se acumular
em tecidos que se dividem rapidamente e levar a lesles focais
como uwUleceras. o 2 8 placas aterosclerdticas. Embora tail
nao sejam a ausa primaria do envel hecimento em
mamiferos, elas podem contribuir muito para esse pProcesso

(Bernstein & Bernstein, 1991).

A.3. Teoria do erro

De acordo com essa teoria que & derivativa dsx
seletivas de certos genes fornecem um
mecanismo protetor contra danos em sequéncias vitais do DNA,

pois lestes em uma ou algumas copias ser3o menos importantes gue

lesBes em sequiEncias Uunicas. Desse modo., o processo do
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envelhecimento serd mais lento quanto maior for o numero de
repetigies em genes que controlam o metabolismo geral. Todavia.
contrariando essa idéia estd a observacio de gue machos
hapldides e dipldides de vespas (Habrobracon) apresentam tempos
de vida semelhantes. Além disso. ndo tem sido relatada
correlacgo entre redundincia de genes ribossémicos e longevidade
em mamiferos, apesar de que a redundidncia média de genes gue
transcrevem RNAm no cérebro de camundongos & no homem Darece

estar correlacionada com maior sobrevida (Merry,1987).

A.4. Teoria do erro na sintese protéica
Essa teoria prop8e que. no envelhecimento, ha um
rescimo na fidelidade da sintese protéica., gue poderia
atingir proporglies catastrdédficas em virtude da amplificaci3o dos
erros cometidos. Uma das consequéEncias primeiras e mais

importantes seria a saintese imprecisa do DNA (Merrvy., 1987).

Alguns experimentos mostram que ndo ocorre diferenca

na fidelidade da sintese do DNA em células de individuos jovens
e ldosos. Além disso. que se refere a enzimas,
modificactes observadas em mulitas espécies animais ao longo
vida n3o est3o relacionadas com substituices de aminodécidc

modificacles oque ocorrem subseguentemente
protéica. Mais que isso, a evidencias indicam gue
eficiéncia da sintese que declina (Bernstein & S

For exemplo, uma ampla investigac#o
que pretendeu
por

humanos, verificou gue | dacquelas gue integram
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lédgeno & a elastina. sdo
la durante o envelhecimento, © gue
sulta na di lLcHo da adesdio celular, da estimulacio por
tores de crescimento e, eventualmente, da prdpria capacidade
proliferativa. A redugdo da sintese proteéica em alguns casos
pade ser devida a diminuic3o gradativa na producHo do hormé&nio
de crescimento (HC) pela pituitaria (Corpas et al.., 1993) & nos
niveis de [6F-I, um dos fatores de crescimento tipo insulina,
aque e produzido principalmente pelo figado & serve de mediador
periférico do HC (Yamamoto et al.. 1991). Inversamente ao
citado, algumas proteinas s3Ho mais produzidas conforme a idade
avanga. E o caso da proteina beta-amildide., cujo acamulo
progressivo & obhservado em células do cérebro de pessoas normais
e malis consistentemente de pacientes com doenca de Alzheimer e
sindrome de Down, onde & responsavel por muitas das
consequéncias patoldgicas relacionadas com

et al., 1271}).

Alteraclies na taxa de sintese protéica podem

de alteraces no RNAm qgue codifica tais proteinas.
Entretanto, um estudo realizado por Richardson et al.
evidenciou que a idade ndo afeta o tamanho., a degradac3o e o©
processamento pos-transcricional de algumas espécies de RNAm do
figado de ratos. embora nivels desses RNAs acompanhem os
nivelis das proteinas por eles codificadas. For outro lado.
embora sua estrutura seja a. & eficigncia ocom que
moleculas de RNA estimulam a sintese protéica parece dacair
conforme a idade aumenta (Sadjel-Sulkowska & 1285) .

Condizentes com essa idéia estio os resultados relatados por
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de OS5 Miy de RNAm para o tipo

|

sdo s mais baixos em fibroblastos

snescentes. Fujita et al. (1992 também observaram que
concentracio de RNAm para um marcador protéico da CEMCLA
SMFZIZ0, encontrado nos rins & no figado de ratos, estd reduzida
metade .

-
I

odos os exemplos citados reforcam a idéia de que &

=
'

&

=

quantidade., mas ndo a qualidade da proteina. gque estd alterada

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

que as lestes do DNA s¥Ho os responsavels primarios pelo

blogueino da transcrigdo e da traducio. Tal conclusfo reforca

hipdtese de que o DNA sofre danos ao longo da vida & nd3o

favorece a teoria erro na sintese ({Bernstedin

Bernstein. 1991).

B. Teorias n3o genéticas

B.1l. Teoria dos radicais livres

&

teoria propBe aque o acdmulo de radicais livres,

ou seja, atomos ouw moléculas altamente reativos, & capaz de

iniciar uma cadeia de reacles com moléculas estavels gerando

malis radicais livres. 0 oxigénio, apesar de s2r indispensdavel

a wvida . apresenta tendéncia em formar tais

~adicais, 0s perdgxidos de hidrogéEnio, os superdsidos

radicais hidroxilas. A natureza reativa desses compostos

danos importantes, particularmente em celulares como

membranas mitocondriais e ILCroses colAQEro. elastina,

enzimas gue contém pontes S5-H e no préaprioc DNA (Merry., 1987).

1 2 3 4 5 6 q unespw-l 12 13 14 15 16
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A oxidac¥o de proteinas e enzimas gue ocoarre ao longo
da vida, por exemplo, leva a dessas substdncias. &
diminuic3o de sua degradacio e consequente acumulo. Como os
proce s de biossintese e biodegradacdo estdo estrelitamente
interligados. grandes qguantidades de proteinas lesadas podem
comprometer a integridade celular contribuindo dessa forma para
a senescéncia Stadtman, 19922). Além da senescéncia., as
consequéncias da oxidacdo por radicais livres podem compreender
patologias como doencas cardiovasculares e degenerativas do
sistema nervoso central e o declinio do sistema imunoldgico.
possivel gque, em virtude desses compostos provocarem aberracles
cromossomicas,. também estejam relacionados com a etiologia do
cancer (Martin et al.. 192853 Merry, 1987).

HA alguns sistemas celulares que protegem © organismo
cdos danos causados por radicais livres, como o das superoxido
desmutases., 0 da catalase e o0 ciclo do glutatiSo, e impedem &
formacio de guebras unicatenarias na molécula de DNA e trocas
entre cromatides irmi3s (Gille et al.., 198%9: Foot. 1991). Alem
desses sistemas., uma enzima descrita recentemente, a

glicosilase do DNA, repara a SH-hidroximetiluracila produzida

pela oxidac8o da timina por radiacdgo ionizante e por uma

variedade de agentes quimicos (Ames et al.., 1985:; Ganguly
Ducker, 1990). Embora existam relatos do declinio da atividade
dessas enzimas antioxidantes com o avanco da idade., pelo menos
em alguns experimentos isso ndo ocorre (Carrillo et al., 199d).
E interessante gque pacientes com sindrome de Down mostram
niveis aumentados da enzima superdxido desmutase dependente

cobre & zinco gque, apesar de estar envolvida em mecanismos
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protecizo contra o0s radicais de oxigEnio. também age
contrariamente catalisando a formacdHo de perdxido de
hidrogénio. Coincidentemente, o gene gue codifica essa enzima ja
foi mapeado na parte distal do braco longo do cromossomo 21 2,
portanto, estd triplicado nessa patologia que, entre muiltas
outras alteractes. manifesta envelhecimento precoce (Bernstein &
Bernstein, 1991: Rao & Loeb, 1992).

Além dos sistemas naturais de protecdo. Jja foli
verificado que animais de laboratorico apresentam tempo de vida
maior quando alimentados com antioxidantes, como por exemplo

beta-caroteno & vitaminas C e E, e gue ssses compostos

sdo efetivos em provocar um atraso no desenvolvimento de

patologias especificas (Ames et al.. 19853 Cutler, 1991: Holmes

et-tal.; k29 2) . 1deprincipalirresuilitado sobtido scom fag sy

administracdo foi a reducHo do peso dos animais, uma observacgao
importante dado gue a subnubtricio @ um modo classico de aumentar
a longevidade de espécies de laboratdrio (Merry, 1987).

0 DNA & o alvo mais importante dos radicais livres
particularmente vulneravel porque. ao contrario das proteinas
RNAs., esta presente na célula em guantidade muito menor & ndo &
renovado. Tantoc o DNA nuclear como o DNA mitocondrial (DNAmt)
s¥o atingidos. embora o processo seja mails consistente sobre

altimo. O DNAmMEt & uma molécula circular encontrada em duas
a cinco cdpias por organela, gue tem uma sequéncia conhecida de
aproximadamente 1lé.46 Kb & participa exclusivamente dos processos
de fosforilacdo oxidativa (Bunn & White, 19853 Nacgley et al.,
1992). Contém niveis maiores de bases danificadas oxidativamente

que o DNA gendmico, em decorréncia de sua sintese ocorrer no

b
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interior da mitocéndria proxima a sitios de formacdo de espécies

A

reativas de oxigénic e, também, devido & sua capacidade limitada

de reparo por excis3o e recombinaco (Migquell., 1992). Alem

sua taxa de evoluglo @ mais rapida do gque a do DNA
nuclear refletindo sua susceptibilidade aumentada as mutacd
(Arnheim e Cortopassi, 1992).

Muitos estudos realizados sobre o efeito do
envelhecimento nas funclies respiratdrias e na fosforilagio
ovidativa da mitocéndria indicam decréscimo na taxa do consumo
de oxigénio € nos nivels de ATF produzidos com o avango da
idade. o que pode estar relacionado com alteracles no DNAmt
(Wallace., 1992). Confirmando essa idéia est3o as observacbes
feitas em linhagens senescentes de fungos, que mostram
perturbacties na fungdo mitocondrial em virtude da amplificagao
desse DNA (Martin & Turker, 1983).

Na espécie humana. uma mutacdo em ponto (A
caracteristica de um tipo de epilepsia mioclonica herdada
maternalmente. foli verificada por Munscher et al. (1993) no
DNAmt de células do miasculo esquelético de individuos entre 74
e 89 anos de idade mas ndEo em recéem—nascidos e celulas Hela. A
importincia desse achado se deve ao fato de gue tal mutacao

serr a base molecular dessa doenga, caracterizada por
atividades reduzidas de enzimas respiratdrias nas mitocéndrias
dos misculos esqueléticos.

Um elevado numero de defici®ncias no DMNAmt também
foli observado em varios tecidos de individuos idosos .« Algumas

foram encontradas somente em alguns tipos celulares enguanto

i

outras s3o de localizacHo mais geral. A deficigncia de 7436 pb.
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por exemplo, fol observada apenas no DNAmt cardiaco de pessoas
coam aprodximadamente 40 anos ou acima (Wei, 1992). A deficigncia
de 4977 pb., por sua vez., & a mais prevalente e abundante e seu
wparecimento & detectado no inicio da tercelira decada de vida

{(Cortopassi & Arnheim, 19%90; Yen et al., 1991). £ importante

citar gue essa Ultima mutac3o é : pelos achados

patoldgicos em pacientes com algumas doencas de origem
mitocondrial (Arnheim & Cortopassi. 1992).

A proporcgio do DNAmt deficiente em individuos idosos e
relativamente baixa e as consequincias patoldgicas podem ndEo ser
significativas. Entretanto, sua presenca progressiva associadsa a
mudan nas memhranas mitocondriais pode contribuir para o

declinio da funcio dessa organela e também para o envelhecimento

{Gadaleta et al.., 19 Weri, 1992).

B.2. Teoria das ligacles ' lac

A teoria das ligaclies cruzadas sugere gue muitas
macromoléculas, caomo determinadas proteinas, podem se  ligar
covalentemente & outras moléculas., por exemplo o DNA, a&lterando
sua estrutura & funcio e formando complexos resistentes ao
processo catabolico.

Um dos exemplos a favor dessa teoria deriva das
ocbhservaces feitas com o col&geno extracelular. A perda de
elasticidade dos tecidos, resultante das ligacles cruzadas do
coldgeno,. pode ter efeilitos detrimentais em muitos drglos e
constituir um dos primeiros passos do envelhecimento. Todavia, a

de evidéncias de ligaclies cruzadas entre DNA & proteinas
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intracelulares "in vivo" em nivels elevados e de uma relacao

entre a t a de desse tipo & a vida meéedia

animais s3do severas criticas a essa ¥ ~ia (Merrvy.

acumulo
sa teoria propfie que. com o avanco da idade. ha o
acumulo de varios produtos resultantes do metabolismo celular,
como a lipofuscina formada durante a peroxidacdo lipidicas. & qgue
contribulr para a senescéncia (Kirkland, 19893 Brunk
N&o ha, porém, gqualguer evidéncia de gue o0
acamulo desses compostos altere o metabolismo celular. Além

o aumento da lipofuscina em animals com deficigncia de

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

C. Teorias fisioldgicas

C.1. Teoria imunoldaica
Essa teoria fol baseada nas observaclies do decrescimo

da heteroimunidade e aumento da autoimunidade em individuos

idosos e propéie que no sitema imunoldgico estdo

diretamente associadas Entretanto., a teoria
Nnao explica a senescéncia em organismos que ndAo tém sistema
imunoldgico semelhante ao de vertebrados. Além disso,

515 tem controle hormonal .. seu desequilibrio pode ter inicio
em modificaci neuro-enddcrinas & o . forma ser consequiEncia

e ndo causa do proce o {Merry, 1987).
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entretanto,

inicials

stema
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controlado.,.

alguns

Goica

ostula que os processos de envelhecimento

neuro-endocrino, do mesmo modo que o

e a maturacio. Uma guebra na

resultado de eventos tais como

serda
iLcigncia de » Bstresse,

entre outros. Essa teoria

extens3o da teoria envelhecimento

nio tem aplicabilidade universal e ndo

em nivel molecular gue resultam na

neurcenddcrino. Do mesmo modo, n3o leva

modificaclies observadas podem também ser

envelhecimento (Hayflick., 19279).

as teorias tenham como

todas

realizadas em diversos

iplica a etiologia do processo

y envelhecimento um processo ativo,

ou seria consequéncia

nao. gque ocorrem durante vida de wum

de oferecer subsidios para o entendimento

estudos tém sido feitos diferentes

resul tados podem

de mais do gue uma das teorias

AV
AVAVAY

HNunesp™ L, L,

14 15 16 17

18



s tratar do material ogenético. o DNA & o

componente mais intensamente estudado. Essa molécula, tem

compriment a 1m e estd no nucleo, cujo
didmetro & aproximadamente 5 um. Em consequéncia. necessi de
um arranjo elaborado de seus elementos para & criacio de
nivels de estrutura fundamentais para a expressio
QEn Sua analise revela gue a densidade das fibras da
cromatina decresce e o espacamento entre elas aumenta conforme &
idade do doador avanca. Existem sugestdes de que o declinio na
sidade das fibras pode ser conseguéncia de alteraches tanto
da cromatina guanto da estrutura onde a cromatina estd ancorada.
For outro lado. o maior espacamento entre elas pode corresponder
a modificagBes do DNA que resultam na diminuicHo significativa
da probabilidade do inicio da sintese da molécula e, em
consequiEncia, da proliferaco celular (Macieira-Coelho & Puvion-
Dutilleul 198%).
Uma abordagem muito recente e bastante interessante
sido feita sobre os telémeros e sua possivel relaclo com a
senescéncia. Essas estruturas correspondem as extremidades
cromossomicas que protegem os cromossomos da degradacio e fus3o.
Consistem de sequincias repetidas ricas em guanina (TTAGGG) cujo
numero varia de cor ISsomo para cromossomo e de individuo para
individuo, porém s3o altamente conservadas durante a evolu
(Moyzis, 1991).
Em virtude da duplicac®o semiconservativa do DNA no
sentido 5" => 37 e da necessidade de um "primer" de RNA para a

DNA polimerase., fol previsto gue a cada ciclo de duplicacd3o da
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molécula deveria ocorrer uma diminuicdo das extremidades dos
Cromossomos @ que, apos um certo numero de < G e Uma porcso
critica seria perdida levando a delec3do de genes e

como por exemplo., 0 da alfa-globina ou mesmo a morte celular
(Blackburn, 1991: Broccoli & Cooke, 1993). A favor dessa idéia
estdo os dados de Harley et al. (19920): gue relataram o
decréscimo do tamanho telomérico o envelhecimento "in
S0 Ely i ol Lindsey et al. (1991). estudando fibroblastos de 21
individuos de diferentes idades através de técnicas
hibridizacido com sondas ec cobservaram
significativo dos teldmeros com a idade, sgquivalente

19.8 pb por anc. Do mesmo modo, Vaziri et al. (1%¢

aumento na taxna de perda telomérica com a idade em linfdcitos de
individuos normais e, de forma mais acentuada. em pacientes com
sindrome de Down., e que esse o representa um
biomarcador da imuno—senescéncia prematura.

A operda telomérica ciclica poderia ser aparentemente
contrabalanceada pela elongacHo dos teldmeros atraveés da sintese
das sequéncias repetidas pela polimerase do DNA dependente de
RNA conhecida como telomerase (Broccoli & Cooke, 1993). 6
atividade dessa enzima, porém, fol verificada emn células
germinativas e transformadas, mas n3Ao em células somaticas. Em
CONSEqUENCLE, a perda gradual de DNA telomérico ndo deve
reparada na maioria das celulas, provavelmente resultando em
instabilidade cromossémica. morte celular e
(Harley. 1991). Realmente., guebras na dupla hélice de DNA causam

blogqueio no ciclo celular de alguns organismos & extremidades

cromosssmicas nAo teloméricas podem, assim, reduzir & capacidade
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proliferativa das celuwlas (Broccoli & Cooke, 1993). OUs

obtidos em alguns organismos como os Tungos s3o consister

essa idéia. Entretanto, a explicaci3o para o envelhecimento
baseada no encurtamento dos teldmeros nido deve ser simples uma
vezr gue tanto camundongos Jjovens quanto idosos mostram longos
telomeros, 5 a 10 vezes malores gue agueles observados na
espécie humana (Blackburn, 1991).

Ja e bem conhecido que o DNA se associa, além das
proteinas histénicas e n¥o histanicas,. a uma rede protéica.
matriz nuclear, e gue sua sintese tem inicio em sitios
localizados preferencialmente entre a cromatina condensada & as
areas de intercromatina (Berezney & Coffey. 1973). Diferentes
trabalhos t&€m indicado gue movimentos celulares s¥o propagados
atraveés do citoesqueleto para o ndcleo fazendo com gue a
cromatina assuma conformacdo favoravel para o inicio da sinte
de DNA. Esse : : ser danificado durante o
envelhecimento celular devido & alteractes no sistema de
sustentacio celular. ou seja., no citoesqueleto (Macieira-Coelho.
12919%

0 citoesqueleto & reconhecido como um importante
modulador de funcles metabdlicas celulares e alteractes nele
provocadas parecem realmente favorecer a senescéncia. Entre as
proteinas que o compBe estd a actina. uma das mais abundantes
proteinas da célula, que participa de eventos ligados
regulacso da proliferaclio e da diferenciaco celular e de
interagcies com as proteinas da matriz extracelular, com a

membrana celular. com as enzimas citoplasmaticas e com o nucleo.
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I.2. CANCER E ENVELHECIMENTO

0 ciEncer & uma doengs de células somaticas e pode
origem em fatores gen#éticos ou epigeneticos, ou Ja ]
estado maligno resulta de mudangas no genoma ou de alteraclies na
do genoma. Mudancas no genoma compreendem mutaclies que
incluem perdas e rearranjos cromosssmicos,
sequiEncia de DNA e integrag3o de DNA vi
epigenéticas s3o pouco caracterizads g incluem &
moléculas especificas com o DNA gue lev a modificaclies na
expressio gEnica. A maioria das neoplasias apresenta
anormalidades no ¢ « Vvisivels qgeralmente como aberracies
cromossomicas. Ao contrario, exemplos de cdncer epigenetico nio
sdn conhecidos na pécie humana. embora seja muito provavel que
fatores genédticos e epigendticos operem juntos na carcinogénese
(Knudson Jr., 1991).
recentes gque combinam a citogenética a
biologia molecular t@ mapeado genes envolvidos nos pProcessos
que predispliem ou gue resultam no cidncer e em SUAS
caracteristicas. Entre eles estlo os oncogenes. que s3o
capazes de induzir a transformac3o neopléasica em condiclies
naturais ou experimentals e s3o resultantes de mutaclies em
sequiEncias normais denaminadas protoncogenes e relacionadas com
o ciclo celular (Gordon, 1985%). Um outro grupo de genes, 0s
supressores de tumor, parecem atuar como repressores da

atividade dos oncogenes e podem desencadear o processo maligno

através de alteracles em seus dois homdlogos e da consequente

perda do seu papel regulador (Knudson, 1989).
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s causas das mutacies espontidneas gue levam &

transformacdo neoplasica ndo sdo claras mas a principal delas &

i Do e St Y oy
praovavelmente a instabilidade do DNA a 3I7°C., embora (g

metabdlitos enddgenos tambeéem desempenhem papel importante
(Watson, 1987). 0Os agentes ambientais incluem a radiacdo
ionizante e ultravioleta, certas substa@ncias qguimicas e virus
que, aloumas vezes., produzem mutact mas, em oubtros Ccasos,
parecem atuar epigeneticamente. & o caso s promotores gquimicos
gquer afetam a cinédtica das células 2 causar alteracties no DNA
(EKnudson Jr., 19921). As utaces gue desencadeliam o CcéEncer

podem ser herdadas &, em virtude do carater comum dessa
patologia. sua analise genética & dificil de ser feita & o
padriio de heranca nem sempre pode ser estabelecido. Além disso.
alguns tipos mais heterogéneos de susceptibilidade a doenca
envalvem interacgties entre fatores ambientais e hereditarios,
como & o caso dos tumores de pele (Schall, 1991).

Existem muitas evidéncias de gque o ciEncer & o
envelhecimento apresentam muitos pontos em comum. Ambos parecem
surglir, de alteracties genéticas desencadeadas através de agentes
similares, que culminam em processos de proliferacio e perda de
diferenciago caracteristicos do estado neoplasico. ou resultam
na degeneracdioc e morte das células levando a senescéncla
(Schneider, 1985). For exemplo. produtos carcinogéEnicos
origem quimica, hormonal e radioativa aceleram a taxa
envelhecimento dos tecidos alvo bem como do organismo como  wm
todo. For outro lado. drogas ouwu fatores gue promovem a

longevidade em animais de laboratdrio alteram a carcinogénese
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espontanea ou induzida. Alguns exemplos desse Ultimo grupo

compreendem os antioxidantes, que protegem as células das lestes
em macromoléculas, & a dieta com baixos teores calédricos. que
narmalizam pardametros hormonais, metabdlicos e imuncldagicos
{Anisimov, 1991).

ARlem disso, a incidéncia da maioria dos tipos de
necoplasias aumenta drasticamente com a idade, provavelmente
porque os efelitos de agentes carcinogénicos se acumulam ao longo
dos anos (Heim & Mitelman, 1987:; Sandberg, 1990). Nio se deve &ao
acaso o fato de que 354 dos individuos acima de 45 anos
apresentam algum tipo de neoplasia (Yancik & Ries, 1991). Do

modo, o envelhecimento # considerado o resultado do
acumulo de alteragies em diversos componentes celulares. am
especial no DNA (Bernstein & Bernstein, 1291). As velocidades
com que as taxas de ambos os processos se desenvolvem também s3o
semelhantes e dependem do animal considerado (Anisimov. 1991).
Apesar dessas evidéEncias, a associac3o do cé&ncer com ©
envelhecimento um problema dificil de ser estudado.
Algumas situaclies. todavia, favorecem a sua analise. For
exenplo, a pele, gue compreende o revestimento externo do

4

organismo, sofre ao longo da vida a acglo de diferentes agentes

mutagénicos & permite que as decorrentes sejam

facilmente visualizadas, desde o =X =10 inicio

desenvolvimento de processos caracteristicos do envelhecimento
da malignizacso (Oyama, 1991).

Entre os principais agentes mutagénicos gue afetam &

pele estd a radiacio solar. em especial a luz uwultra-violeta.

~

cujo espectro varia de 200 a 400 nm e compreende trés regiies de
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uv-a (320-400 nm), UWUV-B (290-320 nm) e UV-C (200-290
nm). Dado gue os raios UVW-C s3o filtrados pela camada de ozdnio.
sdn os ralios UW-A e UV-B gue atingem a terra. sendo os Gltimos
amplamente relacionados com a origem de neoplasias cutineas. As

sties no DNA provocadas por esses ralos consistem em andis de
ciclobutano entre bases pirimidicas adjacentes que, num proce
rmatural , sHo por sistemas enzimaticos. mediados
algumas wvezes pela prépria luz visivel e pelos raios UV-A
(Sutherland et al., 1985%; Hashimoto & Mehregan, 1990). Se tal
reparo ndo ocorrer, as mutacties podem ser fi & leva

A,

morte celular ou a transformacio neopldsica.
Realmente, existem muitas evidéncias

exposicio a luz solar., em especial & luz UW. est& envolvida no
desenvolvimento de diferentes tipos de céEncer de pele. For
exemplo, individuos caucasdides procedentes de paises
temperados, que voluntariamente emigraram para outros locails
mais ensolarados, aumento na incidéncia de melanomas.
carcinomas basocelulares e 2 de lesles benignas

pre-malignas correspondentes (Klein-Szanto, 198%9; Marks et
al., 19903 Rell et al., 1992). Do mesmo modo. pacientes com
seraderma pigmentoso, que € uma sindrome com deficidéncia no
~eparo de DNA e sensibilidade a luz solar., apresentam
envelhecimento precoce e fTregquéncia elevada de cincer de pele.

celulas desses individuos &m Qra = numero de guebras

cromossdmicas apds exposicio & UV, o gque fornece forte evidéncia

da ligacdo entre esse tipo de radiacg3o, mutaclies n¥o reparadas

no DNA e céncer (Casati et al., 1991). Qutra observacdo a favor

dessa hipdtese proveém de estudos que revelam defici@ncia em

,.uuv
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mecanismos de reparo de fotoprodutos em fibroblastos de
carcinoma espinocelular e de aueratose actinic um tipo de
lesdo benigna que predisplie a esse tipo de céncer (Hori et al.,
1992 .

OQutras condicies., como & porogqueratose. também
manifestam instabilidade cromossomica € predisposicio
malignizacdo cutinea em regiies do organismo expostas a lusz
solar (Otsuka et al.. 1988: Sandberg. 1990). sa enfermidade &

wda por lesBies de pele originadas de clones anormals

epiderme (Scappaticci et al.. 198%c: & Schaumbura-—
Lever, 1990) & # geralmente herdada como um traco auntosssnico
dominante, embora existam descricties de casos esporadicos
iteratura (Otsuka et al., 19893 Sandberag, 1990).

Existem cinco formas distintas dessa patologia. A
porogueratose tipo placa, originalmente descrita por M1 L 11 em
1889 (Reed & Leone, 1970), gque manifesta uma dnica erupcio de
aloguns centimetros de diametro., com borda elevada, & afeta
preferencialmente as edtremidades & a face de individuos acima
de 40 anos de idade. 0 segundo tipo € a porogueratose actinica
disseminada superficial. que & o tipo mais comum & consiste de

maltiplas de pequeno digmetro em areas expostas ao sol. A
linear envolve um unico segmento do o tem
tribuicdo generalizada e s s lest freguentemente surgem a

partir de nevos verrucosos. Um grande numero de pequenas lesles

gue afetam principalmente as palmas das m3ons e as plantas

pés, mas que podem envolver outras areas, sdo tipicas da forma

plantaris, palmaris e disseminada. Ao contrario., & forma

£

punctata & restrita a palma das mdos e as plantas dos peées. De
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modo geral. o aspectc istoldgico de todas as formas & muito
semelhante, sendo marcado pela presenca de colunas
queratinizadas no centro de invaginagties formadas pela epiderme,
onde sXo encontrados ndcleos picnoticos basdfilos (Lever
Schaumburg—-Lever, 1990).

Do ponto de vista molecular, o : de leslies de
pele associadas com exposicio a luz solar ou das celulas
cutdneas submetidas natural ou artificialmente & agio dos raios
UY. embora escasso, temn revelado alteracgles em oncogenes e
genes supressores de tumor. Por exemplo, ja foi
fregquéncia elevada de mutacglies tipicas da irradiacio W nos
oncogenes RAS de tumores de pele provenientes de individuos
normais ou portadores de xeroderma pigmentoso. Levando em
consideracio que a proteina ras & um transdutor dos sinails
mitogénicos, tais mu Mes podem desestabilizar intensamente os
mecanismos de regulacio da divis2o celular {(Kahn & Graf, 19883

Dava—-Grosjean et al.. 1993). Em relacfo ao protoncogene FOS., tem

sido relatada sua expressio aumentada induzida por WUV en

gueratindcitos de pessoas idosas. Esse fato pode ser responsavel

pelo estimulo da divis¥do celular levando a tumores "in vive" ou
a transformac3o maligna "in wvitro" ado que esse onocogene
parece estar envolvido na proliferagdo e diferenciacdo de
queratindcitos de recém—-nascidos em resposta a doses
fisioldgicas de W (Garmyn et al., 1993) Mo caso de QEnes
supressores de tumor, ja foram observadas mutaclles do tipo

dimero de pirimidina no gene TPS3E em carcinomas espinocelulares
e r~

de pele. Esse achado estd de acordo com a funciio protetora desse
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gene, que mostra nivels aumentados em células epidérmicas

sua exposic3o A irradiacdio WUV (Brash et al.., 19913 Hall
1 Gy by R 1
Em relacH ws anal ises citogenéticas de lesties de

as com a exposicdo a UV, muitos resultados interessantes
foram obtidos. For exemplo, em relagdo a porogueratose., os
trabalhos Jja realizados referem diferentes aberraces
cromossomicas clonais e ndo clonais, tanto estruturais como
numeéricas, muitas das quais s3o maltiplas e n3do relacionadas
(Taylor et al., 19733 Machino et al.., 1984;:; Otsuka et al..
1921). A andlise de pele normal de pacientes com tal enfermidade
tambem revelou a presenca de alteracties esporddicas e
recorrentes, essas Ultimas com o envolvimento preferencial do
cromossomo 3 cci et al.., 198%c), enquanto linfdcitos
desses pacientes e fibroblastos de individuos normais. usados
como controles, ndo evidenciaram alteractes cariotipicas. Otsuka
et al. (1991) mostraram que & freguéncia das anormalidades
cromossomicas € maior em fibroblastos e gueratinédcitos
provenientes das lesties, sequida daquelas de pele aparentemente
nio afetada e de controles normais. Tais achados indicam
instabilidade cromossdmica nesses pacientes e, embora tal
caracteristica n#o tenha sido esclarecida. o fato de suas
Slulas serem SEMNS ; letais
favar de um defeito no sistema de reparo do DNA,
relacionado com o desenvolvimento da enfermidade e, mesmo. com
sua malignizacdo (Otsuka et al..

dos melanomas A

comprometimento preferencial dos cromo

b
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smas achados ndEo tenham sido verific em alguns tipos de
nevaos que predisplem a : (Cowan et al.., 1988: Trent

et alc; 1970},
espinocelulares & as neoplasias

e pre-malignas apresentam, por sua vez,

frequiéncia elevada ; C simples ou mabltiplas

ndo relacionadas (Fitchett et al., 1984; Heim et al., 1988,

198%2a;; 'by"cs Martenstet al..,“172859x, by 199155 198%& .,
b: kKawasaki et al.. 1991 a. b) xristem sugestiies de gue essas
alteracges indicam origem multicelular de tais neoplasias (Heim
et al.. 1988). Além disso, as obsevacties histoldgicas de
neoplasias cutidneas revelam fTocos priméarios maltiplos. o que
sugere uma predisposicdo ageral do tecido & malignizaclo e
favorece a hipdtese de policlonalidade. Levando-se em
consideracdo que a acdo da luz solar sobre o tegumento € ampla
e, muitas vezes, longa e i nio seria suwrpreendente o
apareci dee tumores multiplos em diferentes pontos do
epitélio (Slaughter et al.., 1953).

Uma hipdtese alternativa & de que a presenca de clones
nio relacionados reflete condicgies de cultivo. Entretanto. Heim
et al. (198%c) analisando a evolucHo cariotipica de uma linhagem

de carcinoma espinocelular "in situ" mostraram reduc3o
camplexidade genética proporcional ao ndmero de repigues
realizados.

COutra observacgdo interessante nesse grupo de tumores é

Treguencia elevada de rearranjos cromossomicos esporadicos
a2 semelhanca dos clonais. evidenciam instabilidade

dos tecidos envolvidos. Tais anomalias podem
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I.3. OBJETIVOS
Com b - s consilderagidies citadas, fica evidente a

da pesquisa em celulas cutaneas de pacientes com

lest que predisplie ao cancer de pele como também daguelas de

individuos idosos que estiveram ou ndo sujeitas & acdo da

Ho solar.
Mssim. 0 presente trabalho teve como objetivos:
— Investigar a aCcorrencia cle aberractes Cromossamicas
@ nao clonais em fibroblastos de indivaduos
risco aumentado de desenvolverem céEncer de pele,

agueles - de lestBes de porogueratose

normal sxposta ao  sol proveniente de individuos jovens e

Comparar os eventos citogeneticos encontrados nas lesbes
de com o descritos em fibroblastos de pele
normal dos pacientes.

ns achados citogenéticos de pele normal expo
ndao exposta a luz solar, de individuos jovens & idosos
entre s1 & com os dados da literatura.

Faonecer subsidios. & possivel . para o proand

lestes incipientes detectadas.
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II. MATERIAL E MeTODOS

I1.1. Material

Foram analisadas 12 amostras de pele proveniente:

s de

lesties de quatro pacientes portadores de porogueratose e de

cito amostras de pele normal. Entre essas dltimas. cinco

provenientes de regities do corpo expostas a luz solar e trés

regifies n3o expostas a luz solar. As amostras foram envi

2ram

cle

adas

pelo Servigo de Cirurgia Flastica e pelo Ambulatdrio de

Dermatologia do Hospital de Base da Faculdade Regional de

Medicina de S3o0 José do Rio Freto.

Ns pacientes, nove do sexo feminino e trés do
masculino. tinham idades variando de [ “E anos .
caucasoides, de classe social meaclia baixa e pertenci

populacEo rural e urbana da regido de S3o José do Rio Freto.

I1I1.2. Métodos

sSexo

21 &l

am &

As culturas de células foram desenvolvidas segundo

técnica descrita por Bird & Forrester (1981) e Freshney(1987)

com modificacgles., descrita a seqguir. O0s meios de cultu
demais soluces utilizadas estdo relacionados no Apéndice.

I1.2.1. Colheita das amos

-

=

a2

As amostras, cerca de 0,5 a 1,0 cm™ de tecido., foram

colhidas assepticamente apds anestesia local e incisdo

cam




cm

bhhisturi e transferidas para um recipiente estéril contendo
soluc3o salina de Hanks e antibidticos. (0 material foi
encaminhado ao laboratdric acompanhado de uma fTicha informativa
sobre o paciente e foi mantido & temperatura ambiente ou a S°C

um periodo de até 24 horas. a fim de assequrar a viabilidade

celulas.

samento inicial do tecido

Todas as amostras foram manipuladas em cEmara de fluxo

laminar vertical ou horizontal, previamente limpa com solucdo

germicida e alcool 70%4. 0 material foi lavado em quatro banhos

consecutivos de soluclHo de Hanks com antibidticos e fungicida.
Em seguida, fol transferido para uma placa de PFPetri plastica
contendo pequena quantidade de meio de cultura incompleto onde

mm= . com

~3

foi dissociado mecanicamente em fragmentos e 1 a

auxilio de tesoura & pinca.
I1.2.53. Cultivocelular

FMlgumas amostras foram submetidas a desagregacdo
enzimatica. Assim sendo, os fTragmentos foram transferidos para
um fTrasco estéril descartavel (Descarplast) com 0,% ml de
colagenase (concentracio final de 2000 U/ml) e 4,3 ml de meio
completo @ incubados a 37k por Z4 a 7& horas. Apds

periodo, a suspensido celular foili centrifugada a 1000 rpm e

lavada em meio de cultura. 0 sedimento foi 3 em dois

A
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Vi
1 2 3 4 5 6 q unespw.l 12 13 14 15 1l .17

18



cm

rascos plasticos com 4 ml de meio de cultura completo e

reincubado por 24 Em seauida, o meio foi substituido para

eliminacgido do material necrdético.

Dz fragmentos das amostras que ndo sofreram
desagregacio enzimatica foram colocados diretamente em dois
frascos estéreis descartaveis sobre um filme de soro fetal
bovino. Com os frascos invertidos, foram adicionados 2 ml de
meio completo de tal forma & n3o permitir que a solucdo entrasse
em contato com os fragmentos e, assim, facilitar a sua fixagio

substrato. Apos incubacio a 37°C por 24 horas, s frascos
voltaram & posicdo original. ficando ent3o o material banhado
pelo meio de cultura.

0 acompanhamento diario do crescimento celular e da
atividade mitdtica. apds a semeadura, fol feito em microscopio
invertido e o meio foli substituido a cada dois ou trés dias. F
ocasi3o da confluéncia celular, o meio foi completamente
removido e o fundo do frasco lavado duas vezes com solugdHo
salina de Hanks., para retirada do edcesso de soro gque poderia
prejudicar o processo subsequente. Em seguida. foram adicionados

ml de solucdo de . tripsina/EDTA pré—-aquecida. por dois a
quatro minutos., para gque as c#lulas se soltassem do sul ato.
Apds a remocdo da scolucHo enzimatica, 32 ml de meio completo
foram adicionados e o0s frascos foram submetidos a intensa
agitacdo. gue causouw descolamento e desagregacdo da camada
celular.

Quando o numero de focos de confluéEncia celular era
baixo, a suspensiio celular obtida permaneceu no mesmo frasco.

Entretanto, guando a densidade celular era muito alta, A
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suspensio fol dividida em duas ou mais réplicas, posteriormente

~eincubadas a 3I7°C.

1I1.2.4. Rloqueio., hipotonizagso, fixacdo & coloracdo

material

No momento em gue as culturas mostraram nuamero
satisfatdrio de = em divisdo., a divisdo celular foli
interrompida co . adi colcemide por duas a quatro
dezessels horas (concentraclo final 2 ua/ml e 1 ua/ml,
respectivamente). Apds esse intervalo, o meio foli substituido

8 ml de solucdHo hipotonica L1 de citrato de sodio
1% & os frascos foram reincubados por 30 minutos. A suspensio
celular foi centrifugada por 8 minutos a 1000 rpm e fixada com
solucdo de metancl @ &cido aceético (3:1). 0O material foi

gotejado em lé@minas umidas e geladas, aque foram flambadas e

F0°C por 20 minutos e submetidas & teécnica de

bandamento 6. segundo Selden et al. (1975) e Grouchi & Turleau

(1977) .
II1.2.9. Analise cromossomica

M analise crome Gmica fol realizada emmicroscopio marca

JENA., modelos JENAVAL & JENAMED 2 & os eventos
fotografados em microscdopio Carl Zeiss ORERKQOCHE
andard WL com egipamento fotografico MC 624, com filme ILFORD,

ASA. Os negativos foram revelados com revelador Kodak D-72, em

£

diluic8o l:1 por 2.5 minutos a temperatura T, B
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foram feitas em papel Kodabromide F3 e Kodabrome Frint RC F3
Foi estudado o maior nmimero possivel de celulas de
a uma das réplicas cultivadas. A& analise das metafases foi
~ada total guando permitic a identificaclio de todos os

cromossomos e parcial guando pelo menos sete pares
cromossomicos puderam ser identificados. A investigacdo em
—oloracdo usual foi realizada em metdafases cUjos CromosSsSOomos.,
apds o tratamento com tripsina, ndo apresentaram banda.

A ldentificacdo e a classificac¥o dos eventos
citogeneticos foram feitas de acordo com a Conferéncia de Faris
(FParis Conference, 19723 19735) e com o ISCN (1978, 1985 e 1991).
Foli considerada clonal a alteraclo estrutural ou hiperdiploidia
observada em duas ouw mais celulas de réplicas diferentes da
mesma cultura (ISCN, 19913 Mertens et al., 1992) Em relacdo as
hipodiploidias a clonalidade ¢ foi considerada quando a
anomalia esteve presente em tris células de duas ou mais
réplicas da cultura. A frequéncia dos eventos do tipo
poliploidia., endorreduplicac3o e separaciio de cromatides foi
calculada com relacio ao numero de metafases obtidas, enguanto

freguéncias de aberracies cromossémicas estruturais e

numeéricas, com excecdo das anteriormente citadas, foram

com base no numero de metdfases analisadas.
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III. RESULTADOS

Faram cultivadas amostras de pele de &6l individuos,
e 37 do sexn feminino, com idades variando
Quarenta e trés foram provenientes de regifes
COFpo expos s a luz solar, 12 foram Fegifes
Corpo ndo expostas & luz solar
poroqueratose Os fraomentos de pele n3o & sol
provieram das regides axilar. clavicular, abdominal ,
da mama e da planta do pes enquanto aguel de regiles expostas
ao sol provieram da palpebra, labio e outros segmentos faciais,
braco e dorso da m¥o. Ambos os tipos foram obtidos em
cirurgias reparativas ou de outra nature
Do total, apenas 12 culturas (19.7%) tiveram sucesso
uma vez que, entre as restantes, algumas sofreram contaminacio
bacteriana (19/61), por fungos (6/61) ou ambas (3/61). outras
mostraram numero insuficiente de metafases para (10/61)
auséncia de crescimento (3/61), falta de ad A0 a0 substrato
(4/61) ou evidéncias de Senescéncia e morte (2/61).
Todas elas foram pro adas segundo & técnica de explante., nd8o
desagregacio enzimidtica e, em ageral, levaram de sete a
para e birem sinais de crescimento. A Tabela 1 cantém
dados relativos ao material da bidpsia, idade e sexo tloe
causas do insucesso de 49 culturas.,
os 13X pacientes cujas amostras

metafases passiveis de analise, apenas um era fumante

era diabético (240), um era hipertenso (231), um ingeria

Tegretol e Talidomida (926) e um ingeria Puran T4 (844). Todo:




Tabela 1.

Caso Material Idade Sexo Sem ades3o Com ades3o e Com ades3o sem

ao frasco contaminacio contaminacfo
AC MC AM

M2 2 ¢

>4

2 € ¢ 2K > €

les¥o de poroqueratose; P => pele:; E =» exposta A
ndo exposta & luz solary B == bacterianay F => fungicas

bacteriana e fungicas; AC =* auséncia de crescimento; MC

celular @ AM =F auséncia de metafases em condiclies




os demais ndo referiram gue faziam uso 2 qualguer R LAiDCO

(924, P30, 931, 937 e 940) foram submetidos & exérese de

algum tipo de 1 de pele., tendo um deles (926) recebido
cobaltoterapia antes da retirada do material cutd@neo. Trés
pacientes (844, 926 e 947) fizeram referéncia a outro tipo de
necplasia gque ndEo cutidnea e dois (2246 e 221) possuiam histdria
de cincer familial. Todos os 5 b 5, nove meilheres
e trégs homens. eram cau com idades variando de 13 & &8
ANosS .

Cuatro a5 eram de leslies de
porogueratose (P44, 255, 957 e 44 2 as demalils eram peles
normais provenientes de reqgities do corpo expostas & luz solar
(P26, 93I0, FIE7, 940 e F6IT) ou nHo (844, 931 e 967). 0 periodo de
cultivo das réplicas obtidas variou de 22 a 40 dias

-

blogueio da divis3Ho com solugHo de colcemide de duas a

164 horas. A Tabela 2 mostra os dados relativos as 12 amostras,

idade e sexo dos pacientes. periodo de cultivo e de blogueio da
celular.

De modo geral. o numerc de metdfases obtido foi
peqgquena, exceto no caso 930, ou Ccromossomos  apressentaram
morfologia pobre dificultando a andlise citogenética. Muit:
vezes, a técnica de bandamento G ndEo mostrou result

os cromossomnos foram estudados em coloracdo
ou 560 foli realizada andlise parcial com identificac3o de sete
mais pares cromossimicos

Fara melhor compreensio resultados, os casos foram

reunidos em trEs grupos principais: amostras provenientes de
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Tabela 2. Dados relativos ao material da bidpsia, idade

entes, periodo  de (dias) e de blogueio

divisdo celular (horas) e numero de replicas obtidas
casns com metafases passivels de analise.
Sexo Periodo de Periodo de Numero de

cultivo blogueio réplicas obtidas
(horas)

peles = = edposta a luz
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leslies de e @ amostras de pele normal provenientes
de regilies expostas ou nHEo & 12 osolar Esses dois Ultimos
agrupos foram subdivididos em amostras de individuos com idade
superior ou inferior & 40 anos. As sracteristicas clinicas

citogenédticas de cada caso serido descritas a seguir, £ss

resumidas s Tabe]

III. Amostras de lesties de porogueratose

CASO 9446

Um garoto de 13 anos de idade., estudante & nao
fumante, apresentava desde o0s sete de vida manchas
zintomaticas na face, com crescimento lento & progressivo,
eristicas da porogqueratose tipo placa ou de Mibellil
teferiu gue uma tia materna (caso %464
o mesmo quadro clinico
Foi iniciada a cultura de uma pequena amostra

lestes em duas réplicas. Uma delas (B} n#Ho

crescimento celular & fol descartada e a outra (A) comegou a

proliferar apds dez dias de cultivo. 0 conteudo celular foi
subdividido em du: naovas réplicas | e A2) que. passados 22
dias de cultivo. tiveram suas atividdes mitdticas interrompidas
com a adicglo de colcemide por duas hora

Nas 177 metafases obtidas,
L3 vel eam uma celula @ cinco permitiram a analise parcial

duas delas CoOm caridgtipo 5 N =

Foi encontrada Lim& U icea
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Tabela 3.

Aberracles cromossdmicas

detectadas

afetadas [ ] entre aguelas obtidas

nos casos de porogueratose.,

(MO) & analisadas {(MA)

nuamero

cl

metafa

46 XY del (17)tqg) [1]
AR AY w1711
Foliploidia [77]
Endorreduplicacidio [1]

Foliploidia [4]

47 XX ,+C [8]

46 ,XX,+Cy—F [1]
Ao XX e=BOC 1]
45, XX, ~C,+E [2]
B, XX, ~Gy+tmar [2
Foliploidia [3]

Foliploidia [20]
Separacio de cromatides
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Tabela 4.

PELE EXPOSTA
FPacientes com idade superior a 40 anos
P24 b XY +tE—0G [1]
(Y t+tmar [1]

Foliploidia [1]

Separac¥o de cromatides [3]

9l XX VY. ~B,dic{19) 1]

46, XY (15321 )(gldzglld) [3]

464, XY,18p+ [38]

47 XY . +12p~ [1]

46, XY ,del(11)(g) [1]

485 XY =122 170" b1 ]

Ao XY s — il

oy i eel=an i 1]

Al Xy =19 (1]

44 XY ~C,~6G [1]

R ey & e B B 0 K

N f A b B s B e ol e PR

Foliploidia [Z29]

Endorreduplicacdo [7]

Separacido de cromatides [2]

4&H XX, (3:9)(q2935q11l) [2]

45, XX,~B [1]

430 X yB [1]

Oh XX =B @1

Foliploidia [9]
P40 Separacio de cromatides [17]
Pacientes com idade inferior a 40 anos
QLA Foliplodia [1]

Endorreduplicacio [2]

Separaciio de cromatides [2]
PELE NARDO EXPOSTA
Pacientes com idade superior a 40 anos
@44 S e b S ey (R |

baiabarerrnlty dEalE

4b, XX ~CxtE 27

45 ,XX,~R [2]

45, XX«—C [11]

45, XX.~E [1]

44 . XX, —C,.~C L[1]

45Xy =Gs—Ey=O [1]

435 XXy=Cs—~Ex—G [1]

e e L

Foliploidia [4]

Endorreduplicacso

46, X.del (X{glZ))

45,%,19q97 [1]

44 XX, ~C [

44, XX, ~C

Qb XX 4 =Dy =G +mar ,+mar [1]

Foliploidia [G]

Separac¥o de cromatides [E9]
Paciente com idade inferior a 40 anos
=y Foliploidia [2]
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endorreduplicacdo e 77 ) das 177 encontradas eram

polipldides.

CASO 92355

paciente, de 32 anos de idade, descendente de
stica & nio fumante. o aparecimento, tr
anos antes, de manchas acastanhadas nos membros inferiores e
posteriormente na face. que foram diagnosticadas como
superficial disseminada. A paciente
referiu ainda que ndEo fazia uso de drogas topic
Uma peqguena amostra de uma das lestes fol colocada em

cultivo em duas réplicas iniciais,., que comegaram a proliferar
apds dez dias aproximadamente e sofreram repiques. Fassados 34

dias., foi realizada nova subdivisdo do conteludo celular

originando oito réplicas (All, Al2, AZ21l, AZ2, R1ll, E1Z, BZl e

BEZZ)., quatro delas posteriormente contaminadas por fungos (AZ21,
BZ]l e B2Z22 e as gquatro restantes com
interrompido por colcemide durante gquatro horas.
As celulas, depoils de hipotonizadas
submetidas & técnica de bandamento 6
encontradas. apenas cinco 2 anal ise

parcial. com caridtipos aparentemente normails.

presenca de quatro celulas polipldides.

A
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CASO 957

A paciente, de 61 anos de idade, ¢ cendente de
ianos, ndo fumante & nN¥o usuaria de drogas topicas relatou

s 34 anos abservow o aparecimento de = 1 acastanhadas

e posteriormente nos bragos e na face. & que tinha

uma fTilha Tambeém portadora de tais leslies €M ame

histopatoldgico revelou tratar-—s af= [ a2 actinica

disseminada.
Fragmentos provenientes d =¥ lesties foram
duas réplicas iniciais, que mostraram sinais de crescimento
dias apds o inicio da cultura. Ambas sofreram rFepligues

réeplicas foram também subdivididas, de tal forma que
aquelas originadas do frasco A (All. A1Z2, A21 e A2Z) Ffaram
colhidas 27 dias apts o ini > da cultura com colcemide por
quatro horas e as derivadas b frasco B inicial (EBil, R1Z,
e B2Z) apresentaram contaminac3o por fungos e bactérias e foram
descartadas.

Foram encontradas 454 metdfases das quais uma unica
foi analisada parcialmente apds bandamento 6 e &5 foram
estudadas em coloracio usual. Trés delas eram polipldides e seis
mostraram perdas cromossdmicas aparentemente casuais, duas delas
tinham caridtipo 46,-C,+E, uma era 46,+C,~F e duas outras
mostravam a presenca de um cromossomo marcador associada

monossomia G. Alem dessas, oito metafases de réplicas diferent

revelaram um cromossomo O gxtra
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Ma analise de 50 linfdcocitos do sanoue periférico dessa

paciente n3do foi det tada gualguer

CASO 964

A paciente, de 26 anos, ndo fumante e doméstica. ndo

usn de drogas tédpicas e apresentou manchas acastanhadas no

pescoco. braco & tédrax diagnosticadas como leslies de

porogueratose de Mibelli. Relatou, durante a anamnese, 0
acometimento de um sobrinho (caso 94&6) pelo mesmo tipo de lesdo.
A cultura da primeira delas foi iniciada em dois Trascos,

todavia um deles {A) contaminacdo por fungos

aproximadamente 30 di: depois dos fragmentos terem

plantados., enquanto o outro (B) foi submetido a subdivisHo

conteldo celular e as réplicas (Bl e BZ) tiveram sua
proliferacdo interrompida com colcemide por duas horas, 40 dias
aptts o0 inicio da cultura.

0 material foi submetido a bandamento G e foram
encontradas 108 metafases das qguails cinco permitiram andli

cariotipo normal. 20 (18%) eram polipldides

mostraram separacio de cromatides.

III1.2. Amostras de pele normal proveniente de regilles do corpo

expostas a luz solar

I1I11.2.1. Individuos com idade superior a 40 anos




cm

CASO 926

Em 1987. foram diagnosticadas no paciente, fumante
moderado (de ¢ s a olto dia) e entdo com 42 anos
de idade, lesdes ulcerativas nas mucosas bucal e peniana
diagnosticadas como histiococitose X, uma enfermidade maligna de
pele. Fassou entdo a fazer uso de Talidomida, cujo efeito
imunomodulador tem grande eficidéncia em tratamento de dlceras
orais e aenitais, e de Tegretol como analag@#sico. Inicialmente,
o paciente r pondew bem ao tratamento mas. quatro anos mal
tarde. houve recidiva & exibiu atraviés de radiografias. a
presenca de met (NERE OSSeas as tibias tendo que sear
submetido & i 1 radioterdpico por um periodo de 37 dis
Relatou durante a anamnese histdria familial de cancer.

No ano seguinte, desenvolveu um carcinoma basocelular

na regifio frontal, que foi retirado Jjuntamente com uma amostra

i

de pele prdéxima a les3o. A cultura dessa amostra de pele foil
iniciada em duas réplicas e, 23 iepois, uma delas (A) foi
subdividida em duas (Al e AZ) gue foram mantidas por mais quatro

em cultivo e, em seqguida, tratadas com colcemide por 1é
horas. A outra réplica (B) teve seu crescimento interrompido

aptgs o inicio da

Foram ; 848 metafase

itiram andalise total e nove a analist narcial apds
andamento G. Uma célula era polipldide e trés : divisdo
centromérica e consequents separacho de cromdtides. Em uma dnics

Tol tatadao o ; 47 XY o +mar (Figura 3a) e em
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dic(19)

Cariogramas parcialis mostrando alteractes

esporadicas em amostras de pele
normal @ (a) +mar do =t P2E (b)
p wid G0 - Y{gld:;q22) com repre & o esguematicas
(c) +12p~ e (d) dic(19) ,  caso 9303 ()
MoONOSs0 X e 19g° do caso 93] @ (f)
£(E:92)(q293q1l) com representa 2 ica do
caso 97%7. As setas indicam 0s s de quebra.
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outra 46,XY.+E.-G. sendo

Normals.

CAS0 930

0 paciente,

aliana, vendedor

de Dermatologia para a

[

regifio cervical. N&o havia

anteriormente e ndo relatou

cancer em membros da

Juntamente com &

realizada a

les®o, que £

Uma delas (A)

apresentou

terem sido explantados.

celular 47 dias depois de

subdivididas em dolis frascos

novamente subdivididas. As

tiveram seu cultivo

16 horas, 37 dias aptds o

BZ mostraram contaminacdo

semeadura.

Mas 752

possaivel em 34,

outras

permitiram apenas o estudo

presenca de 29 células

cromossomo 19 dicéntrico

Lima

enaquean tao a

ter

auatro
interrompido
inicio

por

metdafases

a4
&m
wmliplaides

(Figura

lulas aparentemente

de idade e descendéncia

foli atendido pelo Ambulatdrio

de um carcinoma basocelular da

tido qualqguer outro tipo de les3o

uso topico de drogas ou histdria de

familia.

da les3o do carcinoma. fToi

amostra de pele normal préddima &

cultura em duas réplicas iniciais.

21 dias apds os fragmentos

outra (RB) mostrou divisdo

sido

iniciada. Ambas foram, ent3o,.

(Al e AL

Drimeilras.

réplicas (All, ALZ. AZ1L e A22)

com a adigio de colcemide por

da cultura, & as réplicas

fungos, aproximadamente dols

obtidas., & analise total sd

tiveram analise parcial

usual. Foi verificada &

color

(Figura 4), uma delas L

Sd) . sete com endorreduplicacio
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Figura 4. Fotomicrografia parcial de uma metédfase

caso Y350,
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(Figura 3 =) com separacdo de cromatide Também foram
detectadas seis metafases com perdas cromo micas CasUE

outras com arioctipos 45,XY,-12,17p , 4&6.XY,1l1lq"
47 XY .+12p" (Figura 3c). Além dessas, 358 células

réplicas eram portadoras de um cromossomo 18 com o braco curto

aumentado (18p ) (Figura é&a) nas quatro replicas estudadas e

trés mostraram a translocacdo t{(13:;21)(gld4:922) (Figura 3b). NHo

foli verificada gualguer alteraclo em 30 linfdcitos do sangue

perifeérico do paciente.

CASO 237

A paciente, de 47 anos de idade, doméstica, ndo
fumante e qgque n3do usava drogas tdpicas, foi para o
Ambulatédrio de Dermatologia para exérese de um nevo na face. Na
asifdo. ndo relatou histdria pessoal de ' rem néa
familia, & foi submetida & retirada de um fragmento de pele do
dorso de sua
Fesa amostra de tecido cutdneo foli colocada em cultura
em duas réplicas iniciais (A e B), gue apds 20 dias da semeadura
subdivididas em novas réplicas (Al, AZ, Bl e RBZ). Ao
completarem 23 dias em cultivo, todas as replicas tiveram seu
crescimento blogueado com a adicgio de colcemide por 16 horas.
Apds a utilizagdo da técnica de bandamento 6. foram
encontradas 105 metadfases das aquails duas permitiram andlise
total., oito andlise parcial e 17 em coloracdo usual. duas com

—aridtipo 46,XX,.t(3:9)(g29:g11l) (Figura 3f), uma 46,XX.~B,+7E
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Fotomicrografia parcial

endorreduplicac3o do caso 930,
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Cariogramas parciais mostrando L aberracties
S oy g go TS s o hess - — - - e r == - - - o [on T 3
cromossomicas clonais: (a) 18p° do CAaAS0 750, (b)
moNossomia C e trissomia E do caso 844 52 e

del (X)(gl3) do caso 931.
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duas outras com 3 Cromossomicas casuals. Nove metafases

entre aguelas obtidas eram polipldides.

CASO 940

A paciente de &8 anos de idade. descendente de
espanhdis, nido fumante e domeéstica. desenvolveuw diabetes apds os
40 anos de idade & era portadora de gastrite crénica leve.
“rocurou Dermatologia com gueixa de uma lesdo
acastanhada na face, gue produzia sensacdo de qQueilimacHo  sem
sangramento, diagnosticada como carcinoma basocelular. N&o

,

apresen histéria de lesfies similares nem de ocorréncia de

cadncer familial.

Um pequeno fragmento de pele normal da face fol obtido

dessa paciente e fol imediatamente colocado em cultura, em duas

réplicas iniciais. Ambos os frascos mostraram crescimento

celular de 15 a 18 dias apds a semeadura e foram submetidos a

subdivis®o do material. fAs réplicas tiveram atividade mitdtica

interrompida apds aproximadamente 30 dias de cultivo,

adicdo de colcemide por duas horas. Foram encontradas 101
uma delas analisada totalmente, duas parcialmente &

coloracdo usual, todas com cariotipo aparentemente normal.

celulas mostraram separacio de cromatides.
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I11.2.2. Individuos com idade inferior a 40 anos

CASO 963

Foi extraida do braco esguerdo da paciente (J&
descrita no caso 9264) uma pequena amostra de pele normal, cuja
cultura foi iniciada em dois frascos, um dos qguais ndEo mostrow

celular e fol descartado. O outro, porém, apresentou
sinais de proliferac¥o depois de 153 dias de cultivo, sendo
subdividido em duas réplicas (Bl e B2 que tiveram a divisio
celular interrompida com colcemide por 16 horas, 359 dias apds a
semeadura.

3 material foi submetido & técnics de bandamento G e
um total de 121 metafases foi obtido, das guais apenas sete
permitiram parcial & mostraram caridtipo aparentemente
normal. Uma udnica célula era poliplédide, duas outras
evidenciaram endorreduplicaco e duas exibiram separacdo de

cromatides.

I11.3. Amostras de pele normal proveniente de regifies do corpo

ndo expostas & luz solar

II1.3.1. Individuos com idade superior a 40 anos
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CASO 844

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

descendente de portugueses, fol submetida, guatro anos da

consulta a uma cirurgia para retirada de um carcinoma
papilifero de tiredide e, em decorréncia disso, fazia uso da
droga Furan T4. FPassado esse episddio e em virtude do aumento do
volume das mamas, fol encaminhada ao Servico de Cirurgia
Flastica e submetida a intervencdo cirdrgica para bidpsia de

que foram diagnosticados como doenca fibrocistica da
mama. Na ocasido, fol realizada a de uma amostra de pele
desse local e a cultura foi iniciada em dois frascos, gque
mostraram proliferacio celular 18 dias apds a semeadura. Uma das
réplicas (A) sofreuw trés subdivisfies enguanto & outra (R)
apenas duas. Todas as réplicas derivadas das iniciais sofreram
interrupc3o de suas atividades mitdticas com colcemide por duas
horas, apéds aproximadamente 23 dias de cultivo., porem apenas
trés continham células em condiglies de analise (Al1ll, AlLlZ e

il 3]s

Nas trés réplicas foram encontradas 76 metafases, das
auais quatro eram polipldides & uma mostrou endorreduplicacio.
AQuarenta e oito metadAfases puderam ser estudadas em coloragdo
usual. 12 delas mostiraram perdas cromossimicas Ccasuais. Uuma com
trissomia F, e duas metaAfases de réplicas diferentes

apresentaram caridtipo 44,.~-C,+E (Figura 6&b).
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CASO 931

paciente, com 54 « costureira. ndo fumante e
hipert 2, Ja havia sido submetida & exdrese de cistos benignos
de mama & tinha histdria familial de cé@ncer. Durante a bidpsia
de um nevo pigmentado na reglilo clavicular,

a retirada de uma peqguena amostra de pele normal prdéaxima
lesHo.

Esse Tragmento de tecido cutéEneo foi cultivado em dois
frascos. que mostraram sinais de crescimento apds 20 dias de
cultivo. 0 frasco B sofreu blogueio da divis#o com colcemide por 16
horas, 3 Fragmentos serem explantados, enquanto o

subdividido em guatro réplicas (All, AlZ, AZl e AZE),
que foram blogueadas com colcemide por trés horas apoas 39
cultivo.

Foram obtidas Lo metafases. 13 analisadas

parcialmente. cinco totalmente & 39 foram estudadas em

usual. Cinco eram polipldides e 29 apresentaram separacso de

cromatides (Figura 7). Em uma das réplicas., fol detectada uma

3 ; i i - i -
célula com caridtipo 435,X,1%q9 (Figura Ze) e em do

diferentes foli verificada uma defic

braco longo do cromossomo X (delX(gl3)) (Figura 6c). Na analise

de 50 linfdcitos do sangue preiférico dessa paciente ndo foi

observada gualguer alteracdo.
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IIT.3.2. Individuos com idade inferior a 40 anos

CASO 9467

Foi cult

paciente com 18 anos

P i e
razila

Parcia

coloracio

LU &AM

estudante,

durante cirurai

mamaria. Apr
cul tura
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IV. DISCUSSRAD

No present trabalho, foram cultivadas 37 amostras de
pele provenientes de individuos do sexo feminino & 24 do sexo

masculino. Apesar do numero total de casos ser relativamente

pequeno, houve uma breve predomindncia nd3o intencional do

primeiro grupo sobre o segundo. Esse resultado. muito
provavelmente, foi decorrente do fato de

espécimes de regifies do corpo ndo edpost

dos quais foram obtidos em cirurgias plastica

As ldades dos pacientes, embora muito varidavelis.
astavam concentradas numa faixa superior aos 40 anos (E = &1,
porque era objetivo do trabalho estudar aqgue com maior
probabilidade de apresentar caracteristicas de senescéncia e
risco de ciadncer. Individuos com idades inferiores também fizeram
parte da amostra para comparacio com O Primeiro grupo 8 porgue
alguns eram g de porogueratose, uma cue

a neoplasia. NHo foi possivel a obtencido de
equivaléncia entre o numero de casos com idade superior e
inferior a 40 anos em virtude das dificuldades. discutidas a
sequir, no processamento 2 manipulac3o das amostras e, também,
devido ao fato do encaminhamento dos espécimes ndo depender de
uma es A rigorosamente direcionada.

Com o objetivo de diminuir as varidveis que pudessem
influenciar os resultados, foli tentado o cultivo de amostras de
pele expoxta e n¥Eo exposta do mesmo paciente, o gue mostrou-se

LASE Sempre nEo viavel em consequencia dos problemas

enfrentados durante a sua cultura, como a contaminacio. o baixo
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indice mitdtico ou a morfologia pobre dos cromossomos obtidos.
A contaminacio pode ser explicada, em parte. pelo fato
pele constituir o revestimento externo do organismo e ser
colonizada por um grande numero de micrordganismos encontrados na

Eles incluem bactérias, fungos g leveduras e podem ser
agrupados em duas categorias: os residentes e os transitdrios.
Os primeiros sdo aqueles que Z na pele e sdo estavelis em
numero & composicio enquanto os outros tém presenca transitdria
na superficie do tegumento (Roth & James, 1788).

Embora tenha sido realizada a assepsia no local da
bidpsia 8 os fragmentos de tecido tenham sido lavados em solugio
contendo antibidticos & fungicida antes de serem manipulados. ©
numero de contaminacHo por bactérias (31%4). por fungos (10%) ou
por ambos os agentes (54) foli grande. Muito freguentemente, logo

apds a semeadura, Ja eram evidentes o8 seus sSinails, gQue ram

acompanhados pela diminuigso do pH do meio, pelo desprendimento

das celulas do substrato e pela conseguente morte da cultura. e
ossivel . poOr 1SS0, aque o indicio da propagacdo dos
microrganismos tenha ocorrido por ocasido da colheita do

material ou da sua introduci3o no meio de transporte, ante

mesmo, portanto, do seuw manuseio no laboratdrio.
Em relacdo ao tipo de desagregacdo
tratamento enzimatico empregado nos experimentos iniciais ni3o se
ao contrario do que comumente ocorre com
cul turas de células tumorais e, por isso. a dissociac®o mecidnica
teécnica de explante foram utilizadas nos demais casos. Esse
resultadeo foi provavelmente decorrente da perda de células

viavels que, em geral, ocorre quando o material & submetido a




cm

enzimaticos (Freshney., 1987).
dos culdados iniciais citados, os fragmentos
explantados nem sempre aderiram ao frasco ou, quando aderiram,
nao mostraram proliferacfio celular satisfatdria. acarretando a
eliminacdo dessas culturas ainda incipientes. B possivel que tal
fato tenha ocorrido em virtude de fatores inerentes as condicles
utilizadas. For exemplo, os frascos eram incubados em estutas

nao providas de suprimento controlado de gas carbonico

e, talvez por isso, as funclies vitais. como &

ficaram prejudicadas e comprometeram a viabilidade e
proliferacio das células 1987). Além disso. e
sabidamente reconhecida a importincia da estimulaci3io por fatores
de crescimento em culturas de tecidos sdlidos (Boyvce & Ham,
1984 Fittelkow & Shipley. 1989; Teyssier, 198%9) e, no entanto.
nao foi feita a utilizac¥o dessas substidncias, o que pode
responder, pelo menos em parte, pelo fracasso em alguns casos.
Outra hipdtese que pode explicar uma porcentagem
insucesso observado e a resposta diminuida dos tecidos
individuos i1dosos a estimulos mitogEnicos (Schneider, 1979).
foi amplamente no inicio esse trabalho qgue

n

1las. apds um determinado numero de divistes oy g Y o i

apresentar alteracles morfo-fisioldgicas. entram

processo de senescéncia. param de se duplicar & morr

" i

(Holliday., 1990). Tal fato pode ser observado "in vivo" (= in

e constituil uma das principails evideéncias da teoria do
envelhecimento programadoe (Hayflick, 1979). Realmente, os
estudados gque mostraram auséncia de crescimento ou culturas

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

resultado seja fruto da resposta deficiente das células as

condiglies fornecidas., em virtude da iminEncia do limiar de suas

potencial idades.

fibroblastos de pele normal, ao contrario de

celulas tumorais., levam longos periodos de tempo para apresentar

0os primeiros sinais de proliferac3o celular "in vitro"
(Thompson, 1991) ls casos agqul descritos evidenciaram

de multiplicacdo celular entre sete e 20 dias terem sido

permaneceram em cultivo por periodos variados de

sete semanas. gquando foram submetidos a tratamento

enzimatico para subdivisdo em novos frascos. 0 indice mitdtico

em alguns deles foi muito bom e permitiu gue o numero

replicas obtido fosse, em média, maior gque Em outr

entretanto., as culturas apresentaram baixo indice
mitdtico por razties desconhecidas e resultaram em poucas
metafases. Eles tiveram, por isso, seus periodos de blogueio da
divis¥o celular ampliados de duas a guatro horas para 16 horas
na tentativa 3 ser obtido um ndmero maior de células que
permitisse posterior analise citogenética. Todavia., nem sempre
os artificios empregados converteram em sucesso. A fregquéncia de

s com auséncia de metafases passivels de andlise foli

& alguns daquele 2 QL foi possivel sua
mostraram cromoassomos muito contra: 5, resistentes
tratamento utilizado = bandamento
possibilitando. maior parte das eres, apenas o estudo

coloracdo usual.




s 12 amostras gue permitiram & analise foram
agrupadas de acordo com o grau de risco dos pacientes
correspondentes desenvolverem neoplasias de pele. Inicialmente

discutidos os casos de porogueratose, seguidos dos casos

a luz solar e, finalmente, dagqueles de pele n3o

IV.1. LestBies de porogueratose
A porogueratose, como referido anteriormente. € um
lesdio de pele gue apresenta formas clinicas variadas
(Lever & Schaumburg-lLever, 1990) e propensi3o ao desenvolvimento
de ci3ncer cutineo, como carcinomas baso & espinocelulares
(Fusaro, 1989). tudos por microfluorimetria (Imakado et al.,

Otsuka et al., 1988) demonstraram conteldos elevad

na epiderme de leslies dessa doenca e sugeriram que esse
achado reflete a existéncia de peqgquencs clones neopldsicos gue
respondem pelas irreqgularidades mitdticas observadas e &
provavelmente uma manifestacdo de es iniciais da
malignizacdo. Realmente, muitas lestes malignas como CAarcinoma
colo-retal (Kouri, 1993), céEncer de mama (Witzig et al.., 1993) e
carcinomas de pele (Aledo et al., FEB:; Atkin & Raker, 1990)

evidenciam esse fenomeno. Herzberg (19%92) tambeém referéncias

a poliploidizac®o do DMA em diferentes tumores de pele e, apesar

dos resultados serem conflitantes provavelmente por decorréncia
das diferencas técnicas entre . afirmou gue
A

podem ser usados no diagndstico e no progndstico de algumas

dessas condicbes.




Todos as amostras de porogueratose estudadas mostraram
poliploidia apenas nos dolis casos o tipo placa ouw de
Mibelli (c 5 448 e 264) esse evento foi verificado em
freguéncia bastante alta, : 9 e 18%. Tal achado

concorddncia s dados da literatura citados acima e

indicar instabilidade genetica. T muL . situaces,
entretanto, e a anomalia & referida como um efeito das
condicies "in vitro" (Chen & Shaw, 1973). mas

aceito quando a freguéncia observada & muito elevada,
como nas amostras em questio. Além disso. o espécime 964 difere
quanto a esse fendmeno do caso 9263, uma amostra de pele normal
da mesma paciente, cultivada em paralelo com a anterior. culia
frequéncia de poliploidia n3o atingiu 1%. Esse resultado parece
sugerir que fibroblastos da lesio realmente possuem mailor

instabilidade genética, o gue pode resultar no aparecimento de

clones anormais na epiderme (Scappaticci et al.. 198%c: Lever &

« 19290) e refletir o seu potencial
malignizacs
Constam na literatura alguns relatos sobre &
aberracies cromossdmicas em amostras de porogqueratose
No estudo de Tavlor et al. (1973)., apesar de anterior
recursos da técnica de bandamento cromossomico, foram detectadas
de forma esporadica ouw recorrente, diferentes aneuploidias
cromossomos marcadores, provavelmente represent FEAFFAn]Os
ruturais n¥o relacionados N ecimes analisade a0
(1991) . foram igualmente verificadas anomalias

recorrentes, as primeiras principalmente do tipo




Tabela &. Frequéncia de aberractes cromo Smicas recorrentes
em casos de por

AMOSTRA QLTEHACRG RECORRENTE ALTERAGCAO ESPORADICA
[MAf/MA]

Tavlor et aauly Gé XY o ~B.tmar[3/3 numéricas/estruturais
al., 1975 Qﬁ_XY_ i B %&,imu:fhh ]
46 XY ,~B =3 +F ,+mar[&6/30]
Gb, XY g —F oG imur +mar [ &/ 30]
46, XY, _C_~,qwu AL kA ~o,
M & r‘.lnmr..ln. n“[‘/
463,}{)’_ ..... _._ql'mul" Pl ..-'_J
Qb XX, ~Ctmar[5/30]
86 IXX . “2 =3y +C y~Dy+mar
-+marl_’f"tﬂ
86 XX, ~E ,+mar[3/33]
Scappaticci P! E(9:310)(pli:plS)[2/100]
et al-s (3321)(pld;pll)[5/100]
1989¢ £(17:22)(Q22:pl1)[3/100]
diclider(21)]1[2/100]
PO 223 nlSsgdd ) 2 /501
del(l18)(pli)[2/100][2/50]
del(T)Eplﬁ)T“:ﬁﬂ]rq/qﬁ]
E333) (g213:q292)L3/507]
delfx}(pla)L‘/bU} _
Otsuka et  PNS 47 XY +12[3/100] Z7 XNl ply
Al lHsl w&.»amY,+lC S0/100]
' 45, X ,~Y[5/100]
47 XY y+7
46, XY t(1:8)(qg73q?)
GH XY E(13510) (g dag?)
Géy o XY o {(ll""‘Qchl.,(']'?}
46 4 kf 19p e
46, XY, “pP 1ap™,
der(lé)
47 XY (+12[11/50]

45, -Y[8/100] 4"\ 5(1'.}.” i
47 4 ArqlEL;.iUUJ
4?,%?.11WE"KIU”3
47 « XY «
#0g 47 XY ‘[”ITHuJ
x!/,_&‘f -l,?lr /1007
FO9 4/.kxFiXLo,1UUJ
47 XX +18L2/100]
FNDETE poliplodia
FOMS4 & 4é XY o d e-*i L7
45,XY.
pmllplﬁiﬂlﬁ
poliploidia
45, XX ~C
45 XXy —EytE
A& XX o +0  ~F
Gé KX =G, +mar
poliploidia
FOMP4&4 poliplodia

3o de porogqueratose de Mibelli; FO =3
poroqueratose; F > pele normal de pacientes com poroguarat -
nuamero de metafases afetadas e & x numero de ﬂmdmfﬁFH?
analisadas.
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estrutural e as outras do tipo numérico. Felo menos em um

anomalias foram miltiplas e n8o relacionadas. Os
citogengticos das amostras de porogueratose presentemente
compreenderam monossomias & trissomias totais ou
parcialis e cromossomos marcadores, além de euploidias jé& citadas
(Tabela Z). A maioria das aberraclies fol esporddicea e do tipo
numérica e em um caso fol observada uma alterac3o clonal.

Duas células com caridtipos

L (17)(n) foram encontradas no caso 946. Embora

sejam ndo clonais, € importante salientar. em relacio
primeira anomalia, gue o TEESE estsd localizado no cromossomo
17 (17pl3) e gue sua alteracdo € considerada um passo importante
no processc oplédsico (Weinberg, 1991) e j4 foi observada como
decorrente da aci3o da luz WV em lesties de pele (Erash et al.,
19913 Hall et al.. 1993).

Maorocaso 955, paciente era portador de
porogueratose  act ica disseminada superticial, além de
aberracties casuais, fol constatada a presenca de um clone com
caridtipo 47, X,.+C nas diferentes réplicas analisadas mas n&o
nos linfdcitos do sangue periférico. Um cromossomo C extra
fambém ja fol observado por outros autores em algumas células de
leses de porogqueratose. tanto nos queratindcitos epidermicos
como nos fibroblastos dérmicos., & correspondem as trissomias 7

X (Tavlor et al.. 1973; Otsuka et al.., 1991).
No presente estudo, como a aneuploidia foi clonal e

portanto, esteve presente in vivo" « & possivel gque ela esteia
relacionada com & origem da doenga 2 com alteracgles na expressio

génica e no metabolismo celular. Além disso, aberraglies
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nidc permitem excluir a hipdtese de que pelo menos alaumas das
anomalias cromossodmicas observadas nas leslies pré-neoplasicas da

doenca constituem 5 PDASSOs D processo de malignizacdo.

IV.2. Amostras de pele proveniente de regibties do corpo expostas
a luz solar
Das cinco amostras de pele exposta estudadas. quatro

de individuos com idade superior a 40 anos. Em trés

delas (926, 9320 e ?37) foram encontradas ceélulas polipldides e,

-

penas no caso 9230, células com endorreduplicac3o, porém em
frequéncias ndo elevadas. Um outro fenomeno verificado

metafases analisadas fol o da separacio de cromatides (casos

e 240). Em relacio a esse evento, ha controversias

quanto a nomenclatura empregada. Chamla (1988) fez referéncia a

um fendmeno muito semelhante zo observado no presente trabalho,

que foli por ele citado de C-anafase. sendo dependente

colchicina & n#o associado a patologias. Atkin & Baker (19%92).

batizaram esse evento de falha mitdtica do fuso e

sua Ccorrencia em alguns tipos de neoplasias, como

seminomas e doencas hematopodgticas, & 9 sugeriram Que embora

possam ser consequiEncia de condicties "in vitro" . n¥o é possivel
excluir a hipdtese de representarem marcadores tumorals ou serem
responsavels pela origem de células polipldides. Deve ser
salientado que todos os casos observados no presente estudo com
essa alteracdo. inclusive um de pele ndo exposta & luz solar
(?231), foram submetidos a periodos de blogueio da divisdo

celular com colcemide por 16 horas, ao contrério dos demals.

Esae dado. portanto., reforca & idéia de que tal fendgmeno,
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independente da nomenclatura adot

atuantes no

cultivo celu)

caracteristicas da célula analisada.

Trés das

ada, pode ser produto de

lar e n3o decorrentes de

pele exposta exibiram alteracties

2 NUMEerlicas

paciente tinha

basocelular, mostrou,

sido submetido

0 caso 930, por exemplo,

s ederese de um carcinoma

além de aneuploidias nporddicas, um clone

y ! ; . = "
com cariotipo 46,.XY,18p , trés ceélulas com a translocaclo

t(133:21)(q29;

envolvendo os segmentos

aléem

aoutras anomalias estruturais

liater, 12 e 17p.

Como j& referido, o qgene supressor de tumor TR3E esta

mapeado em 17pl3 e

neaoplasias tem sido

cromossoma 11, foi

terminals em sarcoma

amplamente

sua importé@nc

ia no desenvolvimento de

reconhecida. Em relac3o ao

identificada a participacio de bandas 1lg

Ewing. que &

celulas neuroectodérmicas. & tal a

um tipo de tumor originado

chado fala a favor de

local gque participam do processo neoplasico (Sellerid

al.. 1991). Analises

seus genes desempenham

doencas linfoproliferativas

um papel

T

reqgifo 12q.

RO SSUa A VEeZd . sugerem aque

fundamental no desenvolvimento

caracterizadas pela trissomia

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

198%9) . Alteracies desse

os genes da qgueratina

tumor de pele (Sozzi

anomalias observadas

ter tido gqualquer papel

No caso da

deve ser referido gue

1 2 3 4 5

6

agamento. que contém o oncogene ERRRZ

e 7., també

m ja foram verificadas em

et al.. 1988). De qualqguer modo.

foram

nas celulas d

banda

sspordadicas e podem n3o

etectadas.

alterac¥o do braco curto do cromossomo 18,

Jja foi mapeado o gens da
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enzima sintetase do timidilato, gque @& muito importante na
duplicac®o do DNA pois mantém sua sintese em taxas normais.
Condictes de estresse, que limitam a atividade dessa enzima.
descontrolam o nivel de desoxinucleotideos e CAaLSAam
instabilidade genética como mutacdo, recombinac3o. fragmentacio
do DNA, aberracio cromossomica € troca entre cromatides irmas
(Hori et al., 19%0). A insercido de sequéencias de DMNA ne
regiso, portanto, poderia levar a lteracgies na ; &
atividade da proteina resultando no comprometimento da sintese
de DNA (Solomon et al., 1991).

A translocacdo t(l13321 ambem pode ter efeitos na
celula portadors handa  13g. compoarta o gense RBL, gue & um
supressor de tumor. cuja perda atraves de translocagido, por
exemplo. estd implicada no desenvolvimento de retinoblastoma e
osteossarcoma (Hansen et al.. 198%5%). Além disso, na banda 21q2%

t¥o mapeados trés locos génicos bastante importantes: o &GOD-1.,
0 AFF e o EFMLI. 0 primeiro deles codifica a enzima superdxido
desmutase. que atua no reparo de lesties oxidativas e cujo papel

na senescéncia Tol amplamente discutido (Cox et al., 1984). 0O

gene AFF codifica o peptideo beta-amildide. acumulado em forma

de placa nas celulas nervosas de pacientes com doencga de
Alzheimer e implicado nas caracteristicas de senescéncia des
condicHo (85t. George-Hyslop et al.., 1987). F : o EFML &
responsavel por um tipo de epilepsia miocldnica gue apresenta
= no DNA mitocondrial e acumulo de lipofuscina nos
neurdnios (Lehesjoki et al., 19%91), achados esses que tém si
descritos muitas vezes em tecidos de individuos idosos

(kKirkland, 12893 Brunk et al.q
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consequEncia, a translocacdo t(13:21) pode levar a
estrutura ou na taxa de sintese de alguns produtos e resultar
metabdlicos capazes de comprometer as funches
zlulares culminando em senescéncia e morte celular ou &m
proliferacio desordenada.
foi detectada em duas células analisadas
a translocacgdo t(3:;9) com pontos de quebra em 2590 155 S
regido do cromossomo 9 corresponde & heterocromatina
constitutiva engquanto aguela do cromossomo 2 possuil o gene da
enzima dependente do folato., a sintetase do folilpoliglutamato.
imprescindivel na sintese de DNA (Jones et al.. 1980). Sua
funcdo pode ser alterada em decorréncia da translocacio e, ocom
isso, os mecanismos de divisdo celular podem ficar
comprometidos. © 5 que o envolvimento dessas regid
cromossomicas ja foi observado em melanoma maligno (Kakati
al.., 19773 Becher et al., 1983).

As unicas amostras de pele exposta que ndo exibiram

alteracties z com excecdo de poliploidia

endorreduplicaci3o, foram & 9240 e a 263. Ambas tiveram um pequeno

namearao de metidfases analisadas 8 a segunda era proveniente de
individuo com idade inferior a 40 anos. Tals condicties podem ter
sido responsavels pelos achados normals Nesses Casos.

Y

embora o caso 926. gue também teve poucas metdfases analisadas,

tenha apresentado algumas anormalidades cariotipicas.

Amostras de pele proveniente de reqgibdies do corpo nd3o

expostas a luz solar

amostras de pele n¥Eo exposta & luz solar foram
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obtidas de pacientes que manifestaram cistos de mama.

poliploidia n3o foli frequente., porém a separacio de cromatides

.

foli observada em 19,47 das celulas encontradas no caso 231 gque,

entretanto, pode ter sido resultante da acdso prolongada de
colcemide a gue foi submetido o espécime. Esse caso também
revelouw instabilidade cromossdmica na forma de aneuploidias e
diferentes alteraclies esporadicas, entre elas a
deficigncia del(X){ql3) em 31.4% das células de replicas

Tal achado significa que essa aberracioc cromossémica

Ltava presente "in vivo" no local g provavelmente
ausente em outros tecidos, dado que a andlise dos linfédcitos do
sangue periférico excluiv mosaicos com freguéEncia de &% ou

com probabilidade de 954 (Hook, 1977). & interessante

Lar nesse ponto gue essa pacien manifestava um nevo na
Feqido proxima ao fragmento de pele biopsiado e que a banda Xql3
ja foi relatada em aberracles observadas em melanoma maligno
(Federsen et al.. 1984).

0 cromossomo X apresenta mecanism = regulacdo
praprio, que resulta na inativaclo dos genes de um dos membros
do par cromossomico para que haja equivaléncia génica entre
homens & mulhers A inativacido desse X parece decorrer da

pressio de um gene denominado XIC {(centro de inativagdo do X)

em Xgl {(Brown et al., 1991). 0O ponto de aguebra no caso

pode, portanto, ter afetado o gene XIC resultando na ativacd3o
permanente desse Ccromossomo € na expressiio de genes em
quantidades anormais, como por exemplo o da polimerase alfa do

DNA., que estd mapeado em Xp2Z.1-p21.7 e gue participa

do processo de divisZo celular {(Wong et al., 1987).
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também revelou um pequeno clone M Lima
provavel deficié&ncia parcial de um cromossomo C, levando a uma
SURC s trissomia E. além de muitas aneuploidias diferente
Embora o material E nesses dois Ultimos casos (844 g

tenha tido origem em pele ndo exposta. as

possuiam idade superior a 40 anos e as diversas anomalias
detectadas podem representar uma mutacio constitucional em
mosalco = frequéncia baixa.

De modo geral, em trés as o0ito amostras de pele
normal estudadas foram observadas alteractes estruturais clonais
que afet ate 234 do total de células analisadas. A
frequencia de rearranjos ndo clonais, principalmente do tipo
numérico, exceto as euploidias, variouw de 4 a 84U, Esse achados
est3o de acordo com os poucos dados j& publicados sobre andlises
citogenéticas de bidpsias de pele normal provenientes

nao expostas ao sol. 0 dnico trabalho encontrado na

AL 1to (Mertens ; 252 detectou

anomalias clonai em dois de

estudados mas nenhuma em pele n3do exposta, & uma porcents
celulas com altera i eeporadlcas ual & Y4 no

primeiro grupo & 34 no segundo grupo (Tabela &).

is resultados ganham importancia qgquando comparados
com agueles de tumores cutidneos do ipo carcinomas baso
rinacelulares e de seus correspondentes henignos e pr
ignos (Tabela &6). Nesses casos, 0% dados ja publicados
ostram 24 com anomalias clonails., e pelo menos dez nos guails

miltiplos e ndo relacionados (Fitchett et al., 1984;

i
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Tabela 6. Frequéncia de aberractes cromossémicas

tumores de B2 pele

Tipo de amostra/ Namero
Referéncia de

TUMORES MALIGNOS

Ca Basocelular
Scappaticci et al.. 198%9hb
Et a l - n _1. Y91a
et al.s 1%51ib
ethalsqr 1992

Ca Espinocelular
et al..
Mertens et al..

TUMORES BENIGNOS

Ca espinccelular "in situ”

Scappaticci et al.. 198%a
Mertens et al.. 1992

Queratoacantoma
et al..

Papiloma
Mertens et al.. 19972

FPELE NORMAL

Exposta
Mertens et al..
Fresente estudo

N3o exposta
Mertens et al..

Fresente estudo

AC =% aberraclies cromossomicas

cromossomicas ndo clonais e CA

1 2 3 4 5 6

normal .

Numero de
casos com

em

amostras

% média do numero

de metafases com

clonaiss
carcinoma.

ANC

12

13

14

aberra G Bes
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Heim et al.., 19 Heim et al., 1989b: Mertens et al.. 198%a;
Scappaticeci et al.. 198%a, b Kawasski et al.., 198%a. b: Mertens
et al.. 1992). As alteractes caricotipicaes compreenderam
principalmentes translocacties balanceadas. mas deficliéncias
isOoCromnossomos. monossomias & trissomias ja& foram
SSEM entretanto 0 revelar um cromossomo ou s eqmen to cromosssmico
consistentemente afetado. Rearranjos esporddicos também foram
detectados em todos os tipos de tumores de pele e afetaram ateé
das metafases.

A aparente semelhanca de caracteristicas citogenéticas
em pele normal e cutiineas pode ser casual, dado que o
numero de casos estudados & ainda pequeno, pelo menos no
primeiro grupo. Entre os tumores os achados arncomalias
clomnais multiplas nHo relacionadas foram inicialmente
interpretados como sugestivos de origem multifocal da
(Heim et al., 1988) Entretanto a Sua presenca em pele normal
constitui uma evidéncia indireta = que os clones ndo refletem
populactes de celulas tumorais, apesar de ser excluida
a possibilidade de que eles representem predisposicio &
malignizacido (Mertens et al., 1992).

For outro o, amostras de pele proveniente de

regifies ndo @xpos a luz solar edibem freguéncias mals bai

dessas anomalias, em especila das clonais., gque aqguelas

provenlientes de reqgides expostas Tabela &). E 1 observagsHo
parece indicar gue a sua etiologia estd associada & irradiacdo
UV, um agente sabidamente mutagénico £ desencadeante de Lumores

pele. De qualguer modo, ocutros fatores gue ndo & lusz

Auvnr
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2lacionados com & —arcinogénese. Entre

podem ser citados uma alimentacdo pobre em beta—-caroteno,

vitamina C, cruciferas e peixes (Kune et al., 1992) & a prdpria

predisposicio hereditaria (Czarnecke et al.., 1992). Sendo assim.
fibroblastos cutdneos acumulariam no DNA, em virtude da
exposiciio a fatores potencialmente carcinogénicos cujos efeitos
seriam mais evidentes gquanto maior fosse o seu periodo de agio.
Em consequéncia, individuos idosos teriam uma frequéncia maior
dessas alteracties. Healmente, os dois pacientes com idades
inferiores a 40 anos estudados no presente trabalho mostraram
aberraclies cariotipicas.
Ao contrario dos dados da literatura (Mertens et al..
duas amostras de nido exdpostas & luz exibiram clones
com rearranjos : = um cromossomo O, ildentificado em
um deles como sendo o X. Embora as pacientes ssUurssem ldades
superiores a 40 anos & 0 resultado talve: decorresse de lesles
por diferentes agentes ao longo do tempo (Mertens et
al., 1992), uma outra possibilidade deve ser =S
anomalias em questdo pode ser constitucionals mesmo nHo estando
presentes em outros tecidos w individuo. & interessante
que em ambos os R Aw = referidos cistos de mama, uma
alteracio resultante de distdrbios hormonais (Lipsett & Lippman,
1981), gue pode representar uma das consequiEncias da aberracgio
cromossamica envolvida. For outro lado, os disturbios enddacrinos
desencadeantes de tais tumores podem constituir a causa das
anomalias caricotipicas observadas e, portanto, indicar a acdo do
ambiente enddgeno na origem de ftais rearranjos clonais

esporadicos e n¥o um efeito direto da luz UV.
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Y. CONCLUSDOES

t&Ecnica e cultura de curta duracgso por 2xplante
e mostrou—-se mais eficaz do gue aguela
realizada apds desagregaciio enzimatica.

fibroblastos de pacientes por

apresentaram poliploidia, em e cial no tipo placa ou de

Mibelli., na qual as foram muito elevadas guando
omparadas com aguelas dex lesBes da forma
actinica disseminada ou mesmo Fibroblastos normais
fibroblastos de pacientes portadores de porogueratose
apresentaram alteraches cromossdmicas ., principalmente
numeéricas, clonais e/ou esporadicas.
0 fenomeno de separaci3io de cromatides nas células analisadas
parece g5 tar assoclado : ondices "in vitro"
representar uma caracteristica da lula analisada
Diversas alteracties citogenet. s esporadicas &  recorrentes
foram detectadas em fibroblastos normais de pele exposi
Ao a luz solar, mostrando-—se mails frequente nos Ccasos
=rram de individuos ido
envolvidos nos FEarran)os
possuem genes relacionados com

com caracteristicas da senescéncia.
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VI. RESUMO

ernvel hecimento & propriedade da maioria dos

organismos. afetando-os em todos os niveis, inclusive em nivel

molecular U= dados experimentais resultantes do s estudo sdo

limitados contrario das especulaclies tedricas gue temtam

explicar seus mecanismos. De acordo tais teorias o

envelhecimento seria o resultado de um programa genetico

existente ou consequEncia de s deletérios em diferentes

moléculas. entre elas o DNA. e em muitos outros componentes
st intimamente

cancer e 0 estdO

elacionados e ambos os processos podem ser inlc: 2]

promovidos por um desequilibrio na regulacdo aénica

aspecto, a peles ' um bom modelo para estudo dos

de determinados agentes. como &

gue poderiam influenciar tumores

sespontans

A fim de investigar os mecanismos do envelhecimento e

da fotocarcineogénese cutidnea, o presente trabalho analisou

celulas cultivadas de pele normal proveniente de Aareas

expostas a =0l & de leslies pré-malignas e

comparou os resultados com agueles de pele de regifies n#Eo

expostas. 0 material consistiu de quatro bidpsias cut@neas
lestes de porogueratose (trés & um homem. com idades

entre 1735 & anos) . cinco amostras de pele de areas expostas a

luz solar ( trés mulheres e dois : com idades entre

58 anos) e trés amostras de pele de areas ndo expostas

solar (trés mulheres., com idades entre 18 2 54 anos).




cm

Todas amostras exibiram poliploidia,
endorreduplicacio ou aberracties icas, sendo a poliploidis
detectada com alta freqguéncia em dois casos de porogqueratose.
Foram obsevados rearranjos clonais em quatro das 12
uma de porogueratose, uma aArea enposta ao sl e duas de areas
Nnido expostas ao sol. todas provenientes de pacientes idosos.
Esses rearranjos consistiram de uma trissomia C, do aumento
braco curto do cromossomo 18, da deficidéncia

uma suposta deficiéncia parcial de um cCcromossomo

cromossomicas estruturais esporadicas ou

recorrentes foram também detectadas em pacientes com idade

avancada e consistiram das translocacties t(13:21) e t(3:9). do
dicéntrico dic(l?). da trissomia = 1ldg, do aumento do braco
longo do 19 & de cromossomos marcadores
Resultados semelhantes, como pequenos

es estruturais esporadicas. tem sido
aobservados em tumores de pele. Os achados do presente trabalho,
portanto. parecem indicar gue & x de
cromossamicos em pele normal de individuos ildosos ou 8m
pré—-malignas, como as de poroqueratose,. reflete o risco

cidos a a transformacdo maligna £ acompanha a carga

que eles estiveram submetidos.

Vi
1 2 3 4 5 6 q unespw.l 12 13 14 15 1l .17

18



cm

VII. SUMMARY

most living organisms and
affects all Fes  from the molecular level to the whole

organism. The wperimental results wlting from the study of

ageing are limited in contrast to the theoretical speculations

which try to explain its mechanisms. In accordanc vith the
theories of ageing., the process may the result of a pre-
existing genetic programme or the sum of deleterious damag in
DNA and other molecules and in many other
Ageing and cancer are clearly 4 and both
may be initiated and promoted by impairments of gene regulation.
this respect, the skin can provide the opportunity to
investiga the effects of agents, like UV radiation, wich could
influence age—related = s and incidence of spontaneous
tumors
To investigate the mechanisms of skin ageing and
hoto-carcinogenesis, the present study short term
cult ed cells of normal skin from extensively sun—exposed areas
or premalignant lesions and compared the results with sun-
ted skin. The material consisted of four cutaneot
from porokeratosis lesions (3 women, 1 men. age
from sun-exposed areas (3 women.
three skin samples fTrom noneXpos
women., age 18-54 vears). All samples exhibited

polyploidy ., endorreduplication or numerical aberrations.
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Foliploidy was detected in very high freqguencies in two

from lesions of poroke

Clonal rearrangements were detected in four of

biopsies, one from porol oEls, one from

the

=

and two from protected areas of elderly patients. They consisted

trissomy C., enlargement of p arm of chromosome

supposed partial deletion of a chromosome

Sporadic or ~ecurrent structure abnormali

o f ; ) vy, dictiv), trissomy 129,

marker chromosomes and were patients.

Similar results like small and sp

-

tructural aberrations have been

tumors Therefore, the findin

that t presence of chromosomal rearrangements in normal

elderly ople or in premalignant lesions reflect the ris

malignant transformation and run

.

148,

L

tie

study sugge
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APENDICE
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=7,
Lw

2nhtracio
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0 do pod de meio de Ham F-10
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Eim
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440, periados de até um més.
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ml de de
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208 UZim] e S LPS S i Am]
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1 ml de solugdo de glutamina 200 mM

20 ul insulina

ita 3

4°C por um
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47 .5 mg de Na~HFO 4

17 mg de vermelho de fenol

108

15 16

5 6
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cm

agua d
de amos
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H i L

{concentragdo final

gquemicetina ceio final 250 U/ml @ 10 ug/ml)

sstocada & el B SElE neses,

2 ml de soluc3o de penicilina/estreptomicina

280 2920 ug/ml) ou de penicilina/

- 0,2 ml de sulfato de gentamicina {concentracg

fimal 0,04 mg/ml)
A soluclo foi estocada a 4YC por seis meses.
b.2. Fara lavagem das amostras
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2 ml de soluclo de penicilina/estreptomicins

e L

(concentracio

quemicetina final 250 U/ml : 10 ug/ml)

0.2 ml de sulfato de gentamicina (concentracio

oy e

final O,04 mg/ml)

a0 ul de anfotericina B {(concentrac¥o final

A solucHo foi estocada & 4°9C por seis me

c. Soluc3o c penicilina/estreptomicina (12500

12500 ug/ml)
)
concentraciio de 1.000.000 U/ml., preparada a partir da

comercial (S5QUIEBR) diluida em dgua desionizada

ml de solucHo
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16
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y) diluida em

periodo de um

de L—-glutamina (FUREX) (200 mM)

?2 g de L-glutamina
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terilizada por filtragdo

pelo periodo de um ano, NO Maximo.
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de gentamicina

BolucHo de sulfato
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U/ml)

A solucHEo comercial SLLL

1/ml oronta para
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14
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Ho de colcemide (SIGHMA) (2

100 ug de colcemide em 10 ml
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filtra G 3“:} u

ml de solucio—-mie de

sem Ca & Mg (solucHo

meses.
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SolucHo aguosa de

temperatura ambiente

acético glacial

preparado pouco antes do uso.

ml de solucHo A
ml
ml de adgua desioni

=paracdo antes

{ Ma :‘:':_I!::'I (] 4 )

51 g de monofos to de potassio (KHLFO4)

ml de 1 lonizac

Ilw
de NalCl
de KC1

de difosfato de sddio

(KH~FO,)




bandamento

=1lna em

RO um

1dro. Apos
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filtrada

cromo

ml

4

rlucHo
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periodo aproximado de s
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SolugHo de
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5 A
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ml
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