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I. INTRODUÇÃO

I.l1. Neoplasias: conceito e classificação

As neoplasias (do grego neo, novo e plasis,forma)

ou neoplasmas são distúrbios patológicos do crescimento celular
caracterizados por uma proliferação relativamente autonoma, ex­

cessiva e incessante de cêlulas, que resulta de uma alteração

induzida por fatores de diferentes naturezas e que pode ser

transmitida às cêlulas filhas. O termo cancer (do latim, signi
ficando caranguejo), tambêm tem sido usado como sinônimo de

neoplasma. Popularmente, o neoplasma é referido como tumor, que /
significa, simplesmente, uma inchação de qualquer etiologia.

Os neoplasmas são considerados benignos quando

crescem lentamente e permanecem localizados, geralmente, causan

do poucos distúrbios aos pacientes acometidos. Suas cêlulas po
dem ser típicas do tecido de origeme, geralmente, possuem um
rítmo de crescimento progressivo e lento, podendo chegar a um
limite e regredir. Quando tendem a se disseminar pelo organis­

mo, por um processo denominado metástase, causando maiores pre­

juízos aos seus hospedeiros, os neoplasmas são classificados co
mo malignos. Comumente, a estrutura das cêlulas destes neoplas
mas €& atípica e o seu ritmo de crescimento ê oscilante, varian­

do de lento a rápido (DIAMANDOPOULOS & MEISSNER, 1985; ROBBINS

e col., 1986).

As neoplasias podem ser de vários tipos, em fun­
ção da cêlula primordialmente envolvida (DIAMANDOPOULOS &

MEISSNER, 1985). A maioria dos tumores benignos ê classificada
histologicamente, adicionando­se o sufixo "oma" ao tipo celular
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que o constitui. Assim, por exemplo, são designados de miomas,

os originados de cêlulas musculares, de adenomas os originados

de cêlulas glandularese de lipomas os originados de células
adiposas.

As neoplasias malignas, por sua vez, são chamadas
carcinomas, quando originadas de cêlulas epiteliais de qualquer
uma das três camadas germinativas, sarcomas, quando derivadas
do tecido conjuntivo ou mesenquimal, e leucemias ou linfomas,

quando referentes ao tecido hematopoêtico. Sempre que possível,

a denominação especifica.o órgão ou tecido de origem. Por exem
plo, designa­se carcinoma espinocelular broncogênico a neopla­

sia malígna das cêlulas escamosas do trato respiratório, de li­

possarcoma a derivada do tecido gorduroso e de linfossarcoma a
do tecido linfático.

Hã muitos anos, as leucemias têm sido separadas
em duas grandes categorias, as agudas e as crônicas, As primei

ras referem­se a doenças de curso rãápido e fatal na maioria dos

pacientes e caracterizam­se pela presença de cêlulas blâásticas

indiferenciadas ou pobremente diferenciadas, As formas crôni­
cas são doenças de curso longo e apresentam cêlulas bem diferen
ciadas. Uma subdivisão adicional dentro de cada uma dessas

categorias divide­as em mielõóide ou não linfocítica e linfóide

ou linfocítica, referindo­se ao tipo celular predominante.
Os linfomas são doenças neoplásicas caracteriza­

das pela proliferação extramedular de cêlulas linforreticulares

e são divididos, com base nos aspectos histológicos do tumor
em dois grupos principais: doença de Hodgkin e linfoma não

Hodgkin. Esses diferem histopatologicamente, apresentando qua
dros particulares de manifestações clínico­laboratoriais (MIALE,
1977; JAMRA­LORENZI, 1983).
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As leucemias e os linfomas, ainda hoje, têm sido

classificados, principalmente, com base em suas caracteristicas

morfológicas. Duas dessas classificações,a FAB(French­American­

British Cooperative Group), específica para leucemias agudas

(BENNETT e col, 1976) e a de WINTROBE (1981) estão apresentadas
nas Tabelas 1 e 2.

No entanto, o desenvolvimento recente na área imu

nologica tem permitido o reconhecimeto das células malignas em

varios estágios de diferenciação, através de anticorpos monoclo

nais especificos para antígenos de superfície  (FOON & * TODD,
1986). Alêém disso, a realização de testes envolvendo reações

citoquímicas e ensaios enzimáticos e de têcnicas de bandamento
cromossômico de alta resolução também tem levado à identifica­

ção de subgrupos caracterizados por aberrações cromossomicas es

pecificas (cf YUNIS, 1983). Sem dúvida, a combinação de crite

rios morfológicos, imunologicos e citogenêticos deve refletir
uma compreensão maior da patogênese e diferenciação das leuce­
mias e linfomas.

Esses mesmos progressos não têm sido observados
com relação aos tumores solidos, tanto sarcomas como carcinomas.

Tais neoplasmas têm sido classificados quase que exclusivamente

com base em critérios morfológicos (ROBBINS e col, 1986). A uti
lização de dados citogenêticos na classificação E prejudicada,

principalmente, pela falta de têcnicas satisfatórias para a pre
paração dos cromossomos e pela dificuldade na análise dos mes­

mos, uma vez que esses tumores tendem a exibir muitas altera

ções cromossômicas numéricas e estruturais (PATHAK, 1986; TRENT

e col, 1986).
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Tabela 1. Classificação das doenças neoplâsicas do sistema he­
matopoêético, segundo WINTROBE (1981), com modifica­
çoes.

I. LEUCEMIAS

A. Leucemia Mielóide

1. Leucemia mielóide crônica (LMC)
a. Típica (Pnº ­ positiva)
b. Atíipica (Ph; ­ negativa)
c. Juvenil (Ph ' ­ negativa)
d. Eosinofílica
e. Basofílica
f. Monocítica

Leucemia mielóide aguda (LMA)
a. Mieloblâstica

. Mielomonoblâstica
« Monocitica

Promielocítica
Eritroblâstica
Eosinofílica
Basofílica
Megacariocítica

B. Leucemia Linfóide

1. Leucemia linfóide crônica (LLC)
­ Leucemia cronica de cêlulas linfossarcomatosas

2. Leucemia linfóide aguda (LLA)
a. subclassificação baseada nos marcadores de superfície

­ tipo comum (tipo Null)
­ celula "EB"
­ celula "T"

b. Leucemia aguda das células linfossarcomatosas
II. LINFOMAS (Tumores primários dos órgãos linfóides)

A. Doença de Hodgkin
1. Esclerose nodular
2. Predominância linfocítica
3. Celularidade mista
4, Deficiência linfocítica

B. Linfomas não Hodgkin
l1. Variantes comuns

a. Difuso ou nodular
b. Linfocítico bem diferenciado
c. Linfociítico mal diferenciado
d. Histiocítico
e. Misto
f. Linfocítico indiferenciado

Variantes incomuns

a. Linfoma de Burkitt
b. Sarcoma imunoblâástico ­ :c. Micose fungoide (Sindrome de Sezari)
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Tabela 2. Classificação FAB das leucemias agudas.

Subtipo Características
FAB

MIELÓIDE AGUDA

mieloblástica sem maturação
mieloblástica com maturação
promielocitica, hipergranular
promielocitica, microgranular
mielomonocítica

monocítica, probremente diferenciada
monocitica, bem diferenciada
eritroleucemia

LINFÓIDE AGUDA

cêlulas pequenas; morfologia homogênea
cêlulas grandes; morfologia heterogênea
cêlulas grandes; morfologia homogênea
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1.2. Cromossomos e neoplasias

Inúmeros estudos têm sugerido a participação de
alterações genêticas no desenvolvimento do câncer. Um dos acha­

dos que reforçam essa hipotese é a existência de condições here
ditárias de câncer como, por exemplo, o retinoblastoma e tumor
de Wilms,.herdados com um padrão recessivo, ou variantes de cãân­
cer de mama, polipose de cólon, carcinoma de cólon e a neurofi­

bromatose, herdados com padrão dominante, muitas vezes com pene
trância incompleta (MARKS, 1981; KNUDSON, 1985; HARNDEN, 19385,

para referências). Todavia, na maior parte dos exemplos de neo
plasias consideradas hereditárias, verifica­se que o que existe
é a herança de uma predisposição ao desenvolvimentodos tumo­
res. Essa predisposição familial foi destacada também por

HARNDEN (1983) em relação à resposta a agentes ambientais consi
derados carcinógenos.

Outras indicações da base genética da transforma­

ção celular são dadas pela demonstração de que os agentes muta
gênicos podem atuar como carcinogênicos (ROWLEY, 1983, 1985;

FORNI, 1984; GEBHART, 1984; MITELMAN, 1984). A maioria dos com

postos mutagenicos­carcinogênicos tem como alvo principal a mo­

lêcula de DNA, sendo que o tipo de lesão ocorrida depende do
agente em questão. Radiações ionizantes e agentes químicos de
gradantes, como a bleomicina e seus análogos, induzem a ocor­
rência de quebras nas cadeias do DNA. Ondas curtas de U.V. pro
movem a formação de díimeros de pirimidinas, enquanto que agen­

tes alquilantes, como a ciclofosfamida e a mitomicina C, e in­

tercalantes como actinomicina D e daunomicina desestabilizam a

molécula e interferem nas suas funções de duplicação e trans­
crição. Além disso, hã substâncias que atuam como antagonistas
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das bases nitrogenadas ou dos folatos inibindo, consequentemen

te, os processos normais de síntese.

As lesões induzidas por esses agentes estão poten
cialmente sujeitas ao reparo celular e aquelas não reparadas,
ou sô parcialmente reparadas, originam aberrações cromossômicas.

As aberrações cromossômicas, por sua vez, também podem partici
par da etapa de iniciação como definir a fase de promoção de um

tumor (LEVAN & MITELMAN, 1975; NOWELL, 1976; MITELMAN & LEVAN,

1981; EVANS, 1982; RADMAN, 1982; SASAKI, 1982; NATARAJAN, 1984;

DE LA CHAPELLE & BERGER, 1984; SANDBERG, 1984; DEWALD e col ,

1985; POPESCU & DIPAOLO, 1985; MITELMAN, 1986).

A primeira referência de uma possível relação cau
sal entre aberrações cromossômicas e câncer é atribuída ao z0o0­

logo alemão Theodore Boveri, pela formulação da hipótese da "mu

tação somática" para a origem do câncer, em 1914, De acordo

com Boveri, a cêlula primordialde um crescimento malígno seria
uma cêlula somática com uma constituição da cromatina anomala,

que levaria ã perda das propriedades normais da cêlula (CROCE &
KOPROWSKI, 1978; NERI, 1984; ambos para referência).

A associação de uma aberração cromossomica com

um tipo específico de câncer foi feita pela primeira vez por
NOWELL & RUNGERFORD (1960), que relacionaram a deficiência par­

cial de um pequeno cromossomo do grupo G, nas células de medula

óssea, com a leucemia mieloide crônica dos pacientes. O cromos
somo alterado foi denominado "Philadelphia" ou Phnl, por TOUGH e
col (1961) e foi reconhecido por ROWLEY (1973) como um cromos­
somo 22, que se apresentava envolvido em uma translocação, ge­
ralmentecom o cromossomo 9.

Posteriormente, inúmeros tipos de câncer foram
sendo associados com aberrações —cromossomicas especificas
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(MITELMAN& LEVAN, 1981; MITELMAN, 1983; YUNIS e col, 1981, 1982;
HART, 1983; YUNIS, 19853, 1985a,b; SANDBERG e col, 1984; BLOOM­
FIELD, 1985, entre outros) ,alguns dos quais estão apresentados
na Tabela 3.

Observa­se, nesta tabela, que a maior parte das

aberrações cromossomicas preferenciais encontradas em .neopla­

sias apresentam­se como translocações recíprocas e deficiências.

GILBERT (1983, 1985) destacou, também, a ocorrência frequente

de duplicações, manifestadas como trissomias completas ou par

ciais e de amplificações gênicas, que consistem na multiplica­

ção de determinadas sequências que podem permanecer incorporadas

ao cromossomo, na forma de regiões homogeneamente coradas (HSR)

ou se manifestarem como fragmentos cromossoômicos pareados,  oS

"double minutes" (DM). Ambos são encontrados em varios tipos

de neoplasmas humanos, como por exemplo, em  neuroblastomas

(GEBHART e col, 1983; BULLERDIEK e col, 1985; BRODEUR & SEEGER,

1986; MELTZER e col, 1986),
Outras anomalias, como as inversões, sao eventos

mais raros. Entretanto, algumas jãá foram encontradas com fre­
quência em certos tipos de câncer, como É o caso da  inversao

pericêntrica do cromossomo 16, comum nas leucemia mieloide

aguda: do tipo M4 (YUNIS, 1985a).

Na maioria dos casos, as anomalias cromossomicas

das cêlulas malignas são adquiridas e tem uma origem clonal,ou

seja, originam­sena cêlula primordial do crescimento maligno
sendo, portanto, específicas do tecido neoplásico (NOWELL,1976).

Entretanto, algumas anomalias cromossômicas constitucionais tam
bêm relacionam­se a neoplasmas específicos. Exemplos desta si­

."tuação são as deficiências da banda 13914, no retinoblastoma
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Tabela 3, Neoplasias associadas com aberrações cromossomicas es
pecíficas, segundo YUNIS (1985a), com modificações.

Doença Aberração Pontos de quebra ou
cromossomica deficiencia

LEUCEMIAS

Leucemia mielóide

Leucemia mieloóoide

Ml

M2

M3

M1, M2, M4, M5,

Leucemia linfoide

Leucemia linfóide
LL

L2

L3

LINFOMAS

Tipo Burkitt
Linfoma difuso

CARCINOMAS

Neuroblastoma

Câncer de pulmão
Retinoblastoma

Tumor de Wilms

cronica

aguda

cronica

aguda

t(9;22)

t(9;22)
t(8;21)

t(15;17)
del 5q
del 7q
+8

t(11;14)
+12

t(1;19)
t(11;14)

t(4;11)

t(8:;:14)

: 3pl4

9934.1 e 22911.21

9934.1 e 22911.21
8q22.1 e 21922.3
15922 e 17911.2
59153 e 5931
7922 e74q9532

11913.3 e 14932.3

1923? e 19p13?
11p13­14 e14913

4921 e 119253

8924.13 e 14932.33

8924.13 e 140932.33
q21 e q25

1p31 e p36
e p23­24

13914
11p13

2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17
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(YUNIS E RAMSAY, 1978; POTLURI e col, 1986), e da banda 11p13,
no denominado complexo WAGR, constituído por tumor de MWilms,
aniridia, anomalias de genitalia e retardo mental (NAKAGOME e

col, 1984; SLATER, 1986).

I.3. Oncogenes

Oncogenes são genes com potencial para a indução
da transformação neoplásica em condições naturais ou experimen­

tais. Mais de trinta oncogenes foram identificados no carioóoti
po humano, muitos dos quais jâã estão mapeados (GORDON, 1985; PI

MENTEL, 1985). Estes genes, aparentemente, desempenham funções

normais e têm um importante papel no controle da divisao celu­

lar sendo, neste estado, definidos como proto­oncogenes(WILLECKE
"

& SCHAFER, 1984). Seus produtos têm sido identificados e com­

preendem fatores de crescimento, receptores da membrana plasmãá­
tica, moduladores da transmissao de sinais através da membrana,
ou substancias que parecem atuar no núcleo celular, agindo di

retamente sobre a duplicação ou transcriçãodo DNA (GORDON,1985).
A ativação de um proto­oncogene poderia levar a

divisão celular desordenada e contribuir para a patogênese do

câncer. Vários mecanismos que podem levar a essa ativação ja foram
identificados. Entre eles, estão a ocorrência de mutação gêni­
ca em ponto, ou seja, de uma alteração espontânea ou induzida

por agentes físicos ou químicos em um pequeno segmento gênico,
e de amplificação gênica, um fenômeno pelo qual o oncogene pas

sa por duplicações sucessivas, resultando em várias cópias ati­
vas do mesmo em: uma mesma cêlula.

Um oncogene pode também ser ativado por incorpora
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ção por um retrovirus. Quando este infecta uma cêlula animal,
Ú

pode incorporar do hospedeiro um oncogene inativado, que passa­

rã a fazer parte do seu complemento genético, assim como do de

sua progênie. Este processo, algumas vezes, ativa O Oncogene e

uma infecção subsequente por aquela linhagem virótica poderá in
duzir uma transformação neoplásica na nova cêlula hospedeira.

Finalmente, a ativação de um oncogene pode ocor­

Ter como consequência de uma aberração cromossômica. Esta,por
exemplo, pode levar à introdução do oncogene em uma posição pró
xima a sequências gênicas reguladoras, que estimulam sua produ­

ção ou, possibilitam que o oncogene escape dos mecanismos que

normalmente controlam sua expressão no cromossomo de origem, le
vando assim ao desenvolvimento do processo maligno. Esse tipo
de ativação à o que ocorre com o oncogene c­myc no linfoma de
Burkitt, um câncer que afeta os linfócitos B do sistema imune
(CROCE & KLEIN, 1985).

— Através de técnicas de hibridização de cêlulas so
máticas ou hibridização molecular tn situ, foram localizados vã
rios oncogenes em regiões cromossômicas envolvidas em transloca
ções recíprocas e em deficiências cromossômicas frequentes em

certas neoplasias humanas. Como exemplo, pode­se citar a loca

lização de c­erb­B2 em 7pl1 (KHAN& SMITH, 1984), de c­myc em
8924 (DALLA­FAVERA e col, 1982, 1983; NEEL e col, 1982; TAUB e
col, 1982), de c­mos em 8922 (NEEL e col, 1982),de c­abl em
99434 (DE KLEIN e col, 1982) ,de c­bcl­1 em 11913 (ERIKSON e col,

1984) ,vde c­ras­H e c­ras­K em 11p14.2, 12pl2.1e 12923.2 (JHANWAR,

1983; GORDON, 1985, para referências) de c­myb e c­fes em 6922.24
e 15925.26 (HARPER e col, 1983), de c­erb­A em 17911. 2(MITELMAN
e col, 1986) e de c­bcl­2 em 18421 (PEGORARO e col, 1984).

Embora a função dos oncogenes nas células normais
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ainda não esteja totalmente esclarecida,o fato deles serem al­
tamente conservados ao longo daevolução reforça a conclusão

de que desempenham papéis essenciais para a cêlula, como o con

trole do crescimento e diferenciação celular (WEINBERG, 1983;|

HUNTER, 1984). Sua associação com determinadas regiões cromos

somicas em neoplasias, portanto, não deve ser casual.

1.4. Sitios frageis

Conforme definição proposta originalmente por

SUTHERLAND (1979a), os sitios frágeis (SF) consistem em re­

giões cromossômicas especificas que se caracterizam por uma fa

lha, geralmente cromossomica, herdada com padrão codominante,

que sob determinadas condiçoes tn vitro originam fragmentos

acêntricos, cromossomos com deficiências e figuras multirra­
diais. Esta Última característica é referida como manifestação

essencial para a classificação de um SF raro (SUTHERLAND,1983).

O primeiro exemplo de fragilidade cromossômica
foi descrito por DEKABAN, em 1965, no braço longo de um cromos

somo do grupo C. LEJEUNE, em 1968, foi o pioneiro em referir a

herdabilidade dessa caracteristica, ao descrever o sitio 2091

em uma mulher e sua filha (cf. SUTHERLAND, 1979b).
Na mesma epoca, LUBS (1969), estudou uma fami­

lia com deficiência mental associada à um cromossomo X marca­

dor, caracterizado por uma constrição secundária na porção dis
tal do braço longo. Tal marcador foi observado com uma frequen
cia de 10 a 33% em celulas de quatro homens com retardo mental severo
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e com frequlência de O a 28% em cêlulas de sete mulheres — nor­
mais da mesma família. No ano seguinte, MAGENIS e col (1970)
designaram como "sitio frágil" a região distal do braço longo
do cromossomo 16, caracterizada pelo aparecimento de quebras

frequentes nesta região, em um probando com deficiência de imu­

noglobulinaA e em outros membros normais de sua família.
A partir destes trabalhos, muitas outras regiões

foram identificadas tn vitro como SF e jã foram observados em
linfócitos, fibroblastos, amniócitos, híbridos de cêlulas somã­
ticas e outros tipos celulares (MAGENIS e col, 1970;SUTHERLAND,
1979b; JACKY & DILL, 1980; JENKINS e col, 1981; JACOBS e col,

1982 ;BRYANT e col, 1983; NUSSBAUM e col, 1983; HECHT & HECHT,

1984a e b; LI & ZHOU, 1985; SMEETS e col, 1985; PETIT e col,1986,

entre outros).

1.4.1. Nomenclatura
Com base nas : regras propostas pela Paris Con­

ference (1971) Suplement (1975), para a caracterização de anoma
lias cromossômicas, os SF foram designados pelo símbolo fra
seguido pela banda cromossômica ­ onde cada um se

localizava. » Entretanto, com o número crescente de des­
crições de sítios frageis surgiram dificuldades em relação a es
ta nomenclatura. Por exemplo, existem dois sitios frágeis em

8924, um em 8924.1 e outro em 89q24,3 (YUNIS & SORENG, 1984), e
o símbolo do SF deveria incluir a sub­banda para que a informa­
ção transmitida fosse correta. Para simplificar foi proposto
na 8º Conferência Internacional Sobre Mapeamento Genético Huma
no (BERGER e col, 1985a), que os SF em cada cromossomo —  fos­
sem identificados por uma letra após a expressão FRA seguida pe
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lo número do cromossomo. Assim, o fra(X)(q27.3) pode ser ago­
ra designado, resumidamente por FRAXA, sendo que cada novo sí­

tio descrito nesse cromossomo terã a próxima letra do alfabeto
para distinguí­lo.

A Tabela 4 apresenta a localização de 18 sitios

frágeis raros jã descritos no cariótipo humano e seu estado, em
relação ao grau de confirmação o que E indicado por C (localiza
ção confirmada)e P (localização com evidência considerável)
(BERGERe col, 1985a).

1.4.2. Padrões de Indução

As primeiras observações dos SF foram feitas quan

do a maioria dos laboratóriosde citogenética humana usava o
meio TC 199 para cultura de linfócitos, um meio relativamente

pobre em vitaminas, inclusive ácido fólico. A partir do inicio
da dêcada de 70, a mudança desse meio para outros que permitiam
melhores Índices mitóticos impediu que tais sítios fossem obser

vados;­ durante anos.: O desenvolvimento de estudos nesta área
sô ocorreu quando SUTHERLAND (1977) reexaminou famílias que ha

viam apresentado SF em estudos anteriores, utilizando o meio
TO 199, e percebeu que tal não ocorria com outros meios de cul­

“tuin,' Esta observação levou­o a concluir que a manifestação de

SF nora induzida por fatores presentes no meio de cultura. A

vartir daí, inúmeros trabalhos foram publicados avaliando
características de expressão desse fenômeno cromossômico.

De acordo com a frequência com a qual se manifes­

tam na população, os SF têm sido agrupados em diferentes clas­
ses. Segundo SUTHERLAND e col (1985a), os SF são designados ra
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Tabela 4. Localização dos sítios frágeis raros segundo BERGER
e col (1985a), modificada. (C = confirmado, descrito
por mais de um laboratório; P = provisório, descrito
com evidência considerável por um laboratorio.

SÍTIO FRÁGIL LOCALIZAÇÃO ESTADO

FRAZA 2911.2

FRAZB 2913

FRA6A 6p23

FRA7A 7pl1.2

FRA8A 8922.3

FRA9A 9p21.1

FRA9B 9932

FRAL OA " 10923.3
FRALOB 10925.2

— FRALIA 11913.3 =
FRAL1B 11923.3

FRA12A 12913.1

FRA16A 16p12.3

FRA1L6B 16922.1

FRAIZA 17p12

FRAZOA 20p11.23

FRAZ2A 22913
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ros quando se encaixam na definição proposta originalmente por

SUTHERLAND (1979a) e têm baixos Indices de expressão na popula
ção. Nestas condições, estão os 18 SF já referidos, um deles

localizado no cromossomo X e os demais em autossomos (SUTHERLAND ,

1979b, 1982a; SUTHERLAND e col, 1980, 1985a). A outra classe

proposta por SUTHERLAND e col (1985a) é a dos SF comuns, que

são assim chamados porque são encontrados em grande número de

indivíduos e muitas vezes em homozigose (SUTHERLAND, 1983;

HOWARD­PEEBLES, 1984). Mais de 50 desses SF comuns — já foram
identificados no cariótipo humano (GLOVER e col, 1984; YUNIS &

SORENG, 1984), e alguns deles tambêm no cariótipo de primatas

(YUNIS & SORENG, 1984; SCHMID e col, 1985).

Com base nas condições de cultivo necessárias pa­

ra sua expressão, SUTHERLAND e col (1985a) e BERGER ecol (1985a)

classificam os SF raros em três grupos:

­ Grupo 1: SF sensíveis ao folato. Sua expressão

em células cultivadas é induzida sob condições de escassez de

ácido timidílico, decorrente da privação de ácido fólico, ou pe

la inibição da redutase do hidrofolato (SUTHERLAND, 1979a,b;

SUTHERLAND & HINTON, 1981). Tais condiçõessão obtidas — pela
adição nas culturas de antagonistas do ácido fólico, como o me­
totrexato (MTX), trimetoprim ou pirimetamina (LEJEUNE e col,

1982; CALVA­MERCADO e col, 1983; SUTHERLAND e col, 1983), de

inibidores da sintetase do acido timidílico, como 5­fluorodeso­

xiuridina (FUdR), fluorodesoxicitidina (FCdR) e trifluorotimidi

na (GLOVER, 1981; TOMMERUP e col, 1981; GLOVER & HOWARD­ PEEBLES,
1983; JACKY & SUTHERLAND, 1983) ou, ainda, pela presença de

concentrações de timidina muito elevadas (SUTHERLAND e col 1985b;
SUTHERLAND & BAKER, 1986). Estes SF são os apresentados na Tabe
la 4 como FRAZA, FRAZB, FRAGA, FRA7A, FRA8BA, FRA9A,  FRA9OB,
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FRA10A, FRAIIA, FRAIIB, FRAIZA, FRAI6A, FRAZOA, FRAZ2A e FRAXA.

­ Grupo 2: SF sensíveis à distamicina A. O FRAI6B

foi o primeiro identificado como insensível ao ácido fólico

(SUTHERLAND, 1979a), pois tem expressão espontânea em muitos in
divíduos. Posteriormente, verificou­se que sua frequência po­
dia ser aumentada por interferon e distamicina A (DUNNER e col,

1983; SHABTAI e col, 1983a). O FRAI7A, tambêm enquadrado neste

grupo, havia sido citado desde a dêcada de 60 (cf GIRAUD e col,
1976) e apesar de ter sido proposto como um SF por SHABTAI e

col (1982), sô mais recentemente foi aceito como tal (SUTHERLAND

e col, 1984). Os SF do grupo 2 também podem ter suas frequên­

cias aumentadas pela adição de Netropsin, Hoechst 33258, bromo

desoxiuridina (5­BrdU) e bromodesoxicitidina (BrdC) (CROCI,1983;
SUTHERLAND e col, 1984; SCHMID e col, 1986).

­ Grupo 3: SF induzíveis por 5­BrdU, sendo o

FRAIOB o único classificado neste grupo (SCHERES & HUSTINX,1980;
SUTHERLAND e col, 1980; SUTHERLAND, 1982b; GOLLIN e col, 1985a;

TAKAHASHI e col, 1985). Este sítio É também referido como sen­
sível à BrdC (SUTHERLANDe col, 1984) e hã indicações de sua ex
pressão espontânea em freqllências que podem ser (TAYLOR& BUNDEY,

1983; GOLLIN e col, 1985b) ou não (PETIT& FRYNS, 1983) aumenta
das pela adição de BrdU.

Assim como os SF raros, os comuns apresentam­se

induzíveis, ou têm um aumento em suas frequências, sob determi
nadas condições de cultivo. Com base nessas características

eles tambêm são classificados em três grupos (SUTHERLAND e col,
 1985a; BERGER e col, 1985a):

­ Grupo 1: SF induzíveis por afidicolina. Estes
sítios apresentam baixo nível de expressão em condições de defi
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ciência de folato (DANIEL e col, 1984), mas podem ser induzidos

em culturas celulares por afidicolina (GLOVER e col,1984; HECHT

e GLOVER, 1984), ou cafeina (YUNIS& SORENG, 1984; GLOVER e col,
1986). Alguns, como o 16923.24, também podem ser induzidos pe­

la adição de uridina ao meio de cultura (LI & ZHOU, 1985). Ou­

tros exemplos destes SF são os localizados em 2931, 3pl4, 6926,
7932 e Xp22.

­ Grupo 2: SF induzíveis por S­azacitidina(5­AZA)
localizados em 19q42 e 19913. A indução máxima destes sitios &

feita pela adição da droga à cultura de linfócitos 5 a 8 horas

antes da colheita do material (SUTHERLAND e col, 1985a).

­ Grupo 3: SF induzíveis por 5­BrdU, localizados
entre outras, nas bandas 6913, 9p21 e 10921. Eles são induzi­

dos pela adição de 5­BrdU à cultura de linfócitos de 4 a 6 ho­

ras antes do têrmino da mesma,

Entretanto, uma melhor classificação para os SF
parece ser a proposta por HECHT (1986), com base tanto nas fre­

quências populacionais como nos padrões de indução, que estã
apresentada na Tabela 5. Os SF raros seriam aqueles com — fre­
qUuências menores que 1% na população, os polimórficos com fre­
quências de 1 a 50% e os comuns com freqliências maiores que 50%.

Os SF designados polimórficos por este autor, foram classificados
como raros por SUTHERLAND e col (1985a).

Não se pode deixar de destacar, contudo, que a

classificação dos SF baseada nas condições de cultivo apesarde prática,
É

artificial, — jã que um mesmo SF pode ser sensível a diferen
tes modos de indução. “Por exemplo, a banda 10925 enquadra­se na
classe dos SF raros sensíveis à 5.BrdU, segundo SUTHERLAND . e

col (1985a), no grupo dos SF polimórficos quando induzido por
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Tabela 5. Classificação dos SF por freqliência e padrão de indu
ção, segundo HECHT (1986).

Classe Frequlência População Padrão de
indução

Raro < 1% Sensível ao folato

Raro < 1% Distamicina A

Polimórfico 1­50% BrdU

“Polimórfico — 1­50% Distamicina A

Comum > 50% Afidicolina

Comum > 50% S­Azacitidina

Comum > 50% BrdU
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5­BrdU, segundo HECHT (1986) e na classe dos SF comuns, quando

induzida por cafeina, segundo YUNIS & SORENG (1984).

1.4.3. Natureza dos sítios frageis

A estrutura do cromossomo ou da molêcula de DNA

na região de um SF ainda não ê conhecida. Apenas o sitio Xq27

foi analisado ao microscópio eletrônico, apresentando­se como
uma descontinuidade com fragmentos ligados ao cromossomo por fi

bras individuais de 25 nanômetros, ou como uma quebra incomple­
ta, com varias fibras cromatídicas ligando os segmentos de for­

ma semelhante ao arranjo visto nos satélites de acrocêntricos.

Nestes últimos casos, o SF nem sempre era visível ao microscó­
pio Optico(HARRISON e col, 1983),

Varias hipóteses têm sido sugeridas para elucidar
a natureza dos SF, Algumas delas os associam com elementos

transponíveis virais, outras com o fenômeno de amplificação de
sequências especiais ou com alterações.no mecanismo de duplica­

ção da própria cadeia.
: SUTHERLAND (19792) propôs, inicialmente, que al

guns SF representassem regiões de modificação viral. A favor

desta hipotese estã o fato de que a integração do adenovírus 12
.

” . Pr "
'

º Saem sitios especificos no genoma humano pode dar origem a lesões

cromossômicas que se assemelham aos SF (Mc DOUGALL, 1971). Além
disso, alguns SF, comoo FRAIGBE, tem sua expressao significati
vamente aumentada por agentes anti­virais como o interferon e a

.distamicina A, e em indivíduos com deficiência imunológica, su­

“gerindo que nestes casos o mesmo fator etiológico seja influen
ciado. Com relação à distamicina A, ê possível que ela provo­

que a excisão do genoma viral integrado ou, alternativamente,
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possibilite a expressão das funções virais por alterar a ativi­

dade da cêlula hospedeira (SCHMID e col, 1980, 1984; SHABTAI e

col, 1980, 1983a; THESTRUP­PEDERSEN e col, 1980).

Mais recentemente, HOEGERMAN & RARY (1986) e

FRIEDMAN & HOWARD­PEEBLES (1986) propuseram modelos segundo os
quais as mutações para o FRAXA resultariam da inserção de ele­
mentos transponíveis virais. Os primeiros autores pressupõem a

ocorrência de perda da função dos genes no sítio de inserção e
dos genes distais a ele, em decorrência do desligamento e perda
do pequeno segmento terminal, apos a excisão do elemento trans
ponível. Os últimos autores elaboraram um modelo mais complexo

no qual os elementos transponíveis desenvolvem atividades tanto
cromossômicas como extra­cromossômicas. Ambos os modelos aten
dem às características especiais de manifestação e transmissão

do . FRAXAna espécie humana e, provavelmente, estão sendo testa

dos com técnicas modernas de genêtica molecular.
Outros autores tentaram associar o SF à amplifica

ção de regiões do genoma. SUTHERLAND­e col (1985b), por exem­
plo, sugeriram que essas regiões, fossem constituídas por * se­
qUuências amplificadas de polipurinas e polipirimidinas alterna­

das que, em condições de deficiência de trifosfato de desoxiti­

midina (dTTP) ou trifosfato de desoxicitidina (dCTP), resulta­

riam em falhas, constituídas por filamentos de DNA unicatenâá­

rio. Essas falhas não se empacotariam corretamente por ocasião
da condensação cromossômica mitótica e manifestar­se­iam como
sítios frágeis. Os autores formularam esta hipótese para expli

"car porque tanto níveis altos como níveis baixos de timidina são
capazes de induzir os SF sensíveis ao folato. A interpretação

bioquímica que apresentam ê que os níveis altos de timidina au

mentam os níveis de dTTP, que por sua vez inibem a redução de
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difosfato de citidina (CDP) a difosfato de desoxicitidina(dCTP),

por inibir a ação da redutase do ribonucleotídeo. O resultado &é

uma situação de deficiência de dCTP, necessário para a sintese
de DNA. Em conclusão, proporções adequadas de dCTP/dTTP inibi­
riam a expressão dos SF, ou ainda, o fator crítico na expressão

do sítio fragil seria a ocorrência de valores elevados ou muito

reduzidos desta proporção.|
Outros autores também propõem a amplificação como

um fenômeno importante para O surgimento de um SF, como NUSSBAUM
e col (1986). Analisandoas característicasdo FRAXA, eles formu
laram a hipotese.de que em individuos normais tal região apresen
taria sequências ricas em pirimidinas, que poderiam ser amplifi­

cadas por permutas não homologas durante a meiose, em gerações

 Sucessivas, constituindo a lesão inicial do FRAXA. Sob condições

usuais de cultivo celular, essas regiões duúplicar­se­iam normal­

mente. Entretanto, sob condições de deficiência de pirimidina,du
rante a fase S do ciclo celular, haveria a incorporação de mono­

fosfato de desoxiuridina. Pela grande extensão do segmento com

incorporação errônea de nucleotídeos, ele não teria condições de

ser excisado corretamente pelos mecanismos de reparo pos­duplica.
ção e a região seria observada como um SF, no cromossomo metafá­

sico. Os autores utilizam essa hipótese para explicar o fenótipo
do FRAXA como conseqilência de alterações na transcrição de um ou
mais genes desta região, em função da amplificação da lesão.

Também foi proposto, por GLOVER & STEIN (1987)
que os SF sejam originados por bloqueios no desligamento da for

nuilha de duplicação, que originam regiões unicatenâárias ou, que
por só se completarem muito tardiamente, originam cadeias duplas
que não mais se condensam de modo normal. Essa proposta surgiu

a partir de estudos que detectaram a ocorrência preferencial ,
1

nos SF comuns 3pl4e 16923, não só de lesões cromossômicas, tais
como falhas, mas também de  recombinações intracromos­

EV
AVAVAY

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



253

sômicas, que podem ser avaliadas pelas frequências de trocas en
tre cromátides irmãs.

Verifica­se portanto, que apesar da natureza dos

SF ser uma questão bastante investigada, ainda não está esclare
cida.

1.4.4. Efeitos fenotípicos

Com exceção do FRAXA, que leva a um quadro de re

tardo mental ligado ao sexo (SUTHERLAND, 1979b, 1983; OPITZ &

SUTHERLAND, 1984; MICHELS, 1985; ARINAMI e col, 1986; TURNER e
col, 1986), os demais SF não parecem ter qualquer efeito fenotí
pico, embora já tenham sido observados em propósitos com malfor
mações, retardo mental, aberrações cromossômicas, infertilidade
e neoplasias (COTÉ e col, 1978; SUTHERLAND, 1979a,b, 1981; COTÉ

— & KATSANTONI, 1980; GUICHAOUA e col, 1982; DUNNER e col, 1983;

PETIT & FRYNS, 1983; SESSAREGO e col 1983; SHABTAI e col,1983a,b;

SUTHERLAND, 1983; WEGNER, 1983; YUNIS, 1983; LE BEAU &  ROWLEY,
1984; WEBB & THAKE, 1984; DE BRAEKELEFR e col, 1985; SMEETS e
col, 1985; SMITH e col, 1985; TAKAHASHI e col, 1985; MORGAN e
col, 1985; ROMAIN e col, 1986).

Muitos desses achados, entretanto, devem ser pro
duto do tipo de averiguação. O FRAI1OB, por exemplo, tem sido
observado em indivíduos normais (SUTHERLAND e col, 1980), com
retardo mental (SCHERES& HUSTINX, 1980; ROMAIN e col, 1984) e

­ com neoplasia (MORGAN e col, 1985). Alêm disso, alguns sítios.
como o FRALIOB e o FRALI7A já foram observados até em homozigose, sem
qualquer efeito aparente (BERG e col, 1969; SUTHERLAND ,1981 ; IZAKOVIC,1984).

Os estudos citogenêticos desenvolvidos em condi
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ções de cultivo apropriados para a detecção de SF em — amostras
de indivíduos normais ou com retardo mental não chegaram a con­
clusões definitivas sobre diferenças entre elas (SUTHERLAND,

1982a,b, 1985;0OPTIZ & SUTHERLAND, 1984 para referências; PETIT

e col, 1986; FRYNS & PETIT, 1987). Por exemplo, * SUTHERLAND
(1982a) encontrou uma incidência sete vezes maior de SF autossô
micos em indivíduos com retardo mental, comparados com recêm
nascidos selecionados casualmente. Entretanto, segundo o pro
prio autor houve tendenciosidade na amostra, pois alguns dos

indivíduos com retardo jã haviam sido identificados como porta­
dores de SF. . De modo similar, os resultados de PETIT e col

(1986), que mostraram uma incidência vinte vezes maior de SF

autossomicos sensíveis ao folato em indivíduos com retardo men­

tal, que em recêm nascidos, também não são adequados para  fir
mar a associação entre SF autossômicos e retardo mental, porque

o controle era histórico.
Arevisão da literatura neste aspecto, deixa cla

ra a necessidade de outros estudos para elucidar um possível
efeito fenotipico dos SF autossoômicos.

I.5. Objetivos

Embora os mecanismos que associem as aberrações

cromossomicas e o processo de malignização celular não sejam

ainda bem determinados, é possível que envolvam os oncogenes e

que sejam facilitados pela presença de sítios frágeis ou de

agentes carcinogênicos.

O presente trabalho teve por objetivo investigar

a ocorrência de alterações cromossomicas constitucionais,  in­
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clusive de sítios frágeis, em cêlulas sanguineas normais de pa­

cientes portadores deleucemia , linfoma e câncer de pulmão.

Nos casos possíveis pesquisou­se também as alterações cromosso

micas na linhagem malígna, na tentativa de estabelecer uma rela

ção entre a presença de anomalias nas linhagens celulares mnor­

mais e o desenvolvimento do processo malígno. Alêm disso, pro

curou­se estender o estudo citogenêtico aos familiares dos pa­

'" cientes que apresentaram alterações ou variantes cromossomicas,

a fim de identificar se tais características eram herdadas.
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IT. MATERIAL E METODOS

Il.1. Caracterização da casuística

Foram estudados citogeneticamente 16 indivíduos,

11 homens e 5 mulheres, com diagnóstico de leucemia, linfoma ou

câncer de pulmão, previamente à radio ou quimioterapia. Tais

pacientes foram encaminhados pelos Setores de Hematologia e de

Cirurgia da Faculdade Regional de Medicina de São Josê do Rio
Preto e por clínicas particulares de hematologia e oncologia des
ta cidade. Foram também analisados 10 indivíduos das famílias

dos propositos que apresentaram alterações cromossomicas ou he

teromorfismos constitucionais, no intuito de investigar se tal

característica era herdada.

Na Tabela 6 encontram­se os dados relativos ao

“­ . . . Can . É .

sexo, grupo étnico, idade do paciente na época do diagnostico

e o tipo de neoplasia apresentada. Três pacientes, com idades

variáveis de 31 a 50 anos, apresentavam leucemia mielóide (ou

não linfocíitica) aguda; 7 pacientes, com idades de 2 a 16 anos

manifestavam leucemia linfõide (ou linfocítica) aguda; 3 pacien

tes, com idades de 4 a 11 anos, eram portadores de linfomas e

3 pacientes, com idades entre 67 e 74 anos apresentavam carcino

ma de pulmão. Uma Única paciente da amostra, o caso 15, era ne

gra, todos os demais eram caucasõides.

De cada paciente colheram­se informações sobre a

.evolução clínica, o hábito de fumar, as atividades profissio­

nais exercidas anteriormente ao diagnóstico e a ocorrência de

outros casos de neoplasias na família,
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Tabela 6. Caracterização da casulstica quanto ao diagnostico,
sexo, idade e grupo étnico. M = masculino; F= fe
minino; B = branco; N = negro.

Diagnóstico : Sexo Idade Grupo êtnico

LMA­M2 .. 32a

LMA­M2
|

50a

LMA 3la

LLA­L2 6a

LLA­L2 5a

LLA l6a

LLA 2a

LLA­L2 3a

LLA­L2

LLA­L2

linfoma histiocítico

=
=

1

2

3

4

5

6

7

8

9

p
s

o
O 3a

Sa

4a|
N

A
.

N
m
|

linfoma linfociítico difuso

w
w

Àw
Àw

UU
À

UU
ÀwW

Àw
wU

UT
À

O

m
M

<
<

<
<

<
7

T
Y

7
<<

p
m

w
w 'esclerose nodular

p
s

+
P Ca de pulmão, indiferenciado

de grandes celulas
Ca de pulmão, espinoce
lular grau II invasivo

p
s

[a
]

rp o Ca de pulmão, espinoce
lular grau II, invasivo
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II.?. Estudo laboratoria)

O cariótipo dos pacientes foi investigado em

metãfases de linfócitos do sangue perifêrico, cultivados segun­

“do têcnica descrita por MOORHEAD e col (1960) com modificações.

Cada frasco de cultura continha aproximadamente

meio mililitro de plasma, 6 ml de meio de cultura TC 199 ou

RPMI 1640, suplementados de sôro sanguíneo humano do tipo ABa
5% e 20%, respectivamente, e 0,2 ml de fito­hemaglutinina(PHA),

fornecida pela Dra. Iris Ferrari da Faculdade de Medicina de

Ribeirão Preto (USP).
A pesquisa dos sítios frágeis raros foi realiza

da em material cultivado em meio TC 199º com e sem adição de me
totrexato,e com adição de Hoechst 33258 e S­bromodesoxiuridina
(5­BrdU).

De cada paciente leucêmico foram montados 10

frascos de cultura. Nos frascos numerados de 1 a 5 utilizou­se

meio RPMI 1640 e nos de 6 a 10 meio TC199. Os frascos 1 e 2

não receberam PHA e serviram para a análise de blastos perifeéri
cos, a linhagem maligna. Os frascos 3 e 6 não receberam qual­

quer tratamento, além da PHA como estímulo mitogênico e servi­

ram como controle. Aos frascos 4 e 9 adicionou­se 5­BrdU, no

início da cultura, numa concentração de 10 a 12 vg/ml de meio e
os mesmos foram cobertos com papel alumínio, para evitar a foto
lise do composto. Os frascos 5 e 10 receberam Hoechst* 33258

em concentração final de 3 ug/ml e os frascos 7 e 8 solução
aquosa de metotrexato (MTX), em concentração final de 5 vg/ml
de meio, 24 horas antes do têrmino da cultura. Dos demais pa­
cientes, os portadores de linfomas ou câncer de pulmão, “foram
montados 8 frascos, sendo excluídoso 1 eo2 anteriormente —* des
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"tos. Logo após, foi tratado em solução de tripsina (DIFCO) a

critos.

Após a semeadura, as culturas foram transferidas

para estufa bacteriológica onde permaneceram por 48 (frascos 1

e 2) ou 70 horas (frascos 3 a 10), a 37ºC, quando adicionou­se
SM. Decorridoscolquicina Houdê, em concentração final de 4.10"

60 minutos procedeu­se a hipotonização do material com solução

de KCl a 0,075 Me fixação com metanol acético (3:1). A sus
pensão celular foi gotejada em lâminas geladas,e úmidas, que fo
ram secas ao ar.

Algumas lâminas foram coradas com solução de

Giemsa (MERCK) a 2% (coloração usual), sendo que previamente o

material foi hidrolizado em HCl 1N, a 60ºC por 7 minutos, ou em

solução salina duas vezes concentrada .(2xSSC), por 5 minutos,
lavado rapidamente em âgua desionizada gelada e por 10 minutos

em água destilada corrente. Posteriormente, recebeu um | banho

rapido em solução tampão Sorensen, pH 6,8, foi corado em —solu
ção tamponada a 2% de Giemsa por cerca de 5 minutos e lavado em

água destilada,

Lâminas não coradas de cada caso, ou aquelas co

radas após hidrólise por —*2xSSC, foram utilizadas para o banda
mento G, desenvolvido segundo de GROUCHY & TURLEAU (1977), com

modificações, sendo essas últimas previamente descoradas por
banhos em álcoois 100%, 70% e 50%. Para o bandamento G, o mate
rial, após seis a quinze dias de fixação, foi imerso sequen­
cialmente em solução de álcool metílico a 50% e agua destilada

por 2 minutos, e tampão Sorensen, pH 6,8, por no mínimo 30 minu

0,2%, tamponada em solução salina PBS, por um tempo variavel de
1 a 20 segundos,de acordo com o período decorrido após a fixa­
ção do material. Em seguida, o material foi imerso em solução
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PBS por 2 minutos, corado com solução tamponada de Giemsa a 28%
por 3 minutos e lavado em água destilada.

A identificação do cariótipo foi feita em mate

rial corado usualmente e com bandas G. Nos casos em que foram

detectadas alterações cromossômicase aqueles que apresentavam

variantes heteromórficas foram, também, analisados após banda­
mento C e Ag­NOR, segundo as têcnicas de SUMNER (1972) e HOWELL

& BLACK (1980), respectivamente, para melhor caracterização do

cariótipo.

Para a pesquisa da ocorrência de quebras prefe­

renciais foram analisadas, sempre que possível 100 metáfases de

cada tratamento. Quando encontradas, em qualquer desses trata­

mentos, duas ou mais cêlulas com quebras ou falhas supostamente

na mesma região cromossômica, a lâmina foi descorada e submeti­

da ao bandamento G, ou a análise do tratamento foi ampliada com

outras 50 metáfases em banda CG.

Foram identificadas como quebras as descontinui­

dades com desalinhamento nítido dos segmentos cromossomicos e

com deslocamento superior à largura de uma das cromátides — do
cromossomo afetado. Foram classificadas como falhas, as descon

tinuidades com um pequeno desalinhamento ou sem, tendo desloca

mento inferior à largura de uma das cromátides. As quebras e
falhas foram classificadas como cromossômicas, quando se mani­

festavam no mesmo local em ambas as cromátides de um cromosso­

mo, e cromatídicas, quando afetavam apenas uma das cromátides

do mesmo. Tambêm foram computadas como quebras as figuras tri

e quadrirradiais. Na análise em coloração usual, a localização

dos eventos foi feita de acordo com a posição do terço proximal,
mediano ou distal do braço cromossomico envolvido. Na analise

com bandas G, a localização dos eventos foi feita de acordo com
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a PARIS CONFERENCE (1971) e a ISCN (1978).
Devido a vários fatores de natureza têcnica ­ e

biológica, nem todos os frascos de cultura apresentaram mate­

rial em condições satisfatórias para a análise cromossomica. Co
mo apósa colheita do sangue perifêrico, os pacientes eram enca
minhados para tratamento químico ou radioterapico, os exames.

não podiam ser repetidos nas mesmas condições iniciais.

A análise cromossômica foi realizada em micros­
copio óptico marca Carl Zeiss, Jena, modelo Laboval 3, e os
eventos anômalos fotografados em microscopio Carl Zeiss OBERKO­

'CHEN, Standard WL, em filme Kodak Panatomic X, 32 ASA. As coó­

pias fotográficas foram feitas em papel Kodabromid F3 e F4 ou
TALBOT BS­35 e BS­4.

No caso 1, a análise da esterase D dos hemolisa
dos foi determinada pelo método quantitativo desenvolvido por

SPARKES e col (1979). A análise fenotípica da isozima foi de
senvolvida em eletroforese de gel de amido, de acordo com

HOPKINSON e col (1973). Uma unidade de esterase D corresponde
a 107” moles de metil­umbeliferil acetato hidrolisado /h/g de
hemoglobina. A investigação bioquímica foi processada no Depar

tamento de Genética da Escola Paulista de Medicina, sob rTespon

sabilidade da Dra. Maria Eugênia da Silva Fernandes.
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III. RESULTADOS

Os cariótipos dos pacientes estão apresentados

na Tabela 7. Dos dezesseis indivíduos estudados, dois apresen­

taram quebras cromossomicas preferenciais e quatro apresenta­
ram alterações ou variantes cariotiípicas. As alterações encon

tradas foram um cromossomo 22 com braço curto aumentado e um

cromossomo derivado do 15. As variantes foram inversão parcial
e total da região heterocromâática do cromossomo 9.

No caso 1, diagnosticado como tendo LMA­M2, foi

detectada uma fragilidade em 13q mediano, entre as bandas

q14 e q21. Esta caracteristica manifestava­se preferencialmen­
. te como quebras do tipo cromatidica ou cromossomica, e menos

frequentemente como falhas, figuras multirradiais ou deficien

cias (Figura 1.A­F). Além disso,em muitas metãfases foram ob
servadas constrições acentuadas nesta região sem, todavia, ha­

ver descontinuidade.

Também foram examinados a mãe do paciente, com

57 anos, sua esposa, com 27 anos e seus dois filhos, um menino

e uma menina com 4 e 7 anos, respectivamente, todos fenotipica
mente normais. A mesma caracteristica foi encontrada nas cêlu­
las da mãe e dos filhos do propósito.

A anâãlise citogenêtica do paciente e de sua mãe

foi realizada em três êpocas diferentes, designadas culturas

Il, IT e III, com um intervalo de aproximadamente 3 meses entre
cada uma delas. As frequências de manifestação da fragilidade
em todos os portadores nas diferentes culturas e condições de
cultivo, acham­se sumarizadas na Tabela 8. A frequência de que

brasem 13q mediano,nas cêlulas cultivadas em meio TC 199 foi baixa no pa
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Tabela 7. Cariótipo dos pacientes estudados.

Cariotipo Observações

46,XY quebras preferenciais
em 13q mediano.

46, XY

46,XY,22p mat
46 ,XY

46,XX quebras preferenciais
em 3pl4.

46 ,XX :

46 ,XY

46 ,XY

46, XY

46,XY ,inv(9) (pl1912.1) mat
46, XY

46 ,XY

46,XX

46,XY

46,XX,inv(9) (pllal2.2)

46,XX,­15,der(15),t(15;?)(p11;?)

6 7
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Figura 1. Metafases parciaisdo caso 1 mostrando os tipos de
manifestações da fragilidade em 139 mediano; que­
bra cromossômica (A), quebra cromatídica (B) ,falha
cromossomica (C­D), figura trirradial (E) e defi­
ciência (F).
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Tabela 8. Freqiência da fragilidade em 13q mediano,por tratamento e época do estudo citogenético no probando,
sua mãe e filhos;A = cêlulas positivas; B = cêlulas informativas.

Condições de cultivo Cultura Probando

A/B $

RPMI 1640

1,0

TC 199 + MTX 11/185 o] 2,0
! 4/100

TC 199 + BrdU 4/98

TC 199 + HOECHST 0/50
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ciente e em seus filhos (em torno de 1%) e maior em sua mãe (em

torno de 4%). A adição de metotrexato aumentou a frequencia de que

bras nas cêlulas do paciente, mas este efeito não ocorreu nas cê­
lulas da mãe ou das crianças. Nas células cultivadas em meio

RPMI 1640, a fragilidade foi observada no paciente e em sua

mãe, não tendo se manifestado em sua filha . A adição de BrdU

ou de Hoechst 33258 em culturas do paciente não aumentou a ex­
pressão da mesma.

Nas cêlulas malignas do paciente foi identifica­

do o cariótipo . 46,XY,t(8;21)(922;922), apresentado na Figura
2. Em uma dessas células também foi obsérvada a quebra em 13q mediano.

Os portadores da fragilidade, exibiram o fenoti
da esterase D. A análise quantitativa também indicou

valores normais para seus hemolisados (120, 93,8, 160 e 209

unidades, respectivamente, para o paciente, sua mae, sua filha

e seu filho).

A LMA do caso 1 foi diagnosticada em março de
1985. Sua história consistia de fadiga, fraqueza e febre, que

ocorreram por cerca de quatorze dias antes do primeiro . exame

clínico. Nesta êpoca sua contagem de glóbulos brancos era

12.100/ml com 93% de blastos periféricos, nivel de hemoglobina

12,0 g/dl, 37% de hematócrito e 46.000 plaquetas/ml. O exame
hematológico mostrou a presença de corpos de Auer, caracteristi
cos das cêlulas da LMA­M2. O exame fisico revelou esplenomega
lia (4 cm do rebordo costal direito) e hepatomegalia (2 cm do
rebordo costal esquerdo).

Primeiramente ele foi submetido a quimioterapia
com citosina arabinosídeo, 6­mercaptopurina e daunorrubicina, o
que resultou em remissão completa da leucemia, Quatro. meses
mais tarde apresentou nova crise leucêmica, e foi tratado com
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Figura 2. Cariograma representativo de uma cêlula maligna
do caso 1, com cariótipo 46,XY,t(8;21)(922;:922).
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ciclofosfamida, vincristina, aracitina e prednizona, alcançando
uma remissão parcial. Além disso, o paciente foi submetido a

várias transfusões sanguíneas.

Em dezembro de 1985, sofreu um acidente vascular
cerebral e permaneceu em coma, atê falecer de insuficiência res
piratória, em janeiro de 1986.

Esse paciente trabalhou durante cerca de cinco

anos com produtos derivados de petróleo, altamente tóxicos,
utilizados na aplicação de pisos de borracha, e fumava intensamente.

No caso 3, também com LMA detectou­se a presen­
ça de um cromossomo do grupo G anômalo, com braço curto muito

aumentado e satélites bem evidentes (Figura 3.A e B). Esse cro
mossomo foi observado em associação com outros acrocêntricos(Fi
gura 3.B­D). Em bandamento G, foi identificado como um cromosso
mo 22, tendo uma banda escura extra entre a região do satelite

e o centrômero (Figura 3.E). A anãlise com outras técnicas ci

togenêticas mostrou uma banda C extra na porção mediana do bra
ço curto (Figura 3.F) e uma ou duas bandas NORs (Figura 3.G). A
análise das cêlulas malígnas não evidenciou alterações cromossô
micas, além do cromossomo 22p .

Esse cromossomo também foi observado na mãe do
paciente,com 55 anos, fenotipicamente normal. O cariótipo do
paciente, portanto, pode ser representado por­46,XY,dir dup(22p)
(pter>qg1l1::p13+qgter)mat,. supondo­se' que: tal anomalia te­
nha se originado por uma duplicação do braço curto do cromosso
mo 22, a partir de q1l1. Outra possibilidade ê que O cromossomo

"anomalo seja derivado de uma translocação entre o cromossomo 22

e outro acrocêntrico, sendo que neste caso a quebra deveria ter

ocorrido em 22pl1.

O paciente foi diagnosticado como portador de
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Figura 53.

5

Metáfases parciais do caso 3 mostrando O cromos
somo 22p* em coloração usual (A­B); em associa
ção de satélites (B­D); pares de cromossomos 22,
com o anômalo à esquerda, em bandas G(E) e C(F);
cromossomos 22 anômalos, com marcação em uma ou
duas NORS(G).
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LMA em outubro de 1986. Na ocasião apresentava palidez inten­

sa, fraqueza, febre, esplenomegalia, dores nos membros inferio
res e vertigem aos pequenos esforços. Seus exames revelaram:
30.500 glóbulos brancos/ml com 95% de blastos periféricos, ní­

vel de hemoglobina 6,4 g/dl, 20% de hematocrito e 20.000 pla­

quetas/ml. Recebeu, então, tratamento quimioterápico com puri
netol, aracitina e daunoblastina, o que resultou em remissão

parcial. Durante esse periodo foi submetido, também a várias

— transfusões sanguíneas. Até março de 1987 ele continuava com
o tratamento, com alternancia de quadros de melhora e crises
leucêmicas.

Esse paciente E fumante moderado e desde a ado
lescência exerceu atividade agrícola, relatando ter tido expo­
sição profissional a diversos agrotóxicos, sem uso de  equipa­
mentos de proteção individual ou mesmo de cuidados básicos.

Nas células do caso 5, portadora de LLA­12, fo
ram observadas quebras preferenciais na região mediana do bra­
ço curto do cromossomo 3, especificamente em 3pl14 (Figura 4),
com expressão em 9% das cêlulas cultivadas em TC 199.

A anãlise citogenêticados seus — progenitores
identificou tal característica em seu pai, fenotipicamente nor
mal, com 25 anos, expressando­se em 5% das cêlulas nas mesmas

condições de cultivo.

Seu diagnóstico foi feito em novembro de 1984 e

sua história consistiaem febre, sangramento do nariz, lesões
no palato, dores nos membros inferiores, ganglios palpáveis,

manchas roxas no corpo e infecçãode garganta. A contagem dos
glóbulos brancos foide 33.000/ml com 908 de blastos perifêri­
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Figura 4. (A­C) Metáfases parciais do caso 5 em banda G, ilus
trando quebras observadas em 3pl4.
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cos, nível de hemoglobina 11,4 g/dl, 36% de hematócrito e menos
de 5.000 plaquetas/ml. Seu mielograma revelou 90% de blastos
confirmando o diagnóstico. Nessa ocasião, a paciente foi subme

tida à quimioterapia com prednisona, vincristina, ciclosfosfami
da e doxorrubicina, que resultou em remissão completa da doen

ça. Onze meses depois ela teve nova recaída, sendo tratada com
doxorrubicina e metotrexato. Seguiu­se uma piora do quadro
clínico, com febres altas, taquicardia e varicela, indoa pa­
ciente a óbito em novembro de 1985.

O caso 10, com LLA­L2, apresentou uma inversão
de um pequeno segmento da região 9gh, sendo o seu cariótipo ca
racterizado como 46,XY,inv(9) (pllal2.1)mat. ­­

Essa variante foi também observada em sua
mãe , com 7/28 anos, fenotipicamente normal. 'Na Figura 5 pode­
se observar metáfases parciais deste paciente, submetidas ao

bandamento C.

Antes de ser corretamente diagnosticado, este pa
ciente recebeu tratamento para anemia, incluindo diversas trans
fusões sanguíneas. Os sinais clínicos consistiam em febres,

gânglios palpáveis nas regiões cervical e inguinal, esplenomega
lia (5 cm do rebordo costal direito) e hepatomegalia (3 cm do
rebordo costal esquerdo). Em janeiro de 1987, epoca do diagnós
tico, seus exames mostraram 17,0% de hematócrito, nível de hemo
globina 5,4 g/dl, 10.000 plaquetas/ml com 4% de blastos perifêe­
ricos. O diagnóstico foi confirmado pelo mielograma, que reve
lou mais de 80% de blastos. Nessa ocasião, ele foi submetido à
quimioterapia com dexametasona, vincristina, doxorrubicina e me

totrexato, à qual vinha reagindo bem, Ao iniciar a segunda fa­

se deste tratamento o paciente apresentou febres altas, vomitos

e queda do seu estado geral, indo a óbito em fevereiro de 1987.
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Figura 5. Metâáfases parciais do caso 10, em banda C,
mostrando a inversão parcial de um cromos
somo 9,
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Três familiares maternos do caso 10, o avo, a

“avoe uma tia, desenvolveram neoplasias de estômago, útero e pe
le, respectivamente. O avô foi submetidoà cirurgia para reti
rada do estomago e a tia teve uma de suas pernas amputadas. A

avo faleceu em decorrência da doença.

A análise das metáfases em coloração usual do ca

so 15, portadora de câncer de pulmão, do tipo carcinoma espino
celular, grau II, invasivo, mostrou um cromossomo do grupo C me
tacêntrico, em 100% das mesmas. Após as técnicas de bandamento

GecC, ele foi identificado como um cromossomo 9, com inversão

total da heterocromatina constitutiva da região qh e o carióti
po da paciente caracterizado como 46,XX,inv(9)(pllal2.2). Esta

inversão esta ilustrada na Figura 6, em coloração usual e ban­

das G e C.

O diagnóstico deste caso foi feito em janeiro de

1986. Ela apresentava um quadro clínico caracterizado por fe­
—bres, disfagia hãcerca de 3 anos, tosse constante com secreção

amarela, rouquidão, dispnéia progressiva, edema de membros infe
riores e roncos pulmonares disseminados. Apos o diagnóstico de
câncer de pulmão, realizado através de radiografias e broncosco
pia com biópsia, a paciente foi encaminhada para radioterapia .
Decorridas as primeiras aplicações a paciente abandonou o trata

mento e soube­seque fora a óbito algum tempo depois, em decor
rência da piora do seu estado geral. Ela era casada, teve 8 fi

lhos, fumou intensamente durante cerca de 20 anos e relatou ter
sido exposta profissionalmente a agrotóxicos, sem qualquer tipo

­de proteção, durante varios anos em que trabalhou como lavrado
ra. Não foi possivel estudar os seus pais, pois esses já eram
falecidos por ocasião do diagnóstico de sua neoplasia.

O caso 16, também portadora de câncer de pulmão
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.­ Figura 6....Metâáfases .parciais..docaso 15, em coloração usual
(A), banda G(B) e banda C(C); as flexas indicam

um cromossomo 9 com inversão total da heterocroma
tina.
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caracterizado como carcinoma espinocelular, grau II, invasivo,
apresentou cariótipo anormal em 100% de suas cêlulas, identifi­
cado como 46,XX,­D,+C em coloração usual (Figura 7.A). A anali
se em bandasG, C e Ag­NOR revelou um cromossomo 15 com mate
rial extra em seu braço curto, Esse braço apresentava duas ban
das G escuras (Figura 7.B­C), era inteiramente heterocromático
(Figura 7.D) e não apresentava regiões organizadoras do nuclêo­
lo ativas, porque não marcou com a têcnica Ag­NOR (Figura 7.E).

Esse cromossomo deve ser derivado de um rearran­
jo cromossômico em um ancestral da paciente, podendo seu cariô
tipo ser representado pela fórmula 46,XX,­15,der (15) ,t(15;?) (p11;?).
Pelos padroes de banda apresentados acredita­se que o material
extra seja a porção distal do braço longo do cromossomo Y. No
entanto, atê o momento, não foi possível a aplicação de outras

tecnicas citogenêticas que pudessem caracterizar melhor o fenômeno.
Esta paciente esteve casada por mais de 50 anos,

não tendo filhos. Seus pais já eram falecidos na epoca do exame
citogenêtico. Foi relatada a presença de outros dois membros es
têéreis na família, uma tia materna e uma sobrinha. No entanto,
tais pessoas residiam em locais muito distantes e não houve pos
sibilidade de serem submetidas a uma investigação citogenêtica.

A paciente foi diagnosticada em setembro de 1986.
Ela apresentava tosse seca com espectoração amarelada dispnéia,
tonturas frequentes, fraqueza, emagrecimento, cefalêia esporádi
ca na região cervical direita que se estendia para tórax e mem­
bro superior direito e roncos pulmonares disseminados, que se
manifestavam à cerca de dois meses. O diagnóstico foi realiza­
do atravésde radiografias e broncoscopia com biópsia. Logo

após a paciente recebeu aplicações de radioterapia, obtendo me
lhora no estado geral. Em abril de 1987 sofreu uma recaída e
foi submetida à quimioterapia com cloridrato de procarbazina,
ciclofosfamida e vincristina, obtendo sensível melhora.

Esta paciente nunca fumou ou foi exposta ocupa­
.cionalmente a produtos tóxicos.
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Figura 7. Metãáfase do caso 16 em coloração usual, com apenas
cinco cromossomos do grupo D(A), metáfases parciais

.em bandas G(B­C) e C(D), com setas indicando o cro
mossomo anômalo; metáfase em banda Ag­NOR,ilustran
do a marcação de cinco cromossomos do grupo D(E).
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Os demais pacientes tinham cariótipo normal e

evoluíram clinicamente dentro do esperado. Com exceção do caso

12, nenhum destes pacientes apresentava história de neoplasias

na familia. Esse indivíduo, com linfoma linfocítico, «;tinha

seis irmãos vivos e um falecido tambêm em decorrência de linfo
ma. Os bisavós paternos dessa criança tiveram onze filhos e
apenas o avô da mesma sobreviveu. Segundo informações da fami­

lia, tais indivíduos foram a óbito apôs um quadro muito  seme­
lhante de fortes dores abdominais. Na época do estudo do  pa­
ciente, seu avô tambêm sofria de dores abdominais intensas, não
tendo, todavia, sido examinado. Um dos irmãos do pai apresen

tou sintomas semélhantes hã cerca de oito anos atrás, . sendo
diagnosticado como portador de um câncer abdominal, cuja locali
zação não foi possível precisar.

Em relação aos aspectos profissionais dos pacien
tes com cariótipo normal, o caso 2 era lavrador, também sofren­

do exposiçãoa agrotóxicos sem qualquer proteção e o caso 14,
apesar de nunca ter tido uma profissão definida, não relata con
tacto com produtos tóxicos. Ambos fumavam intensamente desde a

adolescência. Os outros 8 casos eram crianças, sem qualquerin
dicação de exposição a agentes carcinogênicos.

Dos 16 pacientes foi analisado um total de 5.137 metãfa­
ses. O número de metãfases consideradas em cada tratamento e a freqUência­

percentual dadas com quebras e falhas de cada paciente estão contidos na Ta
bela 9. Verifica­se que varios apresentaram frequências elevadas de metafa­
ses com anomalias (>8%)nas culturas desenvolvidas em TC 199,sem adição de :dro

“gas, como os casos 1,5,8,9, 11 e 14. Mesmo nas culturas desen­

volvidas em meio RPMI 1640, as frequências de metáfases anôma­
las foram iguais ou maiores que 8% nos casos 1, 2 e 9.q
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Tabela 9. Frequências de metâáfases analisadas por caso e tratamento (A) e frequências percentuais de
— metãfases com quebras (B). |

RPMI s/ PHA = RPMI RPMI c/ BrdUu — RPMI c/ HOECHST 199 199 c/ MX 199c/BrdUu 199 c/ HOECHST
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A distribuição de quebras e falhas por cromosso­

mo ou grupo cromossômico ao longo dos braços curtos e longos e
na região centromérica, em metáfases com e sem bandamento, para
cada caso, pode ser observada na Tabela 10. Nenhum deles pare­

ce apresentar regiões cromossômicas preferencialmente envolvi­
das naquelas anomalias, com exceção dos casos 1 e 5, portadores
de quebras cromossômicas preferenciais.

A Tabela 11 apresenta a distribuição dessas ano­

malias ao longo do braço curto, braço longo e região centromêéri
ca dos cromossomos, nos diferentes tipos de tratamento, Ssoman­
do­se todos os pacientes,exceto os casos1 e 5, que eram porta­
dores de quebras preferenciais. A distribuição das quebras e
falhas observadas em cêlulas cultivadas em TC 199 e RPMI 1640,
assim como nas tratadas com MTX, difere significativamente do
esperado pelo tamanho relativo dos cromossomos metafásicos con­
forme se verifica na Tabela 12 (TC 199 + RPMI 1640; x? = 16,71;
6 g.1.; P < 0,05; MIX: Xº = 15,82; 6 g.1.; P < 0,05). O mesmo,

contudo, não acontece nas culturas submetidas à 5­BrdU. De mo­
do geral, os cromossomos menores,dos grupos E, F e G, têm que­
bras menos frequentemente do que o esperado, enquanto os maio­

res, dos grupos A. B, Ce D, têm mais anomalias que o esperado.

Os cromossomos 3 e os do grupo D foram os que, em termos propor

cionais, apresentaram mais quebras.
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Tabela 10. Distribuição das quebras e falhas ao longo dos braços curto
(p), longo (q)e da região centromêrica (c) dos cromossomos
ou grupos cromossomicos, dos diferentes tipos de tratamento.

Caso Tratamento Total de 1

Quebras
pq

RPMI s/ PHA
RPMI
199
199 + NX
199 + BrdU
199 + HOECHST

199

199
199 + MTX
199 + BrdU

199
199 + MX
2199 + BrdU

199

RPMI
199

RPMI

N
m

o
m

u
m

N
m

M
(O

D

RPMI
199
199 + BrdU
199 + HOECIST

RPM '
RPMI + BrdU
RPMI + HOECHST

“199

199+ MX

ta
m

M
N

O
W

p
H

t
u
n
a
s

=
n

s

TOTAL
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Tabela 11. Distribuição das quebras e falhas, observadas em 14 pacientes, ao longo dos . braços
curto (p) e longo (q) e da região centromêrica (c) dos cromossomos ou grupos cromos­
somicos,nos diferentes tipos de tratamento.

'
n

Tratamento Nº de . 16. 17+18 — F
metafases
analisadas qc pqec pta c

1.096

1.162

393

757

704
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Tabela 12. Valores de qui­quadrado (x) para comparação das frequências de quebras e falhas obser
vadas (O) e esperadas (E), em relação ao tamanho dos cromossomos metafâásicos, * (*) =
P < 0,05.

T
PERUS : ”Tratamento Distribuição Cromossomo ou Grupo Cromossomico

3  B C+X D  EFGY
TC. 199 + 18 19 56 17 12 16,52(*)
RPMI 1640

:

10 18 55 15 28

15,82(*)

un 19 41 19 14

10 14 44 13 23

Tamanho relativo 16,88 16,04 13,66 24,76 76,42 21,52 38,90 208,18
*

no lote 2n
[U

* Com base nos dados de LUBS e col (Paris Conference, 1971).
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IV. DISCUSSÃO

Entre os 16 casos analisados, foram encontrados

dois com alterações cromossômicas estruturais, do tipo translo­
cação ou duplicação, dois com quebras preferenciais e dois com

heteromorfismos de posição do bloco heterocromático do cromosso
mo 9. Discutir­se­4, a seguir, as informações da literatura re­

lativas à associação desses fenômenos citogenêticos com as neo­

plasias humanas...

IV.1. Anomalias cromossoómicas e neoplasias

A presença de anomalias cromossômicas numéricas|
ou estruturais em aproximadamente 98% dos neoplasmas animais &

um forte .indício de que a transformação neoplâásica estã. relacio
nada com alterações no material genético da cêlula normal(PATHAK

& GOODACRE, 1986). Essas anomalias podem ser diferenciadas em
"dois tipos básicos: as primarias.ou especificas, que seriam res.
ponsâáveis pela iniciação e desenvolvimento do neoplasma, e as
secundárias ou não específicas, que surgem durante a progressão
do neoplasma, podendo ser responsáveis pelo crescimento, hetero
geneidade e capacidade proliferativa do mesmo (PATHAK, 1986, pa
Tra referências).

“aces osso . AS anomalias identificadas como primárias — podem
ser constitucionais ou adquiridas. A associação de anomalias

cromossômicas constitucionais com maior risco de desenvolvimen­
E ­

a ­ . * 7

.to do processo maligno,e:bem conhecida em vários tipos:de: neo­ :
plasias. Desde 1958 foi referida, por exemplo, a associação

entre mongolismo e leucemias agudas, por STEWART e col(cf TOUGH
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e col, 1961). Esses autores observaram 18 casos de mongolismo
em uma amostra de 677 crianças falecidas de leucemias agudas.Tal

associação, posteriormente, foi confirmada por outros pesquisado
res (TOUGH e col, 1961; CONEN & ERKMAN, 1966).

Em relação às alterações estruturais, as translo

cações e deficiências são mais comumente encontradas em neoplasias como ja
referidona Introdução. A associação destas con a predisposição
à formas específicas de neoplasias, verificada pela coincidência
no padrão de segregação ao longo das gerações, foi documentada
em várias famílias de afetados.

Uma dessas situações foi descrita por COHEN e col

(1979), que estudaram 22 adultos de três gerações sucessivas
de uma família com historia de carcinoma renal. Entre estes, 10

apresentaramo cariótipo + 46,XY(ou XX) ,t(3;8)(p21;0924). Os ou­
tros 12 membros tinham cariótipo normal. A translocação foi ob

servada em 5 membros portadores do referido câncer, que ainda es

tavam vivos e foi inferida, pela analise do heredograma, a ou­
tros 3 de 5 membros jã falecidos como mesmo problema. Nenhum
dos portadores do câncer tinha cariótipo normal.

Outra observação interessante foi feita por VAN
DYKE e col (1981), que detectaram a deficiencia da banda 20pl2.2

em todos os 10 membros afetados por neoplasia endócrina multipla

do tipo 2 (câncerde tiróide),em 5 famílias nas quais a caracte
rística segregava com padrão de herança autossomica dominante.

Dois outros excelentes exemplos de processos ma

lígnos .com envolvimento de aberrações cromossomicas constitucio­
nais são o retinoblastoma, um tumor intra­ocular, eo complexo
WAGR, constituído de tumor de Wilms, aniridia, anomalias de geni
tália e retardo mental. Estas neoplasias apresentam­se nas for­

mas hereditária e esporádica, e ambas podem apresentar uma defi
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ciência específica das bandas 13914 e 11pl3, respectivamente (re
ferências em SOLOMON, 1984; SPARKES, 1985; SLATER, 1986) . KNUDSON
(1971) e KNUDSON & STRONG (1972), hipotetizaram que tais cânce­
res poderiam ser causados por dois passos mutacionais. Os porta­

dores da forma hereditária já possuiriam uma primeira mutação e
sô necessitariam da ocorrência da segunda, no órgão alvo, para
desenvolverem o neoplasma. Nos casos esporádicos, onde a primei­
ra mutação não é herdada, seriam necessários dois eventos muta­

cionais. Tal hipótese foi reforçada por uma série de autores ,que

observaram que as cêlulas tumorais dos pacientes frequentemente

são homozigotas para aquelas deficiências citadas (YUNIS& RAMSAY,
1978; NAKAGOME e col, 1984).

Essas observações levaram à sugestão da existên­

cia de um tipo especial de genes naquelas bandas, os —oncogenes
recessivos, também chamados anti­oncogenes (KNUDSON, 1983; cf

KNUDSON, 1985), que seriam supressores de oncogenes. Uma altera­
ção do oncogene recessivo em ambos os homólogos e,consequentemen
te, de sua função,levaria ao desenvolvimento do processo malígno,
o que não aconteceria na presença de um único alelo normal (KNUDSON,
1985; CAVENEE e col, 1986).

Uma das formas de envolvimento das aberrações cro

mossômicas especificas no processo maligno, relaciona­se com os

oncogenes celulares. Um dos casos mais estudados é o do linfoma

de Burkitt, uma neoplasia que afeta os linfócitos B do sistema
imune, que são responsáveis pela produção de imunoglobulinas(Ig).
Nesse linfoma, é característica a ocorrência de translocação en
tre os cromossomos 8 el4e, menos frequentemente, entre os cro­
mossomos 8 e 2 0u8e22. Na banda 89424, envolvida em todas es­
sas translocações, localiza­se o oncogene c­myc (DALLA­FAVERA e

col, 1982; NEEL e col, 1982) e as outras bandas envolvidas, 14932,
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2pl2 e 22911, contêm os genes que codificam as cadeias leves e

pesadas das Ig (CROCEe col, 1979, ERICSON e col, 1982; MCcBRIDE
e col, 1982). designados por genes IGK, IGLV, IGLC, IGHJ, IGHV
(HELSINKI CONFERENCE, 1985, para referências).

A introdução do oncogene c­myc em uma posição pró
xima aos genes citados, pode ter uma importância reguladora. Co­
mo estes genes são ativamente transcritos durante a diferenciação

da cêlula B, é possível que os mecanismos que aumentam a sua transcrição
nessas cêlulas, também influenciam a transcrição do c­myc(GILLIES
e col, 1983). No entanto, como pode haver variação na localização

dos pontos de quebra entre os introns e exons dos genes na banda

14932, KORSMEYER & WALDVANN (1984), inferem que a mudança do ambiente do lo
co ce­mye é o aspecto mais importante desse fenômeno.

Uma vez que O produto do c­myc não difere qualita
tivamente entre as cêlulas normais e transformadas,mas o faz quan
titativamente, sendo encontrado em niveis excessivamente altos nestas

ultimas, E possível, também, que a translocação permite a liberação

do c­myc dos mecanismos que normalmente controlam sua expressão mno
cromossomo 8, levando assim, a malignização (CROCE & KLEIN,1985).
Entretanto, em alguns casos o envolvimento do c­myc parece impro
vâãvel, sugerindo que apenas alterações nos genes para imunoglobu
linas desencadeariam o processo maligno (PIMENTEL, 1985).

Neste estudo, dois pacientes eram portadores “ de
alterações cromossômicas estruturais em todas as suas cêlulas:o ca
so 3, apresentando material extra no braço curto do cromossomo 22, ori
ginado por duplicação ou translocação de outro acrocêntrico, & O
caso 16, apresentando material extra no braço curto do cromosso­

"mo 15, provavelmente derivado do braço longo do cromossomo Y.

Os braços curtos dos cromossomos acrocêntricos hu
manos estão entre as regiões que mais frequentemente apresentam

EV
AVAVAY

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



58

heteromorfismos, ou seja, variantes da morfologia normal da hete
rocromatina (VERMA & DOSIK, 1980), sendo a presença de satélites
duplos interpretada, na maioria das vezes, como à expressão de

polimorfismo natural (BALICEK e col, 1982). EÉ nas constrições

secundárias que se localizam as regiões organizadoras do nuclêo­
lo (NORs), sequências gênicas repetidas, que codificam o RNA ri
bossomico, e que podem ser consideradas homólogas nos cinco pa­
res de acrocêntricos.

Por causa desta homologia, THERMAN e col (1981)

propuseram que a duplicação do braço curto possa se originar por

um processo de recombinação mitótica entre as bases dos satéli­

tes dos cromossomos acrocentricos, cuja ocorrência confirmaram em

pacientes com Síndrome de Bloom. Após a segregação, uma das cê­

lulas filhas apresenta cromossomos acrocêntricos com as regiões

dos satélites aumentadas, em conseqliência da recombinação, e a

outra apresenta acrocêntricos com satélites pequenos. A locali

zação do quiasma é altamente específica, entretanto, a troca en

tre as cromatides dos acrocêntricos ê mais ou menos casual. Mui
tas vezes o centroômero estã presente no segmento trocado, o que
condiz com o que foi observado no cromossomo 22 anormal, detecta
do no presente trabalho. Tal cromossomo apresenta duplicação da
região centromérica, evidenciada por bandamento G e Ce duplica

ção de RONs, evidenciada pelo bandamento Ag­NOR. A presença do

cromossomo alterado em todas as cêlulas do paciente e de sua mãe

poderia sugerir que uma recombinação mitótica teria ocorrido em
um ancestral desses individuos, originando tal caracteristica.
Entretanto, esta mesma característica pode ter se originado sim­
plesmente por recombinação meiótica ou translocação de outro
acrocêntrico.

Ainda não se tem conhecimento suficiente da rela
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ção da atividade dos genes ribossomicos com a origem e o desen­

. volvimento do processo malígno. Os vários trabalhos que a abor­

dam têm resultados contraditórios. SCHULZE e col (1984), por
exemplo, examinaram pacientes com doenças linfâáticas malignas e

prê­maliígnas e não encontraram diferença significativa na fre­

qliência de RONs ativas. Por outro lado, MURTY e col (1985), ob
servaram uma diminuição estatisticamente significativa de RONs

ativas em pacientes com lesões prê­cancerosas e cancerosas de

cêrvix uterino. KIVI & MIKELSAAR (1985), ao contrário, observa
ram um aumento significativo nas frequências de RONs ativas em

mulheres com carcinoma de ovário e mama, com especial destaque

para as dos cromossomos do grupo G.

Vários rearranjos cromossomicos observados

neoplasias humanas envolvem o cromossomo 22.

Entre os mais comuns estão a t(8;22)(0q24;9011),mo

linfoma de Burkitt e na LLA­L3, a t(9;22)(q34;911) em LMC, LMA

e LLA e a  del(22)(q11) em tumores do sistema nervoso central

(MITELMAN, 1983; BERGER e col, 1985a;LE BEAU & ROWLEY, 1986, pa
ra referências). Em todos esses casos, os rearranjos envolvem a

banda 22911, na qual está mapeado o oncogene c­sis (DALLA­FAVERA

e col, 1982).

No presente caso, a participação desse oncogene

no evento neoplâásico poderia ser inferida se o cariótipo fosse

46,XY, dir dup(22p) (pter>q11::pl3>gter), com . quebra em

22911. Todavia, pelo fato de que a mae do paciente tambêm ê

portadora dessa anomalia, não hã indícios suficientes para admi­

tir que ela tenha contribuído para a iniciação ou o desenvolvi­

mento da condição neoplaásica do paciente.

Em relação ao caso 16, não foi possivel ampliar
o estudo com outras têcnicas, o que deverã ocorrer oportunamen­
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te, mas se tem fortes indícios de que o material transloçado no
cromossomo 15 seja proveniente do braço longo do cromossomo Y .

A frequência de translocações Y/autossomos estã

em torno de 0,05% em amostras de recêm nascidos cos (NIELSEN &
RASMUSSEN, 1976; SMITH e col, 1979) emna população geral (SCHMID
e col, 1983). Entretanto, SPOWART (1979) acredita que alguns
dos casos descritos como translocação Y/autossomo sejam, de fato,

duplicaçõoes de braço curto ou de satélite de acrocêntricos,o que

reduziria a frequência dessa característica ao nível populacio­
nal.

Apesar das translocaçõoes envolvendo o cromossomo **
Y serem de vários tipos, conforme destacado nas revisões de SMITH
e col (1979) e de DAVIS (1981), apenas 12 dos 22 autossomos ser
vem como receptores do Yq, e desses, o cromossomo 15 é o mais

comum, sendo observado em 42% das 63 translocações constantes da

revisão de COHEN e col (1981).

“Em relação aos efeitos fenotipicos destas translo

cações, não hã qualquer conclusão definitiva. A maioria dos por
tadores de translocações Y/autossomos & fenotipicamente. normal,
entretanto;hã «descrições de tal característica em casos de infer
tilidade, genitália ambígua, retardo mental e hipogonadismo, en
tre outras anomalias congenitas (cf SMITH e col, 1979; COHEN e

col, 1981; DAVIS, 1981). O estudo de cinco famílias com t(15;Y)

realizado por NIELSENe RASMUSSEN (1976), refere a não ocorrên­
cia de anomalias fenotipicas nos seus portadores e também não

fornece indicações de que as mulheres com o cromossomo Y extra

fossem menos fêrteis ou tivessem um aumento na taxa de abortos

ou natimortos, comparadas com as mulheres de cariótipo normal da
.mesma família.

Com base em seus dados e na revisão da literatu­
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ra, VIGUIÊ e col (1982) enquadraram as translocações Y/autossomos
em três categorias, em função do achado citogenêético e do fenoti
po. A primeira, mais comumente observada, engloba translocações

não reciprocas da região heterocromática do braço longo do Y pa

ra o braço curto de um cromossomo acrocêntrico, que não apresen
tam conseqlências patológicas evidentes e algumas Vezes sao

transmitidas por várias gerações a indivíduos de ambos os sexos.

A segunda categoria compreende as translocações entre Y/autosso

mos desiquilibradas ou associadas a outras anomalias cromossomi

cas, que levam a malformações ou ambiguidades na determinação ou
diferenciação sexuais. A terceira categoria é constituída por

translocações recíprocas equilibradas entre Y e autossomos, que

levam à infertilidade primária.

O caso 16 parece se enquadrar nessa terceira ca

tegoria. A paciente, portadora de uma translocação envolvendo um

cromossomo'15 e, possivelmente, um cromossomo Y, ê infeértil,

relatando que nunca sofreu abortamentos e que menstruou normal

mente. Não foi possível o estudo citogenêtico de outros membros

da família, mas soube­se da presença de outras duas mulheres es

têreis (uma tia e uma prima), ligadas à família da mãe da pacien
te. Não houve informações de qualquer outro caso de câncer nes­.

ta família.

Frequentemente são encontradas alterações afetan
do o cromossomo Y nas neoplasias humanas, embora nenhuma delas

seja primariamente relacionada com qualquer tipo de neoplasia.Em
um excelente artigo de revisão, SANDBERG (1985) observou . que,

destas alterações, a mais frequente é a perda do cromossomo, fo)

que jã foi observado em quase todos os tipos de leucemias (em cê

lulas de medula óssea.e linfócitos) e de linfomas. Essa perda,

geralmente, vem acompanhada por outras anomalias cariotípicas e
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o seu significado é incerto, pois também tem sido descrita em cê
lulas de medula Ossea de homens idosos, hematologicamente nor­
mais, sendo relacionada com o processo de envelhecimento.

Por outro lado, HOLMES e col (1985), examinando
13 pacientes com leucemia mielóide aguda, cuja média de idade
era 55 anos, encontraram em 9 deles a perda do cromossomo Y como
evento único. Os autores então, sugeriram que a perda do cromos
somo Y, embora incomum, seja um marcador cromossomico consisten
te na LMA em associação com um curso clínico agressivo e um prog
nostico de sobrevida de aproximadamente 12 meses.

A presença de cromossomo.Y extra em neoplasias &
um fenômeno raro e, geralmente, vem acompanhado de cromossomos X

extras, devido a algum mecanismo de falha na disjunção. As trans
locações envolvendo este cromossomo também são raras e o seu en­

volvimento na transformação neoplásica ê incerto. Translocações
constitucionais Y/17 e Y/15 foram encontradas em pacientes com

leucemias e condições afins respectivamente, por ALIMENA e col
(1985) e BENITEZ e col (1987), conforme referido por HECHT (1987).

FUNDERBURK e col (1982) encontraram uma translocação familial
do tipo Y/15 em uma menina que faleceu de meduloblastoma e cuja

autópsia revelou um neuroganglioma de adrenal, além de útero e

ovários hipoplâsticos. Como não houve recorrência familial de

neoplasias, os autores concluíram que as alterações afetando o

cromossomo Y provavelmente constituem eventos citogenêéticos se­

cundários nas cêlulas neoplâásicas.

Com relação às alterações do cromossomo 15 em pro
cessos malignos destaca­se a t(15;17), característica da leuce­

mia promielocítica aguda, cuja especificidade é como a da t(9;22)
em LMC ou da t(8;21) em LMA (ROWLEY, 1978, para referências. Es­
ta especificidade foi confirmada por vários autores como BERNSTEIN

e col (1980), BERNARD e col (1982), HAGEMEIJER e col (1982) e

SHEER e col (1985) e os pontos de quebra reconhecidos em 15922 e
17921 (BERGER e col, 1985a, para referências). MISAWA
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e col (1986) observaram a t(15;17) em uma forma promielocítica
da crise blástica de um paciente com LMC, que desapareceu das

celulas da medula óssea após a quimioterapia. O aparecimento da
t(15;17) em associação com o aumento de promielócitos anormais

levou à sugestão de que a transformação promielocítica aguda

ocorre durante o curso da LMC e, segundo os autores, contribui

para reforçar a especificidade de atuação de certos rearranjos

ceromossoômicos em cêlulas alvo particulares.

Assim, a associação da t(15;17) com uma cêlula es
pecífica, isto é, com os promielócitos malígnos, inclusive em
diagnosticos clínicos diferentes, sugere que os cromossomos afe
tados são portadores de genes importantes para função, maturação

ou proliferação destas cêlulas. É interessante ressaltar que na

banda 17911 foi mapeado o oncogene c­erb­A (DAYTON e col, 1934;

MITELMAN e col, 1986). No entanto, sua participação.no processo
leucêmico ainda não estã confirmada (LE BEAU.e col, 1986).

O caso 16 apresentoudiagnóstico de câncer de pul

mão. Os estudos das celulas malignasde portadores desta neopla
sia tem sido realizados em preparações diretas de cêlulas metas
táticasna medula óssea ou em linhagens celulares tn vitro obti
das dos tecidos neoplásicos e revelam achados heterogêneos. Em

quatro casos estudados por YUNIS (1983), foi encontrada uma defi

ciência de parte do braço curto de um cromossomo 3, del(3)(pl4 > p23).
Por outro lado, em 19 linhagens derivadas de 15 pacientes com es
ta neoplasia, WURSTER­HILL e col (1984), não observaram consis­

"tência nas anomalias cromossômicas. Foram observados segmentos

— cromossomicos amplificados (DM e HSR), regiões anormalmente ban­
deadas (ABR) e cromossomos marcadores identificados como sendoo

1, 06 e o l1,mas o marcador 3p­ foi observado apenas em uma mi­

noria das cêlulas. No entanto, a grande maioria desses pacien­
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tes jã havia sido exposta à radioterapia anteriormente à retira
da do material para montagem das culturas celulares o que pode

ter levado à mudança nas alterações inicialmente existentes.Alêém

disso, culturas de longa duração podem levar à perda seletiva de

cromossomos (BARTINITZKE e col, 1982, também para . referências),
sendo que preparações diretas, como as utilizadas por YUNIS(1983),
dão resultados mais confiáveis.

IV.2. Sitios frágeis e neoplasias

O papel dos SF no desenvolvimento de neoplasias

tem sido motivo de muita especulação. Vários pesquisadores (YUNIS,
1983; HECHT & SUTHERLAND, 1984; HECHT & HECHT, 1984a, b, 1985),

sugeriram que eles podem atuar como um fator de predisposição a

rearranjos cromossomicos, contrariando a idéia de que as quebras

cromossômicas tem uma distribuição casual no genoma.
?

HECHT & SUTHERLAND (1984), baseados na localiza­

ção de 21 SFe de 50 pontos de quebra encontrados em neoplasias,
observaram que existe uma associação estatisticamente significa
tiva entre eles. Dos 21 SF, 9 localizam­se nesses pontos de que

bra ou próximos a eles. Tal associação não é limitada a uma úni

ca classe de SF, nem a um tipo de câncer, sendo observada em leu
cemias, linfomas e tumores solidos.

DE BRAEKLEER e col (1985) analisaram a distribui

ção de 6630 pontos de quebras cromossômicas envolvidas em rear

ranjos estruturais descritos na literatura,dos quais 5714 obser

vados em leucemias e linfomas e 916 em tumores sólidos. Nos ca­
sos de leucemia e linfoma, vinte braços cromossomicos apresenta

ram uma frequência alta de quebras, sendo que sete coincidiram
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com a localização de SF raros e comuns que, aparentemente, esta­
vam envolvidos nos rearranjos estruturais. Com relação aos tumo
res sólidos, três dos cinco braços cromossômicos que apresenta
vam uma frequência aumentada de quebras, continham sitios frágeis.

Reforçando tais resultados, DANIEL (1936) desta­

cou a coincidência entre 31 pontos de quebra envolvidos em rear
ranjos cromossomicos especificos de certas neoplasias, com 20 SE

comuns e 6 SF raros. A conclusão deste trabalho é que 84%(26/31)

dos pontos de quebras especificos de neoplasias ocorrem em SF, e

39% (26/66) dos SF sao pontos de quebra significativamente fre­
quentes nos clones neoplâásicos.

Jã foram referidos vários casos de coincidência

entre SF e os pontos de quebra envolvidos nos rearranjos observa

dos nas celulas do mesmo paciente, como por exemplo:fra(11)(913)
e t(11;14)(q13;932) em linfoma linfocítico,fra(3) (pl4) e del(3p)
em câncer de pulmao, fra(16)(q22) e inv(16) (pl39g22) em LMA, en
tre outros (PATHAK e col, 1982; WANG­PENG e col, 1932; SESSAREGO

e col, 1983; YUNIS, 1983; MURATA e col, .1987).
A relação entre SF, oncogenes e rearranjos cromos

sômicos nas cêlulas neoplásicas não ê clara, principalmente , por

que ainda não se tem informações suficientes sobre a localização
subcromossomica dos oncogenes. No entanto, alguns deles, como
o c­erb­B2, o c­bcl­1, o c­ets­1 e o c­sis, estão localizados em
regiões de SF cromossomicos, ou seja, em 7pll, 11913, 11923 e

229013, respectivamente (SWAN e col, 1982; ERIKSON e col, 1984;
KHAN & SMITH, 1934; TAISNE e col, 1984).

Os dados citogenéticos do caso 1 e de seus fami­
liares demonstraram a ocorrência de. quebras preferenciais em 13q
mediano. A qualidade dos cromossomos analisados apos “bandamento
G não permite precisar se a quebra ocorre em 13914 ou 13921. A
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fragilidade em 13914 só foi descrita anteriormente por BAMEZAI

(1984), em um paciente com retinoblastoma e em um outro com hi­

pogonadismo e deficiência visual, mas como casos esporádicos.

Nesses casos, o SF foi observado em uma frequência de 2% nas cê

lulas cultivadas e independeu da presença de acido fólico ou

BrdU no meio. Na banda 13921, por sua vez, é conhecido um SF

comum, cuja expressão é aumentada pela cafeina (YUNIS & SORENG,

1984; BERGER e col, 1985a).

No presente caso, a fragilidade em 13q mediano

foi observada em culturas desenvolvidas em RPMI 1640 e não teve

sua expressão aumentada nas células cultivadas em TC199 com a
adição de MTX. Além disso, sua expressão não foi alterada com a
adição de 5­BrdU ou Hoechst 33258. Com base nestes resultados,

não se pode referir tal fragilidade como pertencente a qualquer dos três

gruposde SF raros, ou confirmá­la como o sítio frágil comum, devido à fal

ta de estudos adicionais com substâncias químicas que aumentam sua expres

são. Pode­se, contudo, sugerir que a família estudada apresente um

sítio frágil na porção mediana do braço longo do cromossomo 13, na banda

13914 ou 13921.
Na banda 13914 foram mapeados os genes para a

susceptibilidade ao retinoblastoma (Rh1), .um câncer de retina,e
para a esterase D (ESD), uma enzima encontrada na maioria dos tecidos huma

nos, cuja função ainda permanece desconhecida (SPARKES e col, 1980;SPARKES,
1985). Nessa família não hã indicações do envolvimento da fragilidade em

tais caracteristicas,não hã casos de retinoblastoma e os níveis de es
terase D são normais. No entanto, como BAMEZAI (1984) encontrou um SF em

13914 muito raro em um paciente com retinoblastoma, & possível que a

fragilidade facilite a perda dessa banda, que É uma condição para o de­

senvolvimento de tal neoplasia.

Como jã referido, varios autores sugeriram que os SF pre
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disponham ao aparecimento de anomalias cromossomicas estruturais

relacionadas com neoplasias, pelas inúmeras associações entre os SF
e os pontos de quebra nas aberrações cromossômicas específicas de certas

condições neoplásicas. Entretanto, nem sempre fica claro o envol­

vimento da fragilidade na evolução do cariótipo anormal, como o observa­
do em pacientes analisados por HAAS e col (1985), SHABTAI e co1(1985a) e

por MULERIS e col (1987).

Os rearranjos envolvendo a banda 13914 aparecem frequen
temente nas alterações hematológicas malignas e prê­malignas (JOHNSON — e
col, 1985). Segundo MORGAN & HECHT. (1985) a deficiência da banda 13914 pa
rece constituir um evento primãrio na iniciação da prê­leucemia, que po

de evoluir para LMA em decorrência de um rearranjo adicional, envolvendo ou
tro cromossomo. No caso 1, é possivel que a fragilidade em 13q mediano

tenha levado a uma deficiência dessa banda em uma cêlula eritromielóide,

originando o primeiro passo da malignizaçaão. A t(8;21), frequente

em pacientes com IMA­M2 (cf LE BEAU & ROWLEY, 1986), teria ocorrido pos
teriormente em uma cêlula do clone prê­leucêmico.

A expressão das quebras em 13q mediano não foi alterada
nas cêlulas malignas do paciente, mas hã descrição de um paciente com LMC,

que apresentava o FRAIOB, em 6% dos linfócitos normais e em 28% de suas cê
lulas malignas (MORGAN e col, 1985). Nesse caso, embora o SF não estivesse

envolvido na anomalia cromossômica observada nas células malignas,
que era O cromossomo Phº, a malignidade parece ter atuado aumentando sua
expressão.

Com relação à banda 13921, não hã referencias de seu en­

volvimento especifico nos rearranjos cromossomicos observados em neopla
sias (BERGER e col, 1985a). Entretanto, hã descrições de deficiências e
translocaçoes envolvendo tal banda, em indivíduos com diversos tipos de

'* leucemias, inclusive leucemia mielóide aguda (MITELMAN, 1983).

­ As cêlulas do caso 5, portadora de LLA­L2, apresentaram

uma frequência elevada de quebras em 3pl4, todas observadas em cromossomos
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submetidos ao bandamento G, descartando­se, portanto, a possibilidade de in
clusão de quebras em 3q mediano nessa frequência. Como pode­se observar na
Tabela 10, outros pacientes apresentaram frequências próximas à deste caso,
porém, incluindo anâlise em coloração usual na grande maioria das vezes, que
englobou quebras em ambos os braços e em diferentes regiões dos mesmos.

Inicialmente a região 3pl4 foi descrita como um SF raro
(WEGNER, 1983), mas essa idéia foi rapidamente ultrapassada por scu achado
em grande número de individuos (HOWARD­PEEBLES, 1984; SUTHERLAND, 1985a;
HECHT, 1986). Mais recentemente, este SF foi considerado o mais comm ma
espécie humana, acreditando­se que todos os indivíduos o possuam, pois tal
região É a mais susceptível a quebras de todo o genoma. É possível, inclusi­
ve, que existam polimorfismos hereditários com relação à sua expressão
(SMEETS e col, 1986, também para referências). Com base nisso, pode­se consi
derar que todos os pacientes da amostra estudada apresentam este SF. Entre­
tanto, com a metodologia utilizada no presente trabalho, destacou­se a fre­
quência com que as quebras aparecem nesta região na paciente 5, en — relação
aos demais individuos estudados.

Os estudos que utilizam marcadores centroméricos —* fluores­
centes mostram que ambos os homólogos de um mesmo indivíduo pode ter lesões
em 3pl4 com igual frequencia (SMEETS e col, 1986, também para referência).
Com relação à paciente 5.e a seu pai, a frequência observada tanto pode se
referir a ambos os homólogos como a um só deles, pois não foram realizados
estudos com fluorescência para o esclarecimento deste fato.

O envolvimento da banda 3pl4 já foi descrito em rearranjos
cromossomicos observados em vários tipos de neoplasias, como tumores de glãn
dula salivar, de pulmão e de rim (COHEN e col, 1979; WANG­PENG e col, 1982;
YUNIS, 1983; WURSTER­HILL e col, 1984; YUNIS & SORENG, 1984). A  investiga­
ção das cêlulas malignas da paciente não foi possível, mas na literatura não
hã descrições da participação da banda 3pl4 em rearranjos encontrados em LILA,
tipo da neoplasia por ela apresentada (MITELMAN, 1983; BERGER e col, .1985a;
LE BEAU & ROWLEY, 1986). Como nada € conhecido sobre os genes contidos nesta
banda, a casualidade da sua relação com determinados tipos de neoplasias con
tinua questionável.

IV.3. Heteromorfismos e neoplasias

Na espécie humana, os heteromorfismos mais comuns .envolvem
os braços curtos dos cromossomos acrocêntricos, o braço longo do cromossomo
Y, o centrômero dos cromossomos 3 e 4 e as regiões de constrição secundária
(h) dos cromossomos 1, 9 e 16.

Os cromossomos heteromórficos podem ser classificados pelo
tamanho, posição de intensidade de coloração da região heterocromática, ava­
liados com O Uso de têcnicas — especiais de ban­
damento cromossoômico como Q, C e Ag­NOR " (VERMA & DOSIK,
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1980). O bandamento C, por exemplo, cora as regiões de constri­
ção secundária dos cromossomos 1, 9 e l6, a região distal (uma
dois. terços) do Yq, os centrômeros de todos os cromossomos e os
satêlites dos acrocêntricos.

Diversos estudos mostraram variações significati­

vas na frequência de certos heteromorfismos em populações huma­
nas, tendo a raça negra heteromorfismos mais proemientes (VARELLA­

GARCIA, 1982; ANDRADE, 1986, ambos para referencias). Por exem
plo, VERMA e col (1981), estudaram heteromorfimos “cromossômicos
em 160 americanos, negros e brancos, e observaram heteromorfis­

mos de posição no cromossomo 9 em uma frequencia duas vezes

maior em indivíduos negros, comparada com a dos brancos. Conside

rando­se os dois grupos Etnicos, as inversões pericêntricas do

bloco heterocromâatico do cromossomo 9, como observado em dois

dos pacientes estudados neste trabalho (casos 10 e 15), ocorrem
em freqliências variáveis de 1 a 3% (cf HOWARD­PEEBLES, 1982).

Hã várias descrições de alterações no bloco hete­

rocromático, especialmente dos cromossomos 1 e 9, em diversos ti
pos de neoplasias, e uma possivel associação entre tais eventos

foi proposta por diversos autores.

ATKIN (1977), foi o primeiro a sugerir uma rela­

ção entre heteromorfismo de tamanho no cromossomo 1 e susceptibi
lidade a algumas formas de câncer, como o carcinoma de  ovâário.
Este autor observou que 32 dos 58 pacientes com neoplasias eram

portadores da variante 1gh', contra 17 dos 55 controles, havendo
uma .diferença significativa entre essas amostras. SHABTAI &

HALBRECHT (1979) ,examinaram 120 pacientes com doenças hematológi
cas malignas e prê­malignas e observaram uma frequência aumenta­
da de heteromorfismos dos tipos 1gh*, 9qh”, inversão parcial do
1 e do 9 e inversão total do 9, quando comparados com o grupo
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controle. Tais autores sugeriram então, um possível envolvimen

to dos heteromorfismos no processo malígno.
Mais recentemente foram encontradas frequências

aumentadas da variante 1gh* em pacientes com carcinoma de cêrvix
uterino (ATKIN & BRITO­BABAPULLE, 1983) em pacientes com neopla
sias de cabeça, pescoço, mama e órgãos genitais (PETKOVIC, 1983)
e com neoplasias de origem epitelial (ATKIN & BRITO­BABAPULLE ,

1985), assim como da variante 9qh”* em crianças com neoplasias de
diversos tipos (PETKOVIC e col, 1985). No entanto, há : autores

que relatam aumento na frequência da variante lqh, como AGUILAR
e col (1981) em carcinoma de mama e LABAL DE VINUESA e col(1984)

em leucemias agudas e cronicas.

Frequências significativamente aumentadas de in­

versões parciais e totais dos blocos heterocromáticos dos cromos

somos 1 ou 9 já foram referidas em pacientes com câncer de mama
(BERGER e col, 1985b), de sistema nervoso central (REY e col,

1985), com carcinomas de cólon e reto (HEIM e col, 1985; SHABTAI

e col, 1985b) e neoplasias primárias múltiplas (CHUDINA e. col,

1985).

Entretanto, muitas outras investigações não con­

firmam qualquer correlação direta entre o aumento da susceptibi
lidade a doenças neoplâásicas e alterações da :heterocromatina

constitutiva. Entre esses, destacam­se a anílise de KIVI &

MIKELSAAR (1980), com carcinoma de ovário e mama, o de SAMPAIO

(1983) com leucemias e condiçoes afins, o de BERGER e col (1983)

com sarcomas de tecidos moles , o de SCHULZE e col (1984), com

doenças linfáticas malignas e prê­malíignas e ode KRISTOFFERSON
e col (1985) com linfoma de Hodgkin.

Como se constata, a controvêrsia entre os resulta

dos obtidos impede que se estabeleça a associaçãode qualquer ti
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po de heteromorfismo com qualquer tipo de neoplasia. No entanto,

tambêm não se pode consideraá­los todos meramente casuais e a

principal dificuldade no esclarecimento da questão acaba sendo o

relativo desconhecimento das próprias funções da heterocromatina.

As principais hipóteses para estas funções in­

cluem a proteção de âreas vitais do genoma, como centrômero e or

ganizadores nucleolares, proteção da eucromatina contra agentes

“clastogeênicos, controledo mecanismo de atração entre: cromosso­
mos homólogos e não homólogos, regulação da permuta meiótica e

atê um papel evolutivo, representado pelo envolvimento preferen
cial em inúmeros rearranjos: cromossomicos (SAMPAIO, 1983, para

referências).

Na tentativa de justificar alguns achados que re

lacionam os heteromorfismos com as condições neoplâásicas,SHABTAI

e col (1985b) propuseram que determinadas áreas eucromáticas pe

ricentromêricas, próximas à heterocromatina, contivessem genes

reguladores da expressaoda malignidade e que alterações nessa
pudessem reprimí­los ou ativá­los. ­

Neste trabalho, os heteromorfismos de tamanho e

posição do bloco heterocromático sô foram considerados em rela

ção aos cromossomos 1 e 9, tendo sido encontradas inversões par

cial e total de 9qh nos pacientes 10 e 15, respectivamente. Con

siderando que a inversão parcial do 9qgh é encontrada em cerca
de 10% dos caucasoides (VARELLA­GARCIA, 1982) e a inversão total
do 9qh em cerca de 1% dos negroóides (VERMA e col, 1981), pode­se

considerar tais achados casuais.

Um aspecto interessante a destacar é que a pesqui

sa de heteromorfismos tem sido feita em linfócitos de sangue pe

rifêérico dos pacientes com neoplasias. No entanto, para estabe

lecer uma possível relação causal entre tais heteromorfismos e
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câncer seriam mais informativos os estudos comparativos entre as

linhagens normal e maligna do mesmo paciente.

IV.4. Exposição ocupacional, habito de fumar e neoplasias

Já foi referida, anteriormente, a possível

ciação das aberrações cromossômicas e dos SF com a origem
desenvolvimento de neoplasias. Por outro lado, também já é bem

conhecida a importancia de determinados agentes ambientais na

indução de aberrações cromossomicas (NATARAJAN, 1984, para refe

rências) e na expressão dos SF (SUTHERLAND e col, 19385a). Por

conseguinte, não se pode deixar de discutir a relação entre es

ses agentes e as neoplasias.

A relação das anomalias cromossômicas das células

malignas humanas com determinados fatores externos, foi primeira

mente destacada por MITELMAN e col (1978). Estes pesquisadores­

verificaram, em um estudo retrospectivode 58 pacientes adultos

com LMA, que as aberrações cromossomicas clonais eram significati

vamente mais comuns nos pacientes com exposição ocupacional prê­

via a agentes potencialmente mutagênicos e carcinogênicos,do que

naqueles sem tal história de exposição ocupacional.

Esses resultados são corroborados pelos achados

de pacientes que desenvolveram leucemias agudas, tanto após ex
posição ocupacional a agentes mutagênicos e carcinogênicos como

a agentes terapêuticos, como radiação ou drogas citotóxicas (ROWLEY,

1983, 1985).

Dos seis pacientes adultos deste estudo, um (ca­
so 1) trabalhou por bastante tempo em construção civil, com tin

tas e na aplicação de pisos de borracha, utilizando produtos de
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rivados do petróleo altamente tóxicos, três (casos 2, 3 e 15)
trabalhavam como lavradores desde a infância e relataram sua ex
posição a diversos agrotóxicos sem qualquer tipo de proteção.
Dos dois restantes, um trabalhava em serviços gerais (caso 14) e

o outro com serviços domesticos (caso 16).

Entre os agentes de exposiçao ocupacional mais

frequentemente admitidos como prejudiciais à saúde do trabalha­

dor, destacam­se os produtos derivados do petróleo, como o benze

no e o xileno, e os agrotóxicos. O papel dos primeiros na indu
ção de neoplasias tem ficado bem caracterizado, sabendo­se que
atuam sobre as cêlulas da medula óssea, ocasionando clones aber­

rantes (HOGSTEDT e col, 1981) diretamente responsáveis pela ocor
rência de leucemia, ou mais susceptíveis a atuação de. outros

agentes (cf FORNI, 1984).

Um risco aumentado para o desenvolvimento de leu
cemias e linfomas tem sido associado com várias profissões que

utilizam derivados de petróleo rotineiramente,.na área da cons
trução civil, manufatura de produtos de borracha, manufatura de

sapatos, impressao de Tetrogravuras, manufaturas de produtos te

rapeuticos e outros (cf TSONGAS, 1985), o que confirma tais pre

juízos.

Em relação aos agrotóxicos, sabe­se que alguns

dos mais amplamente utilizados, como os organoclorados e os orga

nofosforados, são potencialmente mutageênicos (cf WILD, 1975;

GRANT, 1979 e VARELLA­GARCIA, 1980), o que sugere que tambêm po
dem atuar na carcinogênese.

Apesar de não se poder excluir a interferência dos

agrotóxicos, predispondo ou atuando de alguma forma nos passos

iniciais do estabelecimento da lesão maligna,na amostra estudada

deve­se destacar que o fator responsável pela incidência eleva­
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da de aplicadores de agrotóxicos é o fato de que a maior parte
dos pacientes provinha do Hospital de Base, conveniado com o

FUNRURAL.

Outro aspecto a ser discutido é o do hábito de fu
mar. Os indivíduos fumantes apresentam uma frequência elevada
de aberrações cromossômicas estruturais, comparados com os nao
fumantes (OBE e col, 1982, para referências). Os agentes conti
dos no cigarro que podem ser responsáveis por tal efeito, são

desconhecidos. O cigarro contêm contaminantes radioativos,e cer
ca de 1200 entidades químicas diferentes, muitas das quais muta­

gênicas ou carcinogênicas. ÊEÉ possível que tais agentes poten

cialmente tóxicos possam exercer uma atividade clastogênica tn
vivo, ou induzir danos in vitro, se estiverem presentes no soro
dos indivíduos fumantes (OBE e col, 1982; LITTLEFIELD & JOINER,

1986, ambos também para referências). Além disso, as evidências
epidemiologicas mostram que o cigarro esta seguramente estabele­

cido como a principal causa do câncer de pulmão (WALD, 1985, pa

ra referências). Embora os mecanismos envolvidos nesta relação

sejam desconhecidos, o cigarro induz números considerâáveis de
quebras de cadeia única no DNA, que podem ser atribuídas ao oxi­
gênio ativo gerado pela metabolização dos seus compostos (NAKAYAMA
e col, 1985).

Dos seis pacientes adultos do presente estudo,
cinco eram fumantes (casos 1, 2, 3, 14 e 15) e dois deles (ca­

sos 14 e 15) portadores de câncer de pulmão. Embora sugestivos,

esses dados são insuficientes para se estabelecer relação entre

fo) hábito de fumar e o desenvolvimento de neoplasias.
A indução de neoplasias, muitas vezes, decorre da

interação entre diferentes agentes ocupacionais ou destes com
agentes não ocupacionais, tais como aqueles derivados do habito

EV
AVAVAY

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



75

de fumar. Um exemplo desta interação é a de asbestos e cigarro,
no câncer de pulmão. Indivíduos expostos aos dois agentes apre
sentam uma frequência muito aumentada de neoplasias pulmonares,

comparada com aquelas dos indivíduos expostos a apenas um desses
agentes (SARACCI, 1985).

Hã muito tempo é reconhecido que algumas regiões

cromossomicas são mais sensíveis à ação de agentes mutagênicos,

enquanto outras parecem ser mais resistentes (MEYNE e col, 1979).

De grande interesse é o achado de que a banda 13914 ê uma das

regiões mais sensíveis a agentes clastogênicos,e alguns autores

mostraram que fibroblastos com del (13)(ql14), derivados de pa

cientes com retinoblastoma, podem ter defeitos no mecanismo de

reparo do DNA (cf FITCHETT e col, 1987). Tais dados sugerem que

essa região seja particularmente sensível aos efeitos de deter

minados agentes, que podem resultar em alterações gênicas ou cro
mossomicas, levando à perda do controle da proliferação celular.

Essas características tambêm podem ser aplicadas no esclarecimen
to da origem do retinoblastoma (FITCHETT e col, 1987), e de alte

rações hematológicas prê­malignas e malignas (JOHNSON e coL 1985),
inclusive da observada no caso 1 deste estudo.

IV.5. Condições de cultivo celular e clastogenicidade

A ocorrência aumentada de quebras, seguidas ou
não de rearranjos ê um fenomeno frequentemente observado em indi
víduos expostos a agentes mutagênicos, como citado anteriormente,
e em pacientes com síndromes de instabilidade cromossômica, co
mo a síndrome de Bloom (SCHROEDER & GERMAN, 1974; KUHN & THERMAN,
1986). Um aumento na freqlência de falhas e quebras casuais e
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não casuais jã foi descrito também em linfócitos de indivíduos
com SF, em condições de cultivo sensíveis à sua expressao (SUTHERLAND,
1977; JACKY é col, 1933, ambos para referências) e de individuos
com neoplasias (HART, 1983; LE BEAU e col, 1956, para referên­

cias).

Neste trabalho, a instabilidade cromossômica foi

investigada em linfócitos cultivados nos meios RPMI 1640 e

TC 199, este último com e sem a adição de MTX, 5­BrdU e Hoechst

33258. Esses meios possuem composições diferentes, inclusivena
quantidade de determinadas vitaminas. O RPMI 1640, por exemplo,

apresenta cem vezes mais acido fólico que o TC 199 (DIFCO
LABORATORIES, 1984).

Jã estã bem estabelecida a influência da composi

ção do meio de cultura na incidência das quebras cromossomicas.
Culturas incubadas com meio TC 199 mostram uma incidência aumen

tada destas anomalias quando comparadas com as desenvolvidas em

RPMI 1640 (KECK & EMERIT, 1979, tambêm para referências), o que
tem sido atribuído à deficiência. de ácido fólico, que é precur

sor de compostos fundamentais para a síntese do DNA. Sua baixa

concentração é responsável, como já visto, também pelo  apareci

mento dos SF sensíveis ao folato (SUTHERLAND, 1979a;ERBE & WANG,

1984; REIDY & CHEN, 1984; BRANDA e col, 1934; LI e col, 1986).

Neste trabalho, seis pacientes apresentaram uma

'freqliência aumentada de metâáfases com anomalias, em culturas de

senvolvidas em TC 199 e apenas três exibiram tal caracteristica,

naquelas cultivadas em RPMI 1640, correspondendo ao esperado com

base na composição de tais meios e, provavelmente,sem qualquer
relação com a condição neoplâásica.

O metotrexato (acido 4­amino­N' º­methylpteroylglu
tâmico) é um antagonista do ácido fólico que altera a duplica­
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ção normal do DNA, por inibir a enzima redutase do di­hidrofola
to (CAMARGO & CERVENCA, 1980, para referências). A exposição de
culturas de linfócitos ao MTX induz um bloqueio no ci
clo celular, provavelmente antes ou durante a fase S. Tal com

posto exerce, então, um efeito clastogenico que parece ser .parti

' cularmente grave quando a concentração da droga e alta, resultan
do, inclusive, na diminuição do Índice mitoótico (MONDELLO e col,

1984, também para referências). .A adição de MTX durante as últi
mas 24 horas da cultura de linfócitos tem apenas um efeito mode­

rado, mas leva à expressão aumentada dos SF sensíveis ao folato

(SUTHERLAND, 1979a).

Outro composto utilizado neste trabalho foi a

5­BrdU. Tal composto ê um análogo halogenado da timidina e apre
senta uma variedade de efeitos sobre as cêlulas de mamíferos, in

cluindo toxicidade, mutagenicidade , clastogenicidade, supressão
da diferenciação celulare indução das trocas entre  cromaátides
irmas (SINHA e.col, 1984, também .para referências). Seus efei­
tos na cêlula ocorrem por dois mecanismos: um dependente da subs
tituição, que ocorre como conseqillência da incorporação da 5­BrdU

no lugarda timidina e outro dependente da concentração, que re
sulta da perturbação dos níveis de trifosfato de desoxirribonu­

cleotideo. Neste caso, o efeito primário é uma diminuição de

­ trifosfato de desoxicitidina, devido a inibição da enzima reduta
se do nucleotídeo (GOLLIN e col, 1985a, também para referências).

O Hoechst 33258 (bisbenzimide) é um fluorocromo

usado para a diferenciação longitudinal dos cromossomos. Ele se
liga especificamente às regiões de DNA ricas em A­T, levando a

" uma. descondensação destas áreas (PIMPINELLI e col, 1976; ZIMMER
"

“& WAHNERT, 1986,. ambos para referências).
Como citado, o MIX e a 5­BrdU possuem potencial
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clastogênico, ao passo que o Hoechst 33258 não exibe tal caracte
rística mesmo se adicionado em concentrações relativamente altas

(cf BUSCH e col, 1979).

Apesar do pequeno número de pacientes analisados

neste trabalho não hã indicações de que a condição neoplási

ca tenha aumentado a frequência de quebras nas suas cêlulas san

guíneas.

Em relação à distribuição das anomalias pelos

cromossomos metafâãsicos, verificou­se que ela não foi casual. Es

ses achados são compatíveis com os da literatura. Muitos estu

dos já demonstraram a não casualidade na distribuição das que­

bras no cariotipo humano, destacando o envolvimento preferencial

de alguns cromossomos, como o 1, 3, 7, 9, 11, 14 e 16, e um de­

ficit em outros, como o 13, 18, 19, 20, 21 e 22 (AULA & KOSKULL,

1976; MATTEI e col, 1979, também para referências). Parte dessa
não casualidade pode resultar da presença de SF comuns, como men

cionado anteriormente.
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V. RESUMO E CONCLUSÕES

Os estudos na ârea da citogenêtica das neoplasias

vêm despertando grande interesse cientifico, no sentido de auxi­

liarem no entendimento do fenômeno da transformação celular a se
rem utilizados no diagnóstico, prognóstico e esclarecimento da

etiologia dessas doenças. Espera­se que, futuramente, até possi­
bilitem a identificação de indivíduos com alto risco de desenvol
verem neoplasias, para prevenção e melhor tratamento dessas,

O presente projeto objetivou investigar a ocorrên­

cia de alterações cromossômicas constitucionais, inclusive de si

tios frágeis, em portadores de neoplasias. Foram analisados cito
. geneticamente 16 pacientes, dos quais 3 com leucemia mielóide agu

da, 7 com leucemia linfoide aguda, 3 com linfoma e 3 com carcino

ma de pulmão.
A avaliação cariotiípica foi realizada em linfoci­

tos do sangue periférico, cultivados em TC 199 e RPMI 1640, con ou .sem a...

adição de metotrexato, 5­bromodesoxiuridina e Hoechst 33258.

Entre os 16 casos analisados, dois apresentaram que

:bras cromossomicas preferenciais, o caso 1 em 13qg mediano e .o

caso 5 em 3pl4. O caso 3 apresentou um cromossomo 22 com braço

curto aumentado, provavelmente resultante de duplicação de todo
o. braço :eurto, inclusive a .região arganizadora nucleolar, e de
região centromérica. O caso 16 era portador de um derivado do
cromossomo 15, formado por todo o seu braço longo e, possivelmen
te, com uma translocação do .segmento distal do cromossomo Y: no

seu braço curto. Dois pacientes apresentavam variantes de posição
da heterocromatina constitutiva, um com inversão parcial (caso 10) e outro

: >:. com: inversão:total (caso 15) da região 9qh. o

O exame cariotípico dos pais de quatro desses pa­
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cientes (casos 1,3,5 e 10) mostrou que tais caracteristicas eram
hereditárias. Dos casos 15 e 16 não foi possível a investigação
dos progenitores.

No caso 1 e em seus familiares, foi observada uma
frequência elevada de quebras em 13q mediano, sugerindo a presen
ça de um sítio frágil na banda 13914 ou 13921. Com base nos re­
sultados obtidos, não se pode referir tal fragilidade como per­
tencente a qualquer dos três grupos de sítios frágeis raros, Ou
confirmá­la como um sítio frágil comum, devido à falta de estu­
dos adicionais com substâncias que aumentam sua expressão.

Os rearranjos da banda 13914 têm sido — observados
com freqliências elevadas nas desordens malignas e prê­malígnas e
deficiências nesta banda são consideradas eventos primários “.na
prê­leucemia. Caso a fragilidade ocorra em 13914, poderia rela
cionar­se, embora indiretamente;com O desenvolvimento da condi­
ção neoplâsica do caso l. Com relação à banda 13921 tal relação
parece menos provável pois, embora existam referências de seu en
volvimento em alterações observadas em vários tipos de câncer,
verifica­se que ela não participa de rearranjos cromossoômicos es
'pecificos associados com neoplasias.

A paciente 5 apresentou uma frequencia aumentada
de quebras em 3pl4. Embora sugestivo, não se pode afirmar que tal
fragilidade se refira a um dos homólogos do cromossomo 3, tanto.
na paciente como em seu pai, devido à ausência de estudos com
marcadores centromêricos fluorescentes. Tal fragilidade deve es­
tar presente nos demais individuos analisados, contudo, com a me
todologia utilizada no presente trabalho, ela se manifestou de
forma destacada apenas nas cêlulas desta paciente.

O envolvimento da banda 3pl4 ja foi descrito em
rearranjos observados em vários tipos de neoplasias, contudo,não
no tipo da leucemia apresentada pela paciente. Como as informa­
ções sobre os genes localizados em 3pl4 não são .esclarecedoras
para se sugerir a participação dos mesmosno desenvolvimento do
processo neoplásico, a casualidade da sua relação com determina
dos tipos de neoplasias continua questionável.

A alteração do cromossomo 22, observada no caso 5,
"apesar de sua ocorrência também na mãe do afetado pode estar re­
lacionada ao seu processo maligno, se o ponto de quebra tiver si
do 22g11, onde se localiza o oncogene c­sis.
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O cromossomo anômalo do caso 16, provavelmente

originado por t(15;Y) e um achado raro na população. Associan­
do ao fato de que essa paciente, portadora de carcinoma de pul­

mão, nunca foi fumante, essa anomalia cariotipica pode ser con

siderada um fator de risco para o desenvolvimento da condição
neoplâásica.

O papel dos heteromorfismos do cromossomo 9, como

observado nos casos 10 e 15, na etiologia da malignidade celu­

lar tem sido objeto de muita discussão e os resultados até o mo

mento não levam a qualquer conclusão definitiva. A frequência
elevada com que essas variantes são observadas na população, es
pecialmente em negroides, como é o caso da paciente 15, indica

que sua presença em pacientes com neoplasias pode ser casual.

Apenas o paciente 12, com cariótipo normal, porta

dor de linfoma, apresenta uma possível história de câncer fami­
lial.

' Entre os seis pacientes adultos, quatro foram ex­
postos ocupacionalmente a agentes possivelmente mutagênicos Ou

carcinogênicos (casos 1, 2, 3 e 15), e cinco eram fumantes (ca

sos 1, 2, 3, 14 e 15). Não se pode excluir a participação des­
ses agentes no desenvolvimento do processo neoplásico dos pa­

cientes, uma vez que tal relação já está bem estabelecida pelos

dados da literatura.
Alêm dos pacientes portadores de quebras preferen

ciais (casos 1 e 5), alguns outros tambêm apresentaram frequên­
cias elevadas (> 8%) de metáfases com quebras ou falhas cro­
mossomicas, tanto em culturas desenvolvidas em TC 199 (casos 8,

9, 11 e 14), como em RPMI 1640 (casos 2 e 9), oO que deve refle­
tir condições biologicas particulares.
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O aumento na frequência de metâáfases com anoma­

lias em culturas desenvolvidas em TC 199, comparadas com aque­

las desenvolvidas em RPMI 1640, é compatível com o esperado com

base na composição especifica de cada um destes meios. As fre­

queências mais elevadas de quebras e falhas cromossomicas foram
encontradas nas culturas tratadas com o metotrexato, um antago
nista dos folatos. Naquelas submetidas à S­bromodesoxiuridina

não se observou o efeito clastogênico do composto, devido à bai
xa concentração com que foi adicionado.

Os resultados relativos à distribuição das que­
bras ao longo dos cromossomos, exceto para os casos de fragili
dade, concordam com aqueles descritos na literatura. Sendo as
sim, não se pode estabelecer qualquer relação entre localização

preferencial de anomalias e processo neoplásico, na amostra es­
tudada.

Não foi possivel indicar uma associação direta de

qualquer das características observadas com a condição neoplã­
sica; entretanto, hã sugestões de que algumas tenham desempenha
do papel importante no desenvolvimento maligno de seus portado­
Tes.
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VI. SUMMARY

Cytogenetic studies of neoplasias have aroused a

great interest as a means to better understand the fenomenon of cellular

transformation and for the diagnosis, prognosis and understanging of the

etiology of these conditions. It is hoped that in the future it
“will even be possible to identify individuals with high risk of

developing neoplasias, for their prevention and better treatment.

The present project has the objective of investigating the

occurrence of constitutional chromosomal alterations . including

fragile sites, in persons having neoplasias.Sixteen patients were
analyzed cytogenetically, 3 with acute myeloid leukemia, 7 with

acute Iymphoid leukemia, 3 with 1ymphoma and 3 with lung carcinoma.
The karyotypic analysiswas realizedin lymphocytes

of peripheral blood cultivated in TC 199 and RPMI 1640, with or without the

addition of metotrexate 5­bromodeoxyuridine and Hoechst 33258.

Two of the sixteen analyzed cases revealed
preferential chromosomic breaks, the case 1 at the middle of the

13qg and the case 5 at 3pl4. Case 3 revealed one chromosome 22 with
an increased short arm, probably caused by the duplicationof the

whole arm, including the nucleolar organizer and the centromeric

regions. Case 16 manifested a derived form of chromosome 15 which
possessed all of its long arm and a possible translocated distal
segment of the Y chromosome on its short arm. Two patients revealed

variance in the position of constitutive heterochromatin,onewith
a partial inversion (case 10) and the other (case 15) with atotal
inversion of the 9qh region.

The karyotypic examination of the parents of four of

these patients (cases 1,3,5 and 10) demonstrated the characteristics to

be hereditary.A family investigation was not possible in cases 15 and 16.
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Case 1 and her relatives revealed elevated frequencies

of breaks at median 139, suggesting the presence of a fragile site
at band 13914 or 13921. Based on the results obtained,it is not

possible to refer such fragility as belonging to any of the three

groups of rare fragile sites or to classity it as a common fragile
site, due to the lack of further studies with substances which increase

its expression.

The rearrangements of band 13914have been observed

with high frequencies in malignant and premalignant disorders and

deficiencies of this band are considered primary events in Pbre­
leukemia. If the fragility occurs in 13914, it could be related

indirectly with the development of the neoplastic condition of

case 1. With relation to band 13921, such relation appears to be

­ less probable since, although there are references to its

envolvement in alterations observed in several types of cancer, it

has been verified that it does not participate in specific chromosome

rearrangements associated with neoplasms.

Patient 5 showed a small increase in. breaks in

3p1l4, however, although suggestive, it cannot be afirmedthat such
fragility resers to one of the homologs of chromosome 3, neither
in the patient or in her father, due to the lack of studies with

fluorescent centromere markers. Such fragility must be present in

the other individuals analysed, however, with the methodology used

in the present study, its occurrence was manifested in a distinct
manner only in the cells of this patient.

The covering of band 3pl4 has already been described
in rearrangements observed in various types of neoplasms,however,
not in the type of leukemia apresentedby this patient. Since
information about the genes localized in 3pl4 do not contribute
to suggest their involvement in the development of the neoplastic
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process, the fortuitousness of their relation with certain types

of neoplasms continues questionable.

The alteration of chromosome 22, observed

case 3, despite its occurrence also in the mother of the

patient, could be related to the malignant process if the break

point had been 22q11, where the oncogene c­sis is located.

The anomalous chromosome of case 16, probably

originated by t(15;Y) is a rare find in the population.

Considering that this patient had a lung carcinoma and was
never a smoker, this karyotypic anomaly could be considered a

risk factor for the development of the neoplastic condition.
The role of the heteromorphisms of chromosome 9,

as observed in cases 10 and 15, in the etiology of cellular

malignity has been the subject of much discussion and the results

until the present have not led to any definite conclusion. The
elevated frequency of these variances observed in the population,

especially in negroids, as in the case of patient 15, indicate

that their presence in patients with neoplasias could be casual.

Only patient 12, with a normal karyotype. and

lymphoma, revealed a possible family history of cancer.

Of the six adult patients, four were

occupationally exposed to possible mutagenic or carcinogenic
agents (cases 1,2, 3 and 15) and five were smokers (cases 1, 2,

3,14 and 15). It is not possible to exclude the influence of

these agents in the development of the neoplastic process of
the patients, considering that such a relationship has been

well established in the literature.

Besides the patients carrying preferential' breaks (ca
ses 1 and 5), some others also revealed elevated frequencies
(> 8%) of metaphases with chromosomal breaks and gaps, both in
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cultures with TC 199 (cases 8,9,11 and 14) and with —RPMI 1640

(cases 2 and 9), which must reflect particular biological

conditions.

The increased frequency of metaphases with

anomalies in cultures with TC 199, compared with those with

RPMI 1640, is compatible with the expected considering the

specific composition of each of these mediums. The highest
frequencies of chromosomal breaks and gaps were found in

cultures treated with metotrexate, an antagonist of the

folates. In cultures submitted to 5­bromodeoxyuridine the

clastogenic effect of the compound was not observed of the low

concentration applied.
The results relative to the distribution of the

breaks along the chromosomes, except for the cases of fragility,

agree with those reported in the literature. This being the

case, it is not possible to establish any relation between

preferential localization of anomalies and neoplastic processes
in the sample studied.

It was not possible to indicate a direct
association of any of theobserved cChraracteristics with the
neoplastic condition, however, there are suggestions some
played an important role in the development of the malignant
process.
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