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I. INTRODUCAO

Ustabilidade cromossomica pode ser defini-
da como a permanéncia da integridade de estrutura e fungiao de
cada cromossomo durante o ciclo celular.

Instabilidade cromossomica, foi um termo
criado por HECHT e McCAW (1977) para definir uma condicao em
que a estabilidade cromossomica € defeituosa associada 3 pre -
disposigao ao cancer.

A instabilidade cromossomica € detectada a
través do estudo da freq;éncia de '"gaps'" e de quebras cromosso
micas ou de trocas entre cromatides irmas, em cultura tempora-
ria de' 1infocitos ou de fibroblastos.

As anomalias cromossdmicas nao ocorrem de
maneira sistematica como a que acompanha por exemplo, os reti-
noblastomas, em que ha delecao intersticial no brago longo do
cromossomo 13, mas sim qualquer cromossomo pode apresentar a-
normalidades e estas nao se repetifem'de uma célula para ou -
tra.

Algumas. sindromes com instabilidade cromos
somica, como a Ataxia Telangiectasica, fornecem evidéncias pa-
ra a hipotese de que tanto a taxa de mutagao génica como a que
bra cromossomica estao sob controle genético. Embora n3ao com -
preendido totalmente, os mecanismos de sev aparecimento‘inclu-
em deficiencias: na replicacao do DNA, no reparo e aumento da

, .
sensibilidade aos agentes externos. (WOOLRUFF e THOMPSON,1982).

Em microscopia doptica, os '"gaps' aparecem

nas metafases-como uma area niao corada na qual nenhum material
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* .

cromossomico € visivel, de tamanho menor que a largura da cro-
matide e que na anafase indicam nao haver descontinuidade ver-
dadeira.,

A quebra aparece como uma area nao-corada,
que excede a largura da cromatide e forma fragmentos acéntri -
cos apds a anafase (REVELL, 1959).

Em microscopia eletronica, existe no ''gap!
uma conexao da fibra de cromatina, representada por uma leve
depressao na cromatide, enquanto que a quebra é caracterizada
por uma compieta ausencia da fibra de cromatina no intervalo a
cromatico da cromatide (MACE et alii, 1978).

As lesdes que ocorrem, ao nivel de DNA, os
mecanismos de reparo e replicagcao do DNA, bem como as recombi
nagoes intra e inter cromossomicas estao relacionadas com a
formagad das aberragdes estruturais dos cromossomos, e se exte
riorizam como quebras, os "gaps" e as trocas reciprocas.

O evento primario na formagao destas aber-
racoes, € a les3ao na molécula do DNA, especialmente pela que -
bra na cadeia de polipeptfﬁeos qué se encontram alinhados na
estrutura uninémica, que € a hé&lice dupla do DNA. Nesta quebra
de fita simples, caso haja o reparo, ocorre a reconstituicao
do DNA prélquebrado. Quando tal fato nao ocorre, por defeito
no reparo, a quebra de fita’simples parental pode ser repassa-
da para a outra fita durante o processo d= replicacao, surgin-
do a quebra na fita dupla.‘Para,NOWAK e OBE (1984) esta quebra
de fita dupla constitue a ocorréncia principal para a formaczo
das aberragGes cromossomicas estruturais, que surgem quando o-
correm os processos de excisdo da lesdo, sem o necessario repa
ro. Se a excis@o ocorrer antes da replicacao, dara origem as a
berracdes tipo cromossomicas, atingindo as duas cromatides ir-
mas. Se ocorrer apo6s a replicagcdao, sem reparo pos-replicagio ,
surgirdo aberragdes tipo cromatidicas. Desta maneira, os pro -

cessos de reparo de DNA s@ao também importantes na formagao das
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aberracdes, como ocorrem nas doengas humaras hereditarias com

deficiencia de reparo como no Xeroderma Pigmentoso (NATARAJAN,
1976; NATARAJAN e OBE, 1982).

Para BROGGER (1971; 1975) a lesdo acromdti
ca ou "gap" ocorre devido 3 desespiralizacdo da cromatina ou a
alteracao na interrelacdo DNA-proteina e seriam estes de natu-
reza semelhante as constricgdes secundarias. DIMITROV (1981)
verificou a presenca de dois tipos de 'gaps': um devido 3 que-
bra na fita simples de DNA e outro a alteracao na ligacao DNA-
protefna. BROGGER (1982) considerou também dois tipos de '"gaps"
morfologicamente indistingu{veis: tipo clastogénico (com dano
no DNA) e o tipo turbagénico (sem dano no DNA) e que do ponto
de vista gen€tico e da vida celular seriam provavelmente ino -
centes, sendo que as classes de '"gaps' que tém consequéncia ge
nética direta sdo aquelas que se extendem aldm deles e que in-
cluem as quebras verdadeiras.

| Na formagao das trocas ocorre a fusao ile-
gitima das quebras em um mesmo cromossomo (intratrocas) ou em
cromossomos diferentes (intertrocas). Elas exigem a ocorréncia
de duas quebras de fita dupla nos locais envolvidos. As trocas
entre cromatides irmas surgem como trocas reciprocas em regi -
des homdlogas de cromatides irmds (LATT, 1981). EVANS (1977)ad
mite que na fase G, e G2 do ciclo celular, as trocas sao for-
madas por processo recombinacional e durante a fase S as tro =
cas ocorrem entre fragmentbs Okasaki das duas novas fitas fi -
lhas.

A relagado de trocas entre cromatides irmas
com os mecanismos de reparo e suas conexoes com as aberragﬁes
cromossomicas tipo quebra e "gap" permanece desconhecida. Porém
alguns agentes mutagénicos, que alteram o DNA como a luz ultra
violeta e a mitomicina C, aumentam significantemente a; taxas
de trocas entre cromatides irmas. Outros agentes como o Raio X,

a Nitrosoguanidina e a 8-etoxicafeina provocam pequeno aumento
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de trocas entre cromatides irmds, enquanto mostram lesbes tan-
to a nivel de DNA como cromossomico (KATO e STICK, 1976).

As trocas entre cromatides irmas foram de-
mostradas, inicialmente, pelas técnicas de autorradiografia re
alizadas por TAYLOR et alii, (1957) que utilizaram a timidina
tritiada (Hstd) um precursor de DNA. A timidina era incorpora-
da no DNA, demonstrando assim a distribuicdo semiconservativa
do DNA replicado. As trocas entre cromatides irmas eram obser-
vadas como alteracdes reciprocas ao longo do cromossomo. Mais

recentemente, LATT (1973) substituiu a timidina tritiada (Hstd)

pela bromodeoxiuridina (BrdU), um necleos{deo halosenado, ana-
logo da timina que a substitue incorporando-se no DNA. PERRY e
WOLFF‘(1974) introduziram o método BrdU-Giemsa combinado ao
uso de corante fluorocromo HOECHST 33258 que tem sido usado pa
ra a deﬁonstragﬁo dos padroes de replicacao de trocas “entre
cromatides irmas nos Cromossomos matafasicos. As técnicas ‘de
diferenciacao das cromatides irmas se bas:iam no fato de que
as cromatides irmas se coram diferentemente, com os corantes
HOECHST 33258 e Giemsa, apos as celulas terem passado duas fa-
ses S subsequentes na presenca de bromodeoxiuridina (BrdU).Tal
fato tem uma indicacgao evidente de que o DNA-BrdU substituido
nas duas fitas leva a coloracgido contrastante das cromatides ir
mas. Assim as cromatides BrdU substituidas nos dois fios de
DNA, tém uma cor palida, clara e as que apresentam um dos fios
nao substituido sao escuras (WOLFF e PERRY, 1974; LATT, 1981).
FIGURA 1.

Os primeiros trabalhos que referem instabi
lidade cromossomica, de acordo com a definicdao de HECHT e
McCAW (1977) em patol>rgias humanas, surgiram com os estudos de
SCHROEDER et alii, (1964). Estes autores observando em cultura
de linfocitos de pacientes com Anemia de Fanconi, detectaram
um aumento de quebras e rearranjos cromossomicos. Simultanea -

mente GERMAN {1964) observou que em cultura de linfdcitos de
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FIGURA 1 - DIFERENCIACAO DAS CROMATIDES IRMAS PELA TECNICA DE
FLUORESCENCIA - PLUS - GIEMSA.
A INCORPORAGAO DO BrdU NO DNA, DURANTE 2° CICLOS CE
LULARES:

(
DE NAO HOUVE INCORPORACAO DO BrdU.

) REPRESENTA A CADEIA DE POLINUCLEOTIDEO ON-

(= = = ) REPRESENTA A CADEIA DE POLINUCLEOTIDEO
BrdU SUBSTITUIDO.

(MQDIFICADO DE LATT, 1981).




FIGURA 2 - EXEMPLOS DE "CAPS" (T) E QUEBRAS (")

06
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FIGURA 3 - ASPECTOS DE TROCAS ENTRE CROMATIDES IRMAS. A SETA
SIMPLES (4) INDICA TROCA TERMINAL. AS SETAS DUPLAS

(+4) INDICAM TROCA INTERSTICIAL.
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uma paciente com Sindrome de Bloom, havia elevada incidéncia
de quebras cromqssamicas, HECHT et alii, (1966) realizaram as
primeiras observacdes de instabilidade cromossomica na Ataxia
Telangiectasica,

Procurando um critério para classificar as
sindromes com instabilidade cromossomica, HECHT e McCaw (1977)
preferiram considerar a historia e dividiram as doencas em
dois grupos: a) as sindromes com instabilidade cromossomica
classicas, descrita antes de 1970; e b) as novas sindromes com
instabilidade cromossomica, descritas desde 1970. Quatro sao
as sindromes com instabilidade cromossomica classicas: a Ane-
mia de Fanconi, a Sindrome de Bloom, o Xeroderma Pigmentoso e
a Ataxia Telangiectasica. Dentre as novas sindromes com insta-
bilidade cromossomica foram indicadas: a Poroceratose de Mibe-
11i, a'Sindrome de Carcinoma Basocelular, a Incontinéncia Pig-
mentar e a Esclerodermia.

OQutras sindromes que apresentam quebras
cromossomicas s@o: as sindromes de envelhecimento precoce (ng
drome de Werner, Progéria e Sindrome de Cockayne); e a Polipo-
se Reto-COlica Familial (GERMAIN e BERNHEIN, 1983).

Em todas estas sindromes além da instabili
dade cromossomica existe a predisposigao ao cancer. Essa asso-
ciagdo gera a hipOtese da origem endogena da instabilidade cro
mossdmica, de suas conexdes com a mutagdo a nivel de DNA e com
o cancer. O trabalho de CLEAVER (1968) que observou deficien -
cia de reparo no dano de DNA em cé€lulas de pacientes com Xero-
derma Pigmentoso, foi a primeira de uma série de pesquisas fei
tas nesta area. Outras doengas e varios tipos de tecidos em va
riadas condigoes de cultura, permitiram a observacao dé sensi=-
bilidade de c&lulas aos diferentes agentes mutagénicos fisicos
e quimicos. Tem também servido de tentativas continuas’para se
correlacionar a lesdao cromossomica com a alteracao do DNA e

¢com a génese do cancer nestas sindromes, (SCHROEDER, 1982 e

~
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GERMAIN e BERNHEIN, 1983). Para isso, os estudos atuais estao
dirigidos mais para a relagac entre o modo de transmissao gen§
tica, as caracteristicas das anomalias cromossomicas e os ti -
pos de canceres que ocuorrem nestas sindromes (HECHT e McCAW
1977).

As sindromes classicas - Xeroderma Pigmen-
toso, Sindrome de Bloom, Anemia de Fanconi e Ataxia Telangiec-
tasica, sao de etiologia autossomica recessiva. As novas sin -
dromes com instabilidade cromossomica tém padrdes de heranca di
ferentes entre si e sao, presumivelmente, causadas por diferen
tes tipos de doengas genéticas, tais como: defeito no sitio re
ceptor ou na estrutura da protefna. Na Esclerodermia generali-
zada acredita-se que a instabilidade seja causada por um fator
sorologico (HECHT e McCAW, 1977).

A predisposicdao a malignidade apresentada
pelos individuos com sindromes com instabilidade cromossomica
€ distinta de outras formas de predisposicdo ao cancer, relaci
onadas com anomalias cromossomicas como a delecdo do cromosso-
mo 13 no Retinoblastoma e a delegao 1llp associada ao tumor de
Wilms (EVANS, 1974 e KNUDSON, 1981). Nestes casos uma anomalia
cromossomica especifica corresponde a um tipo particular de
cancer em um tecido também especifico, enquanto que, nas sin -
dromes com instabilidade cromossomica, as anomalias cromossomi
cas sao variadas e as alteracoes neoplasicas sao verificadas
numa grande variedade de tecidos (GERMAIN e BERNHEIN, 1983).

A Sindrome de Werner, uma das sindromes. de
envelhecimento precoce, foi classificada dentro das novas sin-
dromes com instabilidade cromossomica por apresentar multiplos
rearranjos cromossomicos estaveis e em menor extensdo, aumento
das quebras cromossomicas (SALK, 1982 e GERMAIN e RERNHEIN .
1983). As aberracdes cromossomicas somaticas ocorrem em milti-
plos tecidos, provavelmente tanto "in vitro" como "in vivo". A

presenta também elevada incidencia de neoplasias malignas
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(EPSTEIN et alii, 1966; BJSRNBERY, 1976; GOTO et alii, 1981 e
KRABKO et alii, 1982).

A Sindrome de Werner foi descrita pela pri
meira vez por WERNER (1904) como sendo uma esclerodermia asso-
ciada a catarata, observada em quatro individuos de uma mesma
irmandade. Em 1945, THANNAUSER revendo os casos desta sindrome
relatadas na literatura, descreveu doze caracteristicas princi
pais: 1) Baixa estatura com extremidades finas e tronco largo,
2) Prematuro embranquecimento dos cabelos: 3) Calv{cie precoce;
4) Lesdes de pele, tipo "escleropoiquilodermia', particularmen
te na face e nos membros inferiores; 5)Ulceras troficas nas
pernas; 6)Catarata juvenil; 7)Hipogonadismo; 8) Tendé@ncia  ao
diabetes; 9) Calcificacdes nos vasos sanguineos; 10) Osteoporo
se; 11) Calcificacdoes metastaticas; e 12) Tendéncia para ocor-
rer numa mesma irmandade.

EPSTEIN et alii, (1966) observaram elevada
incidéncia de nedplasias em pacientes com a Sindrome de Werner,
(10% aproximadamente), representada por sarcomas, meningiomas,
e carcinomas. GOTO et alii, (1981) encontraram incideéncia de
5,63 de tumores malignos nos casos revistos da literatura japo
nesa. Estes autores observaram que as neoplasias que ocorriam,
na Sindrome de Werner eram do tipo raro, derivadas do tecido
mesenquimal. Na populagao geral do Japao a prevaléncia era de can
cer gastrico e pulmonar e nos pacientes idosos, de cancer pan-
credtico e prostitico. Observaram ainda elevada incidéncia (4,29
de morte por cancer na irmandade dos pacientes com Sindrcme de
Werner, quando comparada com a incidéncia de morte por cancer
na populaciao geral do Japao (0,11%5.

EPSTEIN et alii, (1966) na analise de 125
casos'de Sindrome de Werner determinaram o padrao de heranca co
mo sendo autossomico recessivo padrao este confirmado ﬁor GOTO
et alii, (1981) em an3ilise de 42 famIlias. EPSTEIN et alii,

(1966) referi{am que a Sindrome de Werner, representa uma 'ca-
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ricatura' do envelhecimento natural.

A Sindrome de Werner resulta do defeito de
um Unico gene, mas permanece ainda nao determinado, se este ge
ne produz uma proteina, uma enzima, ou uma molécula relaciona-
da a um gene de regulacao (SALK, 1982).

0 entendimento do defeito molecular basico
nesta sindrome poderia levar a um melhor conhecimento do pre -
cesso biologico do envelhecimento natural, particularmentq em
relagdo as doencgas geriatricas especfficag, como a arterioscle
rose, diabetes, osteoporose e o desenvolvimento de neoplasias.

Nos achados citolégicos da Sindrome de Wer
ner descreve-se a reduzida capacidade de proliferacao celular.
Este fato permite estabelecer a correlacao entre o fenotipo do
envelhecimento, tanto "in vivo" como "in vitro". O continuo de
crescimo da viabilidade celular seria a manifestacao da senes-
cencia a nivel celular (EPSTEIN et alii,1974; GOLDSTEIN, 1979;
NORWOOD et alii,1979; ASO et alii,1980; SALK et alii,1981a ;
~)19816; SCHOMBERG et alji,1982; SCAPPATICCI et alii,1982), A re
dugao do potencial do crescimento celular nao foi corrigida
quando foram realizados co-cultivos de células de pacientes
com Sindrome de Werner e células de individuos normais. Este a
chado revela que o envelhecimento na Sindrome de Werner nao €
devido a um defeito enzimatico que poderia ser corrigido pelos
enzimas das c€lulas normais em estudos de complementariedade.
N3o houve também nenhum efeito inibidor do potencial de cresci
mento das cé€lulas normais, mostrando ass.m que as células de
Sindrome de Werner nao excretam qualquer metabdlito téxico ini
bidor de crescimento celular (SALK et alii,1981a).

HOEHN et alii,(1975) observaram em fibro -
blastos de pele de Sindrome de Werner, uma variedade de rear‘”
ranjos de mosaicismo de translocacao variaveis (MTV) e que e-

tam clonais, podendo ser passados para c€lulas filhas. Estes a
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chados foram encontrados também por diferentes pesquisadores
(NORWOOD et alii]l979; SALK et alii,1981b; SCHOENBERG et alii,
1981, 1984 e SCAPPATICCI et alji, 1982). O mesmo rearranjo cro
mossomico estrutural foi observado em outros tecidos de paci-
entes com Sindrome de Werner como na linhagem de células da
glia de cortex cerebral (HOEHN et alii,1975) e nos linfécitos
de sangue periférico (SCAPPATICCI et alii.1982). Eﬁ linfoblas
tos de pacientes com Sindrome de Werner a constituigdao cromos
somica observada foi normal, porém pode-se observar alta fre-
qiéncia de cromossomos dicéntricos (SALK et alii  1981c).

Este mosaicismo de translocagdes variadas
& também encontrado em fibroblastos de individuos nio portado
res da Sindrome de Werner (HOEHN et alii,1975; LITTLEFIELD e
MAILHES, 1975; HARNDEN et aljj 1976) porém numa frequéncia bem
inferior dquela observada na Sindrome de Werner. SALK et alii,
(1981b)observaram uma frequencia deMTV de 8,4% em fibroblas-
tos de indivfduos sem Sindrome de Werner e uma frequéncia de
92% nos individuos com esta sindrome.

A despeito do que ocorre na Ataxia Telan-
giectdsica, uma das sindromes com instabilidade classica onde
as quebras cromossomicas ocorrem em todos 0S Cromossomos mas
com locais preferenciais de quebras nos cromossomos 14, 7, 6
e X (HAYASHI e SCHMIDT, 1975; OXFORD et alii,1975 e GERMAIN e
BERNHEIN, 1983), na androme de Werner as translocagoes,ocor-
rem em todos 0s cromossomos, aparentemente ao acaso, porém e-
xistem locais especificos de rearranjos chamados "hotspots”{
Estes locais foram em nimero de quatro e determinados nas re-
gioes 1q12, 1q44, 5q12 e 6cen. Os pontos onde os rearranjos O
corriam com menor freqluencia nao foram determinados. SALK s
1982 refere a importancia em se observar que dentre estas re-

gides cromossomicas principais, onde ocorremJfreqﬁentemente)os

rearranjos cromossomicos,a regiZio 1q1l2 tem participado com
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certa frequéncia nos rearranjos cfomoss6micos de cancer de o-

vario e de bexigé (ATKIN e BAKER, 1978), bem como, nas células
infectadas pelo adenovirus 12, nas doengas hematologicas e nas
anormalidades cromossomicas proprias (ROWLEY, 1977)e a regido

1q44 esta frequentemente relacionadas com as quebras induzidas
pelo ademovirus 12 (ROWLEY, 1977).

NODERSON (1977) pode detectar a ocorréncia
de diminuicdo das quebras cromossomicas nas c&lulas de Sindro-
me dc¢ Werner, quando estas eram tratadas com enzimas limpado -
res de radiéais livres? a dismutase superoxida e a catalase.
Isto sugeriu que a instabilidade cromossorica na Sindrome de
Werner,fosse devido a instabilidade de suas células aos danos
causados pelos radicais de oxigenio livre. Uma teoria baseada
nos efeitos deletérios dos radicais de oxigénio livre nas célu
las relacionadas com o envelhecimento e aparecimento de doen':
cas degenerativas associadas, foi proposta por HARMAN (1956).
Estes radicais livres reagem com a catalase molecular do oxigé
nio e as enzimas oxidativas do tecido e nos metais, ferro, co-
wbalto e manganeés. Entretanto, nem o tratamento com os enzimas
limpadores e nem a reducao do oxigénio atmosférico nas cultu -
ras, fizeram reduzir os rearranjos cromossomicos ou melhora
rap o potencial de crescimento celular (SALK et alii,1981c).
MARKLUND et alij, (1981) observaram que a atividade dos enzimas
limpadores nos eritrocitos e nos linfocitos de pacientes com
Sindrome-de Werner eram normais.

Os trabalhos de SALK et alii {1981b) em fi-
broblastos de pacientes com Sindrome de Werner, embora relatem
um aumento nas quebras cromossomiras, - ‘nao foram quantifi-
cadas e de SCHONBERG et alii,(1981) em culturas de linfhcitos,
fibroblastos e linfoblastos, quantifica as quebras cromossomi-
cas na Sindrome de Werner, mas nio compara com controles nor e

mais, embora refira que nao estdo aumentadas.
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SCAPPATICCI et alii, (1982) observaram pre
matura disjungﬁd do centromero (PDC) no cromossomo X em célu-
las de Sindrome de Werner. O fenOmeno da prematura disjuncgao
do centromero bem como a perda do mesmo, tem sido asso
ciados ao envelhecimento natural (FITZGERALD, 1975 e NAKAGOME
et alii 1984),

As trocas centre cromatides irma@s esponta-
neas foram relatadas como’normais,tanto em‘fibroblastos,
em cultura de linfocitos de sangue periférico e linfoblastos
(BARTRAM et alii,1976; SALK et alii,1981b; DARLINGTON et alii,
1981), gendo qQue mais recentemente, ELLI et alii, (1983) pode pp
servar em cultura de linfocitos de um paciente com Sindrome
de Werner aumento significante de trocas de cromatides irmas.

DARLINGTON et alii,(1981)cbservaram en es
tudo de 3 pacientes, que as trocas de cromitides irmis induzi
das pela mitomicina C foram mais frequentes nas células
de dois casos de Sindrome de Werner do que nos seus controles
normais, porém as diferencgas nao foram significantes,

Na Progéria, Sindrome de Hutchinson -
Gilford, classificada também como Sindrome de Envelhecimento
Precoce como na Sindrome de Werner, o aparecimento das manifes
tagdes classicas € mais precoce e tem sido referida entre as
sindromes com instabilidade cromossomica,muito embora nio apre
sente a predisposigao aumentada a malignidade. Talves este fa
to ocorra, em razao dos individuos portadores desta sindrome
terem 6bito na primeira ou no maximo na segunda década da vi-
da, frequentemente por doenca coronariana (DeBUSK, 1972: AYRES
e MIHAN, 1974 e GERMAIN e BERNHEIN, 1983).

Descrita por HUTCHINSON (1886) como uma
patologia que apresenta auséncia congénita de cabeloswAatro -
fia de pele e seus anexos, GILFORD (1904) foi o primeiro a de

nomina-la "PROGERIA'", termo que se tornou generalizado. A Pro
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géria constitui uma patologia de tecido mesenquimal, resultan-
do em envelhecimento precoce, que ocorre desde o primeiro aﬁo
de vida e cujas caracteristicas clinicas sdao: 1) Baixo desen -
volvimento ponderoestatural; 2) Auséncia de completa maturacao
sexual; 3) Perda generalizada do tecido adiposo subcutaneo com
pele fina, tipo "EsclerodermidE 4) Desproporcao cranio-facial;
5) Micrognatia; 6) Circulacgao venosa superficial proeminente ;
7) Alopecia; 8) Olhos proeminentes; 9) Aparéncia facial de pﬁg
saro; 10) Anormalidades dentarias; 11) Displasias esqueléti -
cas com articulacoes proeminentes e rigidas.

Sua etiologia nao esta completamente eluci
dade, sendo a maioria dos casos esporadicos em filhos de casa-
is com idades avangadas, o qué sugere heranca autossomica domi
nante por mutagao nova (DE BUSK, 1972). Alguns casos de famili
as com Eonsang;inidade positiva, pais primos de primeiro grau
e/ou varios filhos afetados, tem sugerido heranga autossdomica
recessiva. Heterogeneidade genética foi atribuida a esta pato-
logia (SMITH, 1982).

Como na Sindrome de Werner, a capacidade
proliferativa celular dos fibroblastos de pele de pacientes
com Progéria estda também diminuida em relagdo ao f{broblastos
dos individuos normais. (GOLDSTEIN, 1969 e DANES, 1971).

Um decréscimo ‘de reparo no DNA para quebras
simples induzidas por irradiagao gama foi observado em fibro -
blastos de cultura de pelé‘de pacientes com Progéria quando
comparados com culturas de controle normais (EPSTEIN et alii ,
1974 e RAINBOW e HOMES, 1976). Tal fato nao foi observado por
REGAN e SETOW (1974) que observarém, com técnica similar, jue
o defeito nao era inerente ao reparo d:: quebra de DNA induzida
pela radiacao, mas que poderia ter havido uma reduzida e varié
vel habilidade de reparo apés o tratamento, de rotina da cultu

ra, com tripsina.

BROWN et alii, (1976) relataram em trés ex
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perimentos com células de pacientes de Progéria co-cultivadas
com: 1) Células de individuos normais; 2) CElulas de hamster
e 3) Células de pacientes afetados com a mesma sindrome, mas
sem parentesco, que eram capazes de fazer o reparo de DNA em
tempo normal, apos irradiacao ionizante, o que sugeria a ocor
réencia de complementacao da habilidade de reparo das cé&lulas
de Progéria tanto por cé€lulas de individuos normais, como por
células de hamster e mesmo de outros casos de Progéria desde
que nao relacionados. A complementacgdao ocorrida entre famili-
as de pacientes de Progéria sugere que haja uma heterogeneida
de genética na patologia com diferentes defeitos provaveis pa
ra formas diversas da doenca.

Diante desses achados, muitas vezes contro
vertidos dos estudos citogenéticos nas sindromes de enve lheci

mento precoce foi preposto, o presente trabalho de pesquisas

que tem por objetivos?
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II. OBJETIVOS

Através de cultura temporaria de linfocitos,
determinar-se a frequencia de tTocas entre crométides’irmés,(TCI)
quebias e "gaps" cromossdmicos de pacientes com Sindrome de Wef
ner e Progéria como método de deteccao de possivel instabilida-
de cromossOmica nessas patologias.

Para os pacientes de Progéria com confirma

da heranga autossomica recessiva, verificar a frequencia de TCI,
quebra§ e "gaps'" cromossomicos nos pais (heterozigotos), com o
mesmo método, para se detectar, em caso de ocorréncia de insta-
bilidade cromossomica nos homozigotos, manifestacao da instabi-
lidade nos heterozigotos, pelo menos sugerida. Se este fato a -
contecer, estabelecer-se a deteccao de heterozigotos na irmanda
de dos paciente de Progéria, de heranca autossomica recessiva,

através da deteccao da instabilidade cromossomica.
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III. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

0 estudo citogenético foi realizado em
dois pacientes de Sindrome de Werner, sem grau de parentesco e
dois pacientes de Progéria de heranca autossomica recessiva ,
pertencentes a uma mesma irmandade e um caso de Progéria espo-
radico. Os pacientes s3ao provenientes dos Ambulatérios de Gené
tica Médica e de Dermatologia do Hospital das Clinicas de Ri -
beirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

Todos os pacientes foram submetidos a ava-
liacdo clinica geral e especial, com realizacdao dos estudos ge
nealdogicos das familias e documentagdo fotografica (vide apén-
dice).

Nos casos de Progé€ria de heranca autosscmi
ca recessiva, o estudo dos pais e de ciico irmaos normais tam-
bém foi realizado.

Para cada paciente estudado foi seleciona-
do um controle do mesmo sexo e idade, clinicamente normal, sem

historia de estar fazendo uso de drogas ou de ter sido submeti

do 3@ irradiacdao (Raio X) nos ﬁltimos doze meses.
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TECNICAS

3.2.1.

Para o estudo da determinacio da
" .
frequéncia de quebra e "gap"' uti-=

lizou-se:

A- Cultura temporaria de linfocitos
de sangue periférico com 48 ho-

ras e 72 horas de incubacao.

B~ Coloracao com Giemsa para anéli

se convencional.

Para o estudo da determinacao e dis

tribuicao das trocas entre cromati-

. des irmas utilizou-se:

A- Cultura temporaria de linfécitos
de sangue periférico com 72 ho-

ras de incubacao.

B - Coloragdo diferencial das croma

tides.

C~ Técnica da acdo térmica e colo-



20

racao com Giemsa,

A- Cultura Temporaria de linfécitos de san
gue periférico pela técnica de macrocul
tura de MOORHEAD et alii,(1960), modifi
cada no Laboratdrio de Citogenética Hu~
mana da Faculdade de Medicina de

Ribeirdao Preto da Universidade de Sao

Paulo, (FERRARI, 1968).
- Procedimento I - Semeadura.

De cada pessoa- selecionada sao retirados
10 ml de sangue .venoso periférico, em seringa heparinizada (Li
quemine - Roche 5.000U/ml) e colocados em tubo de ensaio em re
pouso por * 2 horas para sedimentacao das hemﬁcias e retirada
de 2 ml de plasma.

Semeia-se 1,0 mi de plasmayem cada um dos
dois frascos contendo 10 ml de meio de cultura composto de 70%
do meio RPMI 1640 (GIBCO, GRAND ISLAND, NY), 20% de soro huma-
no normal, 2% de fitdﬁhemaglpgiﬁina e antibiodticos:Penicilina
(100U/20 ml) e Estrepcomicina (0,025U/20 ml). Divide~se um dos
frascos em dois frascos com 5 ml de cultura cada, para as cul-
turas de 48 e 72 horas.Ao outro frasco com 10 ml, adiciona- se
S5-Bromodeoxiuridina (5 BrdU’- Sigma) na quantidade equivalente
a 10 pug/ml de meio.

Colocam~se as culturas em estufa & 37°C por
48 e 72 horas, sendo que o frasco’contendo BrdU € envolvido em
papel de aluminio para evitar fotolise do DNA.

Uma hora antes de completar o periedo de
permanencia na estufa, adiciona-se 1 gota de colchicina a con-

centragao de 0,16/100 ml de agua para cada 5 ml de cultura. Ho
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mogeniza-se lentamente e deixa~se na estufa por mais 1 hora.
- Procedimento II - Colheita de Cultura.

Retira-se o material da estufa e transfere
se para tubos de centlffuga, quando entdo realiza-se a centri-
fugagao a 800 rpm durante 10 minutos. Em seguida retira-se o
sobrenadante que € entao desprezado.

Realiza-se a hipotonizacao do material pe-
lo tratamento com 10 ml de solugdo hipotdnica de KC1 0,075M ,
previamente aquecido a 37°C, durante 10 minutos, sendo 5 minu-
tos na estufa a 37°C e 5 minutos na centrf%uga a 800 rpm, dese
prezando-se em seguida o sobrenadante.

Fixacdo do material com uma solugdo de me-
tanol-acido acético (3:1) em trés etapas. Ma primeira étapa co
locam-se 5 ml de. solucdo fixadora,ressuspende-se o material le
vemente e centrigua-se por 5 min. a 800 rpm, retirando-se em
seguida o sobrenadante., Na segunda étapa adicionam-se 3 ml fdé
solucao fixadora ao material, reésuspende-se ; leva-se a cen -
trifugacao por 5 minutos. Retira-se parte do fixador, deixan -
do-se aproximadamente 2 ml de material. Quando necessario a -
crescentar mais fixa&ﬁ;‘numa terceira etapa, eﬁnquantidade pro

porcional a concentracgdo do material colhido.
- Procedimento III - Preparo das laminas

Coloca-se uma gota do material em cada 1a-
mina limpa e conservada em agua destilada:ge1g§ay

Secam=~se as lﬁminas,pafa éﬁﬁ&ise convencio
nal com uma ligeira flambagem em lamparina de alcool e as limi

nas do material contendo BrdU sao deixadas secar ao ar,
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B- Coloracdao com Giemsa para Analise Con -

vencional,

Coram-se as laminas com Giemsa (1:30 em

tampao fosfato de o0,06M pH 6,8) por cinco minutos.

C- Coloracdo diferencial das cromatides =
Fluorescente Plus Giemsa (PERRY e WOLFF,

1974) modificada.

Colocam-se sobre as laminas, secas ao ar ,
trgs gotas de corante fluorocromo HOECHST 33258 (0,05 ug/ml de-
HOECHST solucao de Hanks pH 6,8 -7,0). Cobrem-se entao com as
laminulas e colocam-se sob uma lampada de luz ultravioleta (Ge
neral-Eletric - 15W - Germicidal) numa distancia de 30cm do ma
terial por cincoenta minutos.

Apos este perfodo faz-se a retirada das la
minulas imergindo as 1laminas em agua destilada.

Secam-se as laminas ao ar'e guardam-se na

geladeira.

D- Técnica de acdao térmica e coloragdao com
Giemsa (KORENBERG e FREDLENDER, 1974)

modificada.

Submetém-se laminas secas a um prévio aque
cimento com Fosfato de S6dio, monobdsico |, (NaH,P0,), 1M(pH8,0)
em temperatura de 87°C por periodo que varia de 5 segurdos &
1:30 minutos. Em seguida lavam-se as laminas com égua‘destila—
da,

Coram-se as laminas com Giemsa (1:20 em tam

pao fosfato 0,06 pH 6,8) por quatro minutos.
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3,2.3,.ANALISE CITOGENETICA

Realizada através da analise por dois ob -

-y

servadores, independentemente de 60 metafases assim distri=-

buidas: 20 para cultura de 48 horas; 20 para cultura de 72 ho-
ras em coloracao uniforme para o estudo de quebras e 'gaps" e
20 metafases de cultura de 72 horas, com bromodeoxiuridina pa-
ra o estudo de trocas entre cromatides irmas. De cada indivi -
duo foram selecionadas metafases cujos cromossomos estivessem

bem esﬁalhados e de facil identificacao. As metafases foram a-
nalisadas com microscopia Optica e feito o desenho esquematico
de cada uma, com iaentificagéo dos cromossomos ou grupos de cro-
mossomos 1, 2, 3, B, C, D, E, F, G de acordo com a ConferBncia
de Chicago (1966).

O critério para contagem das TCIs foi de
que as trocas terminais foram consideradas unitarias, as tro -
cas intersticiais contadas como duas trocas e as trocas centro
méricas nao foram contadas por ser dificil a sua diferenciacao
de cromiatides irmas cruzadas.

0 crifériO'para contagem das quebras e
"gaps'" foi de que as 'falhas'" ou descontinuidade cromossomica
de tamanho maior do que a largura da cromatide foram considergl
das como qiuebras e as mend;es que esta, consideradas como 'gaps'.
As qiiebras e ‘'gaps' cromatidicos e isocromoatidicos e os frag -
méhtos acéntriéos foram considerados como unitario. As células
com motdfases pulverizadaé ndo foram incluidas na anélgse.

As aberragdbes cromossomicas consideradas

foram quebras e '"gaps'.
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3,2.4; ANALISE ESTATISTICA

A fim de verificar se existem pontos prefe
renciais de TCI na distribuigio de trocas entre cromatides ir-
mas, Nos Cromossomos Ou grupos de‘cromdssomos, quanto ao com‘n
primento relativo na metafase, foi feito uma analise, empregan
do-se o teste de XZ (qui-quadrado).

O teste t de Student foi usado para anali-
se de~freq3§ncia de trocas entre cromatides irmas (TCI) basais.

Para a analise de aberracdes cromossomicas
estruturais (quebras e 'gaps') foi usado um teste para compa-
racao de duas populagoes com distribuigao Poisson independen -

tes (BROWNLEE, 1965).
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IV. RESULTADOS

1. FREQﬁENCIA DE TROCAS ENTRE CROMATIDES IR-
MAS (TCI )BASAIS NOS INDIVIDUOS CONTROLES
NORMAIS .

A frequéncia média e o desvio padrao das
TCI basais de cada um dos 11 individuos controles normais sao
apresentados na Tabela 1. o |

A fredﬁéncia média (X) e o desvio padrao(s)
das TCI de todos os controles sao X=7,64 e s=1,24,.

As idades dos individuos controles vao de 9
meses a 63 anos, sendo 6 individuos do sexo masculino e § do

SEX0 f@mininon
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2, DISTRIBUICAO PREFERENCIAL DAS TROCAS Eﬁ
TRE CROMATIDES IRMAS POR CROMOSSOMOS OU
GRUPO DE CROMOSSOMOS NOS INDIVIDUOS CON
TROLES NORMAIS, CONSIDERANDO-SE o " TA-
MANHO RELATIVO DOS CROMOSSOMOS METAFASIT

COS, NO LOTE DIPLOIDE.

As tabelas 2 e 3 apresentam a distribuicao
preferencial das TCI nos cromossomos ou grupo de Cromossomos
dos -individuos controles normais.

A Tabela 2 apresenta os dados dos inde{duu
os do sexo masculino, bndé se observa um aumento significante
Qe TCI nos cromossomos 2(X2=21,90) e nos cfomossomos do grupo

B(XZ=9,75). Os cromossohos dos grupOé'E, F e G com valores de

X =7,93; X2=38,67 e X2=4,29\respectivamente, apresentam dimi
nuicdo significante de TCI, péra X% critico 3,84 com nivel de
gignificﬁngia de 58, .

A Tabela 3 apresenta os dados dos individu
os do sexo feminino, sendo obéervé&o um aumento significante
de TCI nos cromossomos 2(X2=12,43) e nos cromossomos do grupo
B(X2=4,89). Os grupos cromossomicos D, E, F e G, apresentam
frequéncia de TCI signifiééntemente menor qué o esperado com
X2=11,60 : X2=18,05 : X??.13,79\ e X2=6,42 respectivamen
te. O nivel de significancia foi de 5% para X2 critico de 3,84,

Nos dois grupos controles os cromossbmos 2
e os cromossomos do grupo B tiveram as freQuEncia§'DE TCI sig
nificantemente maior que b esperado. Ja 0s cromossomos dos
grupos B, F, G tiveram suas frequéncias d= TCl1 significante-

mente menores que o esnerado.
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STNDROME DE WERNER

3. FREQﬁENCIAS DAS TROCAS ENTRE CROMATIDES
IRMAS DE PACIENTES COM SINDROME DE WER-

NER.

‘Na analise da freqincia de TCI basais de
dois pacientes com Sindrome de Werner e de seus controles nor
mais do mesmo sexo e idade oébserva-se uma pequena diminuicao
na taxa de TCI nos pacientes, porém esta diferenca nao'é sig
nificante, para um t critico de 1,68 com 5% de nivel de signi

ficancia, conforme esta apresentado na Tabela 4.
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4. DISTRIBUICAO PREFERENCIAL DAS TROCAS EN-
TRE CROMATIDES IRMAS POR CROMOSSOMOS QU
GRUPO DE CROMOSSOMOS NOS PACIENTES  COM
STNDROME DE WERNER, CONSIDERANDO 0
TAMANHO RELATIVO DOS CROMossémos METAEK-
SICOS, NO LOTE DIPLOIDE,

A Tabela 5 apresenta a distribuicao prefe -
rencial peor CTOMOSSOMOS Ou gfupo dé'cromossomos nas dugs paci-
entes com Sindrome de Werner, sendo observada maior fre -
quéncia de TCI nos cromossomos 2 com X2=13,66, sendo signifi
cante este achado ‘(XZ critico=3,84 com 5% de nivel de.signifi
céncia). Observa-se também uma significante diminuicdo de fre

quéncia de TCI nos cromossomos do grupo F (X2=5,62).
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5. FREQUENCIAS DE ABERRACOES CROMOS3OMICAS
ESTRUTURAIS DOS PACIENTES COM STNDROME
DE WERNER.

As Tabelas 6, 7, 8 e 9 apresentam frequen-
cias de aberracOes cromossdomicas estruturais das duas pacien
tes com Sindrome de Werner e dos seus controles normais, do
mesmo sexo e idade, bem como o valor estatistico para com-
paracao de duas - distribuicdes de Poisson independen-
tes. (BROWNLEE, 19@5). A hfpote§e HO, neste caso, estabelece
que a taxa de aberracdes cromossomicas paré o paciente com Sin
drome de Werner € igual ao seu controle, e a hipotese Hy, afir-
ma que a taxa de aberracdes cromossomicas & maior para pacien-

tes com Sindrome de Werner.

CULTURAS DE 48 HORAS

‘Na Tabela 6, os "gaps" foram incluidos para
andlise e observa-se um aumento da taxa de aberrac3o nas duas
pacientes com Sindrome de Werner, porém esta diferenca & ndo-
significante (Z=1,06 e Z=1,21 para um Z critico=1,68).

| Na Tabela 7, os 'gaps' foram excluidos para
a andlise e observa-3e um aumento na freqiiéncia de abefragaes
nas duas pacientes com anarome de Werner, em relacao aos seus
controles normais, embora somente a paciente de Sindrome de
Werner 2 (45 anos) apresente diferenga significante (Z=1,76 pa

ra £ critico=1,68).
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CULTURA DE 72 HORAS

Na Tabela 8, os 'gaps'", estao incluidos na
analise onde se observa uma aumento de frequéncia de aberra -
¢6es cromossomicas estruturais tipo quebras e 'gaps'" nas duas
pacientes com Sindrome de Werner em relacdo aos seus controles
normais, embora na primeira paciente (25 anos) esta diferenga  nao
tenha sido significante (Z=1,33 para um Z critico=1,68).

Na Tabela 9; os ”gapé", estiao excluidos da
analise e pode-se observar'que no paciente de Sindrome de Wer-
ner 1 (25 anos) nao houve diferenca na freqﬁéncia de aberra =
cO0es cromossomicas es”ruturais tipo quebras e '"gaps", em rela-
¢ao ao seu controle. No paciénfe dé Sindrome de Wernertz com i
dade cronoldgica maipr (45 anos), observa-se uma diferenca sig
nificante de aberracGes cromossomicas estruturais tipo quebras
e "gaps" (2=3,18 para um Z critico de 1,68), sendo que“seu con
trole, de mesmo sexo e idade, nao apresentou nenhuma aberracdo

nas 20 metafases analisadas.
Y
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PROGERIA

6. FREQUENCIAS DE TROCAS ENTRE CROMATIDES
IRMAS NOS PACIENTES DE PROGERIA.

. A Tabela 10 apresenta a frequéncia média
de TCI basais nos trés pacientes de Progéria e nos seus contro
les normais de mesmo sexo e idade.

Observou-se que a freqaéncia de TCI basais
dp paciente de Progeria 1,’foi mais elevada que a do seu con -
trole normal; que a frequéncia de TCI basais do paciente de Pro
géria 2, foi ligeiramente mais elevada do que a dp seu contro-
le normal e que a frquéncia“de TCiwbasais do paciente de Pro-
géria 3, foi menor que a do seu controle. No entanto, éo ser
testada a hipdtese HO de que a média de TCI no paciente de Pro
géria fosse igual ao do seu éontrole, contra a hipétesé H1 de
que aquelas médias fossem diferentes-Nos casos 1 e 3 foi regei

_tada a hip6tese Hj,porém no caso 2 foi aceito a hipdtese H.
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7. DISTRIBUIGAO PREFERENCIAL DAS TROCASEN
TRE CROMATIDES IRMAS POR CROMOSSOMOS OU
GRUPOS DE CROMOSSOMOS NOS PACIENTES DE
PROGERTA, CONSIDERANDO-SE 0/ * TAMANHO
RELATIVO. DOS CROMOSSOMOS METAFASICOS,NO
LOTE DIPLOIDE.

As Tabelas 11 e 12 apresentam a distribui -
cao preferencial das TCI nos cromossomos ou grupos de cromosse

mos ;ﬁostrés pacientesAde; Progéria.

A Tabela 11 apresenta os dados dos pacien-
tes do sexo masculino, tendo sido observada maior frequéen
cia de TCI nos cromossomos do grupo B(X2=12,47) e do grupo D
(X2=4,63) que sao significantés para/para um Xz critico=3,84
com 5% de nivel de significancia. Observa-se também fre-
qﬁéncia significantemente menor nos cromossomos do grupo E e F
com X2=20,35 e X2=14,4S respecfivamente.

A Tabela 12 apresenta a distribuigdo prefe-
rencial das TCI da pacientew‘de Progéria do sexo feminino,onde
se observa um aumento ligeiramente significante nos cromosso -
mos 1(X2=3,94) e um aumento:significante NnosS CTromosSSomos do

2=6,34 respectivamente, para um XZ

grupo B e D com X2=12,46 e X
critico + 3,84, Menor freéequéncia de TCI & observada nos
cromossomos do grupo E(XZ=7,49).

Como se pode observar nos tres pacientes de

Progéria, os cromossomos do grupo B e D tiveram uma taxa de

TCI elevada, enquanto que os cromossomos do grupo E tiveram di

minuida.
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8, FREQﬁENCIAS DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

ESTRUTURAIS DE PAGIENTES DE' PROGERIA.

As Tabelas 13, 14, 15 e 16 apresentam as
frequéncias de aberragbes cromossdomicas estruturais de trés pa
cientes de . Progéria e de seus controles normais do mesmo sexo
e idade. Foi testada a hipotese de Hy de que a média de aberra-
coes croﬁossBﬁicas estruturais no paciente de Progéria fosse igual a do seu

controle, contra a hipotesz H, de que aquelas médias fossem diferentes.

1

CULTURAS DE 48 HORAS

Na Tabela 13, os '"gaps" estao incluidos na
analise, observa-se um ligeiro aumento, com diferenca nao sig-
nificante nos trés pacientes de Progéria, sendo que os indivi
duos controles dos pacientes 2 e 3 (9 meses e 9 anos de idade)
ndo apresentam aberracdes Crom6558§icas estruturais nas 20 me~
tafases analisadas (Z=1,33; 2=0,00 e Z=1,50 respectivamente)

Na Tabela 14, os 'gaps" estao excluidos e ob
serva-se um aumento c>m diferenca nao-significante de aberra -
¢oes no paciente ;de“Prdggfia 1(Z=1,06 para um Z critico *2,02).
O controle do paciente Progéria 2 (9 meses) nao apresenta aber
racdes cromossomicas nas 20 metafases analisadas e é freqién -
cia de aberragdes do paciente de Progéria 2,n3o apresenta di-
ferenga significante (Z=0,00). O paciente de: Progéria 3(9
anos) nao apresenta aberragdes cromossomicas nas 20 metdfases

analisadas. -~
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CULTURAS DE 72 HORAS

Na Tabela 15, os 'gaps'" estao incluidos na
analise e observa-se um aumento das aberracoes cromossOmicas
em todos os trés pacientes, em relacdo aos seus controles nor-
mais.Esta diferéngaporém s6 & significante nos pacientes Progé
ria 1 e 3 (Z=4,58 e Z=4,00 respectivamente) em Z critico %2,02
para 5% de nivel de significéncia.

Na Tabela 16, os '"gaps' estao excluidos na
analise eobserva-se um aumento de aberracOes crumossomicas es-
truturais nos pacientesbproééria le 3 (14 e 9 anos de idade),
porém, a diferenca s0 esta”significante no Paciente Progéria 1
com Z=2,77 para um Z critico de #2,02. No pacientec Progéria 3,
Z=1,22. O paciente Progéria 2 (9 meses) nio apresenta d{feren—
ca na frequencia de aberragoes, em relacao ao seu controle nor

mal d¢ mesma idade e sexo.



49

SYavAaysgdo

s00°% [4
%4
SL*1 v
A
+8S'¥ )
S¢
oaviIndIvd 7 SINIVIYTEY IA N

0¢
07

0?
0¢

0z
0z

SYAVSI'TVNY
SISVIVLIIW 3d &N

OUTUTWAY =g

®6
B6

u6
ug

Byl
BYI

javal

§0'0 =d
20'z ; 0213113 2
SOUTINOSBU=}| {S3SaU=W :SOUB=E

a1013U0)

¢ ®T193014 S31UdTOBR]

a1013u0)

Z e112801g o1uaIdRd

91013 U0)

1 eT19801d 93UdTOR]

ONAIAIANI

*SYYOH 7. 3@ vdALIND W ‘VIY

-3908d gq STINIIOVA STUL 44 *.SdV9I. OANINTIONI *SIVALAYLSA SYDIWQSSOWOWD S3INSVuYILY 3a w<HUzmmOmmm - ST V138Vl



50

(A2 1 0¢
S 02
0s°0- l 02
A 0¢
«LL'T 4 0¢
8T 0¢
SYavAy3asdo SVAVSITVNY
0av1NdIvd 2 S3QdvYyIgY IA eN SISVAVIIN IA &N

W
W

0Xd3s

B6

B6

we

ue

eyl
eyl

qaval

'z ;

¢ erxadoxd

Z e11g301dg

1 eT19801d

“SVHOH 2. 3d VdALINd Wi

56°0 =d

0313140 7

OUTUTEAI=] ‘OUT[NISBE=]{ :SISoUW=W :SOUEB=E

a1o0x3u0)

ERNIED $1 K]

a1013u0)

ajuaioed

81013u0)

231usTOBg

ONATATANI

‘VI¥go0dd 0 SHLNIIOVd SZUL 3d *.SdVD. OANINTIXT ‘SIVINLAYLST SYIIWQSSOWOWD SINSVHHIAY 3a w<Huzwmcmmm =97 V134Vl



51

PAIS E IRMANDADE DOS PACIENTES DE PROGERIA (1 e 2)

1)
9. FREQUENCIAS DE TROCAS ENTRE CROMATIDES
IRMAS DOS PAIS E ‘DA IRMANDADE DOS PACI
ENTES DE . PROGERIA (1 e 2).

A Tabela 17 apresenta a analise das frequén
cias de TCI basais dos pais e da irmandade dos pacientes de
Progéria (1 e 2). Foi testada a hipdtese Hy dé que a média de
TCI nos pacientes 4. progéria fosse igual & de sen controle .
contra a hipdtese de que aquelas médias fossem diferentes(Hl).

Observa-se que as taxas de TCI dos pais dos
pacientes, estdao ligeiramente aumentadas em relacao as-de seus
controles do mesmo sexo e idade, ﬁorém esta diferenca nib‘ é
significante com t=1,80 (pai) e f=0,13 (mae) para um t crfti
co de *2,02, com 5% de nivel de significiancia.

A taxaade TCI da irma (24 anos) estd ligei-
ramente diminuida ém relacdo ao seu controle, porém esta dife-
renga nao € significante (t=Q,53lPara t critico de +2,02).

| 0 ifmﬁodl (13 anos) épresenta um ligeiro au
mento de TCI com diferenca significante (t=2,06) em relacgdo ao
seu controle, enquanto que os outros trés irmaos (9, 7 e 5 anos

L)

de idade) apresentam um aumento nas taxas de TCI hasais com di
ferenga significante em relacdo aos seus controles, do mesmo se

#0 e ida’: (te7,06; t=4,61 e t=7,66 respectiyamente),
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(2] .
10, FREQUENCIAS DE ABEKRACUES CROMOSSOMI -
CAS ESTRUTURAIS DOS PAIS E DA IRMANDA

DE DOS PACIENTE DE PROGERIA (1 e 2).

As Tabelas 18, 19, 20 e 21 apresentam as

LADN . - -~ . ' . . .
frequencias de aberragoes cromossomicas dos pais e da irmanda
de dos paciente de Progéria (1 e 2) e de seus controles nor -
mais do mesmo sexo e idade. Foi .testada a hipotese HO de que
a média das aberragbes cromossomicas estruturais nos pacientes
de Progéria fosse igual ao do seu controle, contra a hipdtese

de que aquelas médias fossem diferentes (H1)°

CULTURAS DE 48 HORAS

Na Tabela 18, os "gaps'",estao incluidos na
analise. Observa-se que o pai dos pacientes (63 anos) apresen-
ta aberragdes cromossomicas estruturais, porém seu controle,da
mesma idade, nao apresenta abefragﬁés nas 20 metafases analisa
das. A diferenca de freqaéncia das aberracdes cromossomicas no
pai e seu controle & 1igeifamente significante, (t=2,04 para
um z critico de< 2,02 com 5% de nivel de significancia). A mae
(46 anocs) apresenta frequéncia de‘aberragaes significantemente
diferente em relagao ao>seu controle (Z=2,75).

A irmas (24 anos) apresenta um aumento de
aberracdes em relacdo ao seu controle do mesmo sexo e idade,
porém esta diferenca ndo & significante (Z=1,76 para quZ cri-
tico de = 2,02).

Os controles de tr&s irmaos dos pacientes
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de 13, 9 e 7 anos de idade, nAao apresentam aberracdes cCromosso

micas estruturais nas 20 metafases analisadas e a diferenca de

frequéncia de aberracgdes destes irmaos e seus controles s@ao nao
~significantes.,

O irm3o 4 (5 anos) dos paciente de Progé -
ria (1 e 2) nao apresenta aberragOes cromossOmicas estruturais
nas 20 metafases analisadas, porém seu controle de mesmo sexo
e idade apresenta aberracdes. A frequencia de aberracdes cro -
mossdmicas estruturais no controle esta significantemente dife
rente (Z=2,50 para um Z critico de < 2,02).

Na Tabela 19, 0Os '"gaps", estao excluidos
da analise. Observa-se qﬁe o pai dos pacientes (63 anos) apre-
senta aberragdes cromossomicas estruturais, enquanto seu con -
trole do mesmo sexo e idade, nao apresenta aberracoes nas 20
metafasés analisadas. Ainda assim a diferenca na freqiéncia de
aberragdes cromossomicas do pai, nao é significante (2Z=1,79 pa
ra um Z critico de = 2,02).

A mae (46 anos) apresenta um ligeiro aumen
to de aberragoes em relagao, ao seu controle, embora a diferen
ga seja néo significante (2=0,89 para um Z critico de z 2,02).

Os individuos controles da irma (24 anos)e
do irm3ao (13 anos) nao apresentam aberracdoes cromossomicas, em
suas 20 metdfases aalisadas. As frequéncias de aberragBes” na
irma e no irmao 1, apresentam diferenga n3o significante ( Z=
1,50 e Z=0,71 respectivamente, para um Z critico de z 2,02).

) irm50‘2 (9 anos) e 3 (7 anos) bem como
seus controles do mesmo sexo e idade n@o apresentam aberracgoes
cromossomicas estruturais,'nés‘ZO‘ﬁétifases analisadas.

0 irmao 4 (5 anos) nao apresenta aBerragBes
cvomossdmicas nas suas 20 metafases analisadas, entretanto ,
seu controle apresenta, e a diferenga de aberracoes crdmossGmi

¢a8 estruturais do controle nao & significante com Z=2,00 para
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+ . . < pms A N
~um Z critico de = 2,02 com 5% de nivel de significancia.

~.CULTURAS DE 72 HORAS

Na Tabela 20, os “gaps" estdo incluidos. O-
bserva-se que o pai nan apresenta diferanga em relacao ao seu
controle. A mae apresenta um ligeiro aumento com diferenca ndo
-significante da freqﬁéncia de aberracdes em relacidao ao seu
controle (Z=0,00 para um Z critico de +2,02),

Os individuos controles do mesmo sexo e i-
dade da irm3a (24 anos) e do irm3o-1(13 anos)ndao apresentam a -
berragoes cromossdmicas estruturais nas 20 metafases analisé -
das. A frequéncia de aberracdes cromossomicas da irmda & signi-
ficantemente diferente 4 do seu controle (para Z=3,18 com ur§ Z
critico de *2,02). No irmao 1, esta diferenga & nao-significan
te, (Z=1,50 para um Z critico de %2,02),

Os irmao 2 e 3 (9 e 7 anos de idade respec
tivamente) apresentam um ligeiro aumeﬁto de aberragoes cromos-
somicas, com diferenca nao-significante em relégao aos seus
controles (Z=0,75 e 2=0,05).

0 irm3o 4 (5 anos) apresenta menor
freqﬁéncia de aberracdes cromossOmicas estruturais, com dife -
renca nao-significante em relaééo ao éeu controle (Z=1,15 para
um Z critico de $2,02),

Na Tabela 21, os '"gaps" estdo excluidos. 0
bserva-se que o controle do pai (63 anos) nao apresenta aberra
¢bes cromossomicas estruturais nas 20 metifases analisadas. A

. (X PN - - P . . -
diferenca na frequencia de aberracoes cromossomicas do pai e

03

ndo-significante em relagao ao seu controle (Z=0,00 para um
critico de *2,02).
A mae (46 anos) e o irmdao (7 anos) apresen

tafh um ligeiro aumento com diferenca de aberracdes cromossomi-



cas nao-significante em relacdao ao seu controle (Z=0,00 para
um Z critico de %2,02).

Os individuos controles do mesmo sexo e ida
de da irmi (24 anos) e do irmdo 1 (13 anoshio aprescntam aber
racoes cromossomicas estruturais nas 20 metdfases analisadas.
A frequéncia de aberiacles da irm3 foi ligeiramente éﬁéﬁéda
com diferenga significante em relagcao ao seu controle (Z=2,04
para um Z critico de 22,02).

O irmdo 2 (9 anos) ndo apresenta diferenca
na frequéncia de aberracdes em relacdo ao seu controle do mes-
mo sexo e idade.

O irmao 4 (5 anos) e seu controle nao apre-
sentam aberragGes cromossomicas estruturais nas 20 metafases a

nalisadas, em culturas de 72 horas.
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V. DISCUSSAO

A instabilidade cromossdmica, seja ela re-
presentada por um aumento de quebras e/ou de trocas entre cro-
matides irmas (TCI),& um sinal presente em algumas doencas ge-
néticas--e-entre elas estariam as-sindromes de envelhecimento
precoce (GERMAIN e BERNHEIN, 1983). O seu estudo poderia con -
tribuir para um melhor conhecimehto do significado das anorma-
lidades que ocorrem a nivel de DNA no material cromossdmico e
0 que répresentariam na evolugao de determinadas patologias.

0 fato de que as trocas entre - cromatides
irmas tém sido amplamente usadés na investigacdo de uma série
de processos bioldgicos como a proliferagdao celular, estrutura
cromossomica, replicag@o, nas ﬁeoplasias e no envelhecimento
(COHEN et alii, 1982)e que estes processos estao comprometidos
na Sindrome de Werner e algumas né Progéria,sugere que-futuras
pesquisas dirigidas a'estas doencgas poderiam fornecer a base
biologica das trocas entre crométiaes irmas que permanecem até
agora desconhecidas.

No preéente‘trabalho as frequéncias de tro
cas entre cromatides irmas basais em linfocitos periféricos de
duas pacientes com Sindrome de1Werp§r (L.J.M. 25a.e D.T.T. 45a)
foram observadas como normais (Tabela 4). Estes resultados fo-
ram consistentes com os estudos prévios realizados por BARTRAM

et alii, (1976); SALK et alii, (1981b); DARLINGTON et alii

?
L]

(1981) SCHONBERG et alii,v(1981 e 1984), nos quais as trocas
entre cromatides irmas sdao relatadas como normais em fibroblag

tos, linfocites periféricos e linfoblastos de pacientes = com
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Sindrome de Werner. Entretanto um relato contraditdorio foi fei
to por ELLI et alii, (1983) que referem estarem as trocas en -
tre cromatides irmi3s aumentadas em linfocitos periféricos de
um paciente com Sindrome de Werner por eles estudados.

O conhecimento de que os mecanismos de re-
plicacao estao relacionados de alguma maneira com as aberra -
¢Oes cromossomicas tipo troca e que existe na Sindrome de Wer-
ner uma anormalidade de replicacao do DNA relatada por
FUJIWARA et alii, (1977),esta anormalidade parece nao estar re
fletida nas trocas entie cromatides irmas das duas pacientes
com Sindrome de Werner, por nds estudadas. Ao contrdrio do que
ocorre na Sindrome de Bloom que apresenta também atraso na re-
plicacdo de DNA (HAND e GERMAN, 1975)e-cujas. frequéncias de TCI
basais estdao elevadas (CHAGANTI et alii, 1974; GERMAN et alii,
1977 e SHIRAISHI et alii, 1982 e 1983) nos dois pacientes de
Sindrome de Werner, isto nao ocorreu.

A distribuicio das trocas entre cromatides
irmas nos cromossomos das duas pacieptes com Sindrome de Wer -
ner desmostrou que os cromossomos 2 tiveram mais TCI que o es
perado (Tabela 5), enquanto que/bs cromossomos do grupo E apre
sentaram menor numero de TCI que o esperado. Nos onze indivi -
duos controies normais do presente trabalho, foi observado que
- 0os cromossomoS 2 e os do grupo.B apresentaram piior nimero de
trocas entre cromatides irmas que o esperado e 0S CromossSomos
dos grupos E e G épresentatgm menos trocas entre cromatides ir
mas que o esperado (Tabelas 2 e 3). Se a trocas entre cromati-
des irmas o.corressem ao acaso, deveriam estar aumentadas de a-
cordo com o tamanho dos bracos dos cromossomos, porém ja  tem
sido observado que existem alguns cromossomos que apreséntam
excesso de trocas entre cromatides irmas, que sdo os cromosso-
mos 1, 2 e do grupo B, enquanto que outros apresentam poucas
trocas entre trocas de cromatides irmas, que SAO 0S pequenos

tromossomos do grupo E, F e G. O excesso de trocas entre croma
" hid
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tides irmds nos cromossomos 1, 2 e do grupo B pode refletir di
ferencas na comppsigéo das bases ao longo desses cromossomos
(CROSSEN et alii, 1977) enquanto que a menor frequeéncia de tro
cas entre cromidtides irmds nos pequenos cromossomos seria devi
do a que neles os centrOomeros representam a maior parte do seu
tamanho. As regides centroméricas sao reconhecidas como de in-
‘cidencia baixa de trocas entre cromatides irmas (CHAGANTI et
alii, 1974; LATT, 1974; GALLOWAYA e EVANS, 1975 e MORGAN e
'CROSSEN , 1977).

As frequencias de aberracbes cromossomicas
tipo quebra e '"'gaps' estao aumentadas nas duas pacientes com
Sindrome de Werner, como podem ser observadas na Tabelas 6, 7,
8 e 9, e sao consistentes com os relatos de outros autores
(NODERSON, 1977; SALK et alii, 1981b e c; SCAPPATICCI et alii,
1982’e ELII et alii, 1983). Diferem porém dos achados de

NORWOOD et alii, (1979) que nao observaram diferengas nas fre-

quéncias de aberracbes cromossomicas de dois pacientes com
Sindrome de Werner em relagao as de trinta e cinco controles
que se encontravam em analise citogenética de rotina. Maior

frequéncia de aberracdes cromoséamicas foi observada na pacien
te com maior idade cronolégica (D.T.T., 45 anos) unica com di-
ferenca significante em relacao ao seu controle. Este fato de
aumento de frequéncia de aberracdes com o aumento da idade em
pacientes com Sindrome de Werner foi também observado DoTr
SCAPPATICCI et alii, (1982) o que eles definiram como sendo um
dos sinais de "envelhecimegto" a nivel cromossomico na Sindro-
me de Werner. NODERSON (1977) observou menor frequencia no pa-
ciente com Sindrome de Werner de menor idade croﬁongica em
quatro pacientes por ele estudados, embora as aberracdes esti-
vessem também aumenfadas em relacao aos controles.

O fato de que nas culturas de 48 horas, da
segunda paciente (D.T.T., 45 anos) e seu controle. as frequén-

cias de aberracoes cromossomicas, quebras e '"gaps', (Tabelas 6
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e 7), s6 terem apresentado diferenca significante quardo os

”gaps foram excluidos da analise e que na cultura de 72 horas
(Tabelas 8 e 9), o controle nao tenha apresentado aberragOes
cromossomicas, sugere que os ''gaps' encontrados no paciente e
no controle poderiam representar apenas uma desespiralizacao
da cromatina, provavelmente sem dano no DNA.

Os resultados obtidos das trocas entre cro
matides irmas nos dois pacientes de Progéria autossomica reces
siva, (paciente Progéria 1 - J.L.F., 14 anos e paciente Progé-
ria 2 - E.G.P., 9 meses) em que ¢ paciente Progéria 1, apresen
tou frequeéncia de trocas entre cromatides irmas bem mais eleva
da que sua irmda de menor idade cronoldgica, paciente de Progé
ria 2, poderia representar também um dos sinais de '"envelheci-
mento" na Progéria.

Resnltados contraditorios foram observados
nas células dns pacientes Progéria (1 e 2) (J.L.F. e E.G.P.)em
relacao ao pacienté Progéria 3 (L.A.S.). Os pacientes Progéria
(le 2) apresentaram aumento na freqﬁéncia de trocas entre cro-
matides irmas, com diferenca significante em relagdo ao seu
controle normal no paciente Progéria 1, enquanto que o pacien-
te Progéria 3 apresentou uma baixa frequéncia de trocas entre
cromatides irmas com diferenca significante em relaciao ao seu
controle. Essas diferencas poderiam-representar manifestagSés
citologicas das trocas entre cromatides irmis serem atribuidas
a heterogeneidade genética agsta‘patologia, ja que os pacientes
apresentam padroes de heranca diferentes: oé pacientes Progéria
(1 e 2) tem comprovada heranca autéssamica recessiva, com pais
consangﬁineos, casos semelhénféérnémifmandade e ocorréncia da
patologia nos afetados Sem preferencia de sexo, e o paciénte
Progéria 3 tem provavel heranca dominante por mutagao nova,sen
do um caso esporadico na familia, Ndo se pode descartar,entre-
tanto, a possibilidade dé _ ocorréncia de selegdo celular nes

te paciente Prqgéria 3 no qualnsamente as células com menor ta-
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xa de trocas entre cromatides irmas teriam condigOes de multi-
plicagao "in vitro'.

Quanto a distribuigdo preferencial de tro
cas entre cromitides irmds nos trés pacientes de Progéria (Ta
bela 11 e 12) tanto a autossomica recessiva como a esporadica,
apresentaram um excesso de trocas entre cromatides irmas nos
cromossomos dos grupos B e D e menor frequéncia no.Grupo-E.

Uma distribuicao preferencial das trocas‘entre cromatides ir-
mds no cromossomos de individuos normais, tem sido observado
por diferentes pesquisadores no Laboratorio de Citogenética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdio Preto da Universidade de Sdo
Paulo, FORTES (1979) relata um excesso de trocas entre crométi
des irmas nos cromossomos de grupo B e uma deficiéncia de tro-
cas entre cromatides irmas nos cromossomos dos grupos E, F e G.
PINA NETO e FERRARI (1981) referem um excesso de trocas entre
cromdtides irmas nos cromossomos do grupo B, C+X e D, com defi
ciéncia de trocas entre cromatides irm3s nos cromossomos  dos
grupos E, F e G+Y. DELLA ROSA (1984) refere um aumento signijfj
cante de trocas entre cromatides irmids nos cromossomos 1, 2 e
do grupo B e menor frequéncia nds cromossomos dos grupos E, F
e G+Y nos individuos do sexo masculino, sendo referido um ex -
cesso de trocas entre cromatides irmas nos cromossomos 1, 2, 3
e dos grupos B e C+XX e menor frequéncia nos cromossomos dos
grupos E, F e G, nos individuos do sexo feminino.

Nos iﬁ@ivfduos controles normais estudados
no presente trabalho a distfibuigao preferencial de TCI ocorreu
com frequéncia sumentada nos cromossomos 2 e do grupo B, tendo
menor frequéncia nos cromossomos dos grupos E, F e G. Nos paci
entes com Sindrome de Werner esta distribuicido preferencial de
TCI ocorreu com excesso nos cromossomos 2 e frequéncia diminui-
da nos cromossomos do grupo F.

Nos pacientes de Progéria a frequéncia de

TCI estava aumentada nos cromossomos do grupo B e D, tendo a
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frequéncia de TCi diminuida nos cromossomos do grupo E,

Estes resultados acréscido das observacgoes
dos autores referidos anteriormente, sugerem que a distribui -
cdo preferencial de TCI nos cromossomos ndo € um achadc especi
fico nas patologias estudadas.

As aberracoes cromossomicas estruturais ti
po quebras e '"gaps'" nos trés pacientes de Progéria esféo aumen
tadas em culturas de 48 horas porém nao diferiram significante
mente das dos seus controles. Nas culturas de 72 horas as aber
ragdes cromossomicas estruturais estavam aumentadas nos trées
pacientes de Progéria, porém apenas significantemente nos paci
entes de faixa etaria maior ( 9 e 14 anos) quando incluido os
Hgap59!

Tanto nas culturas de 48 horas como nas
culturas’ de 72 horas quando se excluem os ''gaps' as aberracgoes
cromossomicas estruturais estao presentes e aumentadas nos
trés pacientes, mas significantemente diferente das do contro-
le somente no paciente Progéria 1. Se se considerar que 0s
"gaps' representariam apenas desespiraglizacao e nao dano no
DNA, o paciente Progéria 3 nao apresentaria instabilidade cro-
mossomica. No entanto o 'gap" pode representar quebra em uma
fita do DNA e se exteriorizar como quebra,se nao for reparada,
no ciclo celular seguinte. Nﬁo se pode mais uma vez excluir a
hipotese de selecao celular que ficaria bastante comprometida
quando se considera o quadro clinico de Progéria autossomica
recessiva com a heranca autossomica dominante po presente es-
tudo. Refletindo o acha d clinico , o estudo "in vitro" revela
aberracdes cromossomicas mais frequentes na Progéria de heran-
¢a autossomica recessiva encontrada no paciente de maior idade.
Talvez este encontro associado a outros desconhecidos represen
tem sinal de envelhecimento. No paciente Progéria 2, de® idade
menor, ainda nao estariam manifestados estes sinais em sua to-

talidade.
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Estudos em culturas de fibroblastos nos pa
cientes de Progéria autossomica recessiva como no de autosso-
mica dominante seriam necessirios para informacdes mais con -
clusivas a este respeito.

Nossos resultados mostram que as frequen-
cias de trocas entre cromatides irmas basais nos pais dos pa-
cientes de Progéria de etiologia autossomica recessiva, (indi
viduos heterozigotos) embora ligeiramente elevadas ndo apre -
sentaram diferencas significantes em relacio aos seus contro-
les normais, -enquanto que varios irmdaos dos mesmos pacientes
(provaveis heterozigotos) apresentaram aumento significante de
TCI. Estas observagdes podem refletir um dos seguintes fatores:
1) Na manifestacdo citologica das TCI existe um mecanismo de
interacdo génica que justificaria a variabilidade de frequén-
cia de TCI nos individuos heterozigotos de Progéria autossomi
ca recessiva; 2) A freqﬁéncia de trocas entre cromatides ir =~
mas nos pais estariam somente iigeiramente aumentadas em rela
¢do aos seus controles, devido ao decréécimo de reparo obser-
vado no envelhecimento "in vivo'" (GENSLER e BERNSTEIN, 1981)
que levaria a menor formagio de‘trocas entre cromatides irmas
em favor do surgimento de quebras. Tal fato parece ter ocorri
do ja que se pode observar um aumento de aberragbes cromosso-
micas estruturais nos pais nas CUltﬁras de 48 horas; 3) Ocor-
reu nos pais uma selecdao de c€lulas com TCI (processo seleti-
vo da replicacao) a favor das células com poucas TCI; 4) Embo
ra as frequéncias de TCI nos irm3os dos pacientes de Progéria
autossomica recessive estejam agmep;gdas em relacao aos seus
controles, elas estariam aihda incluidas numa faixa de norma-
lidade, ja que existe ampla variagao da freqiiéncia de TCI mes
mo em individuos normais, e que foram encontradas por LEZANA
et alii, (1977) frequéncia média de TCI variando de 9,40 -
17,70 nos individuos estudados. Estes autores também encontra

. . ° . . . LS . . .
ram diferengas significante nas frequencias de um mesmo indi-
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viduo em diferentes(culturas, embora a caracteristica de ter
’alta ou baixa frequéncia de TCI tenha se mostrado constante.

Na analise de relatos da literatura obser
va-se que para uma mesma concentracao de BrdU (10 ug/ml) ' as
freqﬁéncias mé€dias de TCI variam amplamente de 6,87 - 15,81
TCI/cé€lula, em individuos normais, e mesmo dentro de um mesmo
laboratdrio, com o emprego de uma técnica similar e da mesma
concentracao de BrdU, observou-se existir nos individuos nor-
mais uma faixa de variagao de 7,64 - 13,21 TCI/célula, confor
me (Tabela 22).

Entretanto, para se afirmar que estes ir-
maos que apresentaram taxas de TCI signiiicantemente elevadas
em relacao aos seus controles estejam dentro da faixa de nor-
malidade, seria necessario o estabelecimento de uma curva pa-
drao de freqﬁéncia de TCI, nas idades e sexos correspondentes
deste individuos. Tal curva padriao, de TCI, niao foi ainda es-
tabelecida no nossﬁ laboratﬁrioﬂe nos diversos trabalhos da
literatura.

Nossas obsefyagGes,de que as freqﬁéncias
de aberragOes cromossomicas nos pais (heterozigotos) e em um
dos controles estejam aumentadas significantemente somente nas
culturas de 48 horas e somente quando os "gaps' foram computa
dos na analise e que nas culturas de 72 horas estas frequén -
cias estavam normais, sugerem serem estes "gaps" desespiraliza
¢ao na cromatide. Provavelménte nao serao repassados durante
o processo de replicagZo. Outra hipotese & de que tenha ocor-
rido um processo de selecao de céiulas que apresentavam lesao
cromossomica de tal natﬁrezérque nao teriam condicodes de se
multiplicar "in vitro".

Nas doengas que apresentam heterogeneida-
de genética, como a Progéria, o estudo dos individuos (6ais e
irmandade) naqueles casos de heranca autossomica recessiva,pa

ra se encontrar um método ideal de detecgio de heterozigoto
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tem relevancia no aconselhamento genético, uma vez que o ris-
co para a futura progenie de ser afetado seria 1:4. Ao contra
rio, baseado na etiologia de mutagao nova dominante poderia
ser extremamente baixo ﬁo portador como 1()'6 (JONES et alii ,
1975; GOLDSTEIN e MOERMAN, 1978). No presente trabalho os mé-
todos de observagdo das frequéncias de trocas entre gromﬁti -
des irmas e de aberracdes cromossomicas estruturais, tipo que
bras e '"gaps' nao foram sensiveis na deteccdo dos heterozigo-
tos, nécessitando-se de futuras investigacGes talvez com téc-
nicas mais aprimoradas, como com o uso de um agente como a
Bleomicina que mostre a maior sensibilidade cromossomica des-
ses individuos através do aumento de aberracdes estruturais
(NATARAJAN e OBE, 1982). A observacao de sensibilidade de a -
gentes indutores de aberragles cromossomicas para a deteccg@o
de hete}ozigotos nas sindromes com instahilidade cromossomica
foi realizada no estudg de fibroblastos de heterozigotos de A
nemia de Fanconi éxpostas ao agente alquilante bifuncional ,
Diepoxibutano, um ativo mutagénico e carcinogénico que permi-
te a distincdo com células de individuos normais, havendo um
aumento significante de quebraé nos heterozigotos e este métg
do foi estabelecido como 0til para a deteccao de portadores

(SHROEDER, 1982).
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VI. CONCLUSDES

A instabilidade cromossomica nas duas paci
entes com Sindrome de Werner estaria representada por um aumen
to das aberragGes cromossomicas, tipo quebra e “gaps'", que no
entanto sO0 foi significantemente diferente do controle na paci
ente de maior idade cronoldgica (45 anos), talvez pelo fato de
ser este o sinal de "envelheciﬁento" desta sindrome. As trocas
entre cromiatides irmas nad diferiram significantemente:dos con
troles normais.

A instabilidade cromossomica nos dois paci
entes . de Progéria de etiologia autossomica recessiva, se mani
festou com aumento de quebras cromossomicas e de trocas entre
cromatides irmas. Entretanto, somente no pacieﬁte de idade cro
nologica maior (14 anos) teve diferenga significante em rela -
gao ao seu controle. Talvez isso tenha sido observado porque a
instabilidade cromossdmica na Progéria autossdmica recessiva
s6 se manifestaria numa idade mais avancada que a apresentada
pela segunda paciente (9 meses).

A instébiliaade cromossomica no paciente
de Progéria caso esporadico se manifestou com aumento de "géps"

-~ N - - . 0) e -
cromossomicos em re’acao ao seu controle normal. A frequencia

(&
de quebras foi normal nao deferindo da do controle. - Ainda

as trocas entre cromatides irm3s se apreszntaram em frequéncia
diminuida quando comparado com o controle normal, sugestiva de
heterogeneidade geneética ou selecao "in vitro" de c&lulas com
grande nimeio de trocas entre cromatides irmas.

Os métodos de analise das frequéncias de a
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berracoes cromossomicas, tipo quebras e "gaps'" e de trocas en-
x5 o

tre cromdtides irm3as espontadneas ndo sao sensiveis para permi

tir a detecgdao de hetsrozigotos de Progéria, de etiologia au -

tossomica recessiva.
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VII. SUMARIO

A anialise de instabilidade cromossomica
nas doengas de envelhecimento precoce foi realizada pelas obh -
servagoes das frequencias de trocas entre cromatides irmas e a
berracOes cromossomicas estruturais tipo quebras e 'gaps" em
cultura de linfocitos periféricos de duas pacientes com Sindro
me de Werner, dois pacientes de Progéria de etiologia autosso-
mica recessiva, de um paciente de Progéria, caso esporadico e
dos pais e irmandade dos dois pacientes de Progéria autossomi-
ca recessiva. |

Esta andlise demonstrouqque: 1) Na Sindro-
me de Werner a instabilidade cromossomica foi manifestada pelo
aumento de aberragdes cromossomicas estruturais observado nas
duas pacientes, sendo significante na paciente de maior idade
cronologica. As trocas entre cromatides irmas (TCI) nao tive -
ram diferenca significante entre as duas pacientes e seus con
troles; 2) Na Progéria, a instabilfdade cromossomica se mani-
festou diferentemente nas duas formas da doenga,sendo que na de
etiologia autossomica recessiva ela foi representada pelo au -
mento de trocas entre cromatides irmas (TCI) e aumento de que-
bras cfomossomicas, enquanto que na. forma de Progéria caso es-
porgdité,ela se manifestou com um aumento de "gaps" cromossomi
cos somente ; 3) As t€cnicas utilizadas nfo se mostram sufici
entemente sensfveis para serem usadas como diagndstico de hete

rozigose na Progéria autossomica recessiva.
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VIII, SUMMARY

Chromosomal instability in diseases involving
premature aging was analyzed by determining the frequency of
sister chromatid exchanges and structural chromosomal aberrations
such as gaps and breaxs in cultures of peripheral lymphocytes'from
two patientes with Werner Syndrome, two patients with Progeria of
recessive autosomal etiology, one patient with Progeria (a sporadic
case), and from the parents and sibship of the patients with
recessive autosomal Progeria.

The analysi§ demonstrated that: 1- in Werner
Syndrome, chromosomal instability manifested itself as an increase
in structural chromosomal aberrations observed in both patients,
with significance for the patients of older chronological age. No
significant difference in sister chromatid exchange (SCE)

frequency was observed between the two patients and the control
2- in Progeria, chromosome instability manifested itself
differently in the two forms'of‘theﬁdisease, i.e. as an increase 1ir
SCE and an increase in chrqmosome breaks in the cases of recessive
autosomal etiology, and enly as an increase in chromosome gaps ir
the sporadic case; 3~ the techniques used did not prove be
sufficiently sensitive for use in the diagnosis of heterozygosis

in recessive autosomal Progeria.
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X. APENDICE

I. CARACTERTSTICAS DAS PATOLOGIAS ESTUDADAS

STNDROME DE WERNER

FAMILIA A.

L.J.M. 050658 pertence a uma familia de
pais consangﬁineoé cuja idade baterna € 48 anos e materna 46 a
nos. Referem 15 gestagoes sendo que quatro terminaram em abor-
tos, um natimorto com circular de cordao e um prematuro faleci-
do ao nascer. S3ao tres afetados na irmandade, dois do sexo
masculino e um do sexo feminino (vide herudograma - Familia A).

L.J.M. 050658,a propdsita, & a décima pri -
meira filha do casal, com 25 anos de idade, do sexo feminino ,
de cor branca. Ao exame apresentava baixa estatura (151 cm, a-
baixo do terceiro percentii) frontal amplo, cabelos finos, es-
cassos, quebradigos e embranquecidos, diminuigdo do nimero de
cilios em palpebras inferiorqs, nariz afilado com. raiz nasal
alta, orelhas pequenasﬂtom hipoplasia da parte superior do hé-
lix, no pescoco a pele G aspera, espessa e descamatiya, . N@s
maos e pés a pele € enrugada, fina com maculas hipercromicas.
Apresenta afilamento das falanges distais nas maos, 1i£itag50

da extensao dos dedos, auséncia de padrdes dermatoglificos. Na

pele do tronca apreseiita lesdes verrucosas, acastanhadas, numu
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1ares (ceratose soborreica) e macnlas hipercromicas de contor -
nos irregulares, disseminadas. A pelec & senil, atrdfica, c seca.

(Fieura 5).

FIGURA 4 - L.J.M. 050658 - STNDROME DE WERNER - FAMILIA A.



FAMILIA A (STNDROME DE WERNER)
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FAMILIA B

D.T.T. 040538, a propdsita, pertence a uma
familia de japoneses, radicados no Brasil, nao sabendo infor -
mar sobre seus ascendentes, avos maternos e paternos, Os pais
nié erah consangiiineos. Os pais sdo falecidos, o pai por can-
cer pancreatico (75 anos) e a mae por acidente vascular cere -
bral (69 anos) apresentava hipertensao arterial sistémica. Re-
ferem cinco gestacoOes todas a termo. Dois filhos sao afetados
e dois dos filhos nao afetados apresentaram um embranquecimen-
to precoce de cabelos, sendo que um deles apresenta hiperten -
sao arterial sistémica e um terceiro filho ndo afetado é esté-
ril, de causa nao investigada (vide heredograma - Familia B).

D.T.T. 040S38‘a propGSita|€ a primeira fi-
lha do casal, com 45 anos de idade, do sexo feminino, de cor a
marela. Ao exame apresentava baixa estatura (142 cm, abaixo do
terceiro percentil) diminuigao generalizada do tecido adiposo
subcutaneo. Cranio sem anormalidadés com cabelos embranqueci -
dos precocemente (desde os 22 anos) escurecidos com cosméticos
escassos. Face hipoplasica com nariz afilado; catarata juvenil
diminuicao de numero de cilios, poliose , sombrancelhas peque-
nas, perda prematura dos dentes (aos 20 anos), palato alto ar-
queado, dificuldade para abrir a boca. Esclerose de pele gene-
ralizada. Membros: hipotrofia muscular, dificuldade parﬁ exten
sao dos dedos e dos joelhos, unhas normais. Pele com hipomela-
nose nos membros inferiores. Halux valgus. Hipertiroidismo por

Bocio nodular atéxico. Menopausa aos 32 anos. Ao exame radiold

giev apresenta osteoporose nas maos, pés e joelhos.

.
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FIGURA 5 - D.T.T. 110269 - SINDROME DE WERNER - FAMILIA B.



FAMILIA B (STNDROME DE WERNER)
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E HIPERTENSAO ARTERIAL
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PROGERIA - SINDROME DE HUTCHINSON - GILFORD

FAMILIA C.

Casos J.L.F. 110269 e E.G.P. 241282 filhos
de pais consangiiineos, de baixo nivel socio-cultural, com ida-
de materna e paterna de 46 e 63 anos, respectivamente. Referem
10 gestagoes com 10 partos ndrmais, domiciliares. Tiveram qua-
tro filhos afetados, dois falecidos e um natimorto. Os outros
cinco filhos do casal, foram examinados é considerados normais.
Os. dois que foram a obito tinham 6 e 7 anos de idade (vide he-
redograma - Familia C).

J.L.F. 110269, 0 propésito, quarto  filho
do casal, com 14 anos , do sexo masculino, de cor branca. Ao
exame apresentava precario estado gé}al, cym varias lesdes ul-
ceradas e infectadas pelo corpo.An exame do cranio apresentava
aparente macrocefalia (PC= 49 cmyno terceiro percentil). Calvi
cie,trajeto vascular visivel no couro cabeludo,achatamento oc-
cipitdal; Hipopldsia e aésimettig,facialf Cabeca desviada para
a esquerda imé%éi; 61h65“60m auséncia de cilios em palpebras
ilf6riores ¢ ¢T1i65 escassos em palpebras superiores; nariz a-
#iiade, em bico de passfiro, coriza espessa; boca com labios fi-
nos e filtro naso-labial encurtado. Dentes em pé€ssimo e;tado de

conservagdo com ma oclusdao dentdria. Incisivos centrais perma-

nentes, juntamente com as da primeira dentigcao. Micrognatia.Ob



94

servam-se as orelhas espessadas, sem elasticidade, fusdo de es
trutura,na direita ha juncido de helix com tragus, formando uma
Unica estrutura e na esquerda a forma € mais conservada, haven
do invers@ao do lobulo. No pescogo observa-se rigidez articular,
com conservacao de discreta movimentacao da lateralidade. No
torax ha hipotrofia muscular acentuada com os arcos costais sa
lientes; "ICTUS CORDIS" visivel-€ valpavel no quatto espaco in
tercostal esquerdo; abdome globoso com pele endurecida (Escle-
rosada), com cicatriz umbilical formando um pequeno orificio :
nos membros superiores e inferiores observa-se hipotrofia mus-
cular e atrofia do tecido subcutaneo, alargamento de punhosjri
gidez articular, em flexao comc§kdak5 das m3os em garras, sem pre_
gas digitais. A pele & lisa, fina e sem elasticidade, as unhas
sdo distroficas, convexas nao tendo unhas nos podéEtilos, bila
teraimente, havendo lesdes crostosas nas articulacgoes das fa -
langes distais das maos. Os membros inferiores estdo em cons -
tante flexﬁo;com proeminéncia das articulacbes dos joelhos bi-
lateralmentéke presenca de lesdes ulceradas,crostosas, infecta
das, desde o terco distal das coxas été os artelhos. A coluna
tem a forma de Z, com escoliose cef&ical para a direita, aumento da ci-
fose toracica e escoliose acentuada para a esquerda. Osteoporo
se generalizada ao exame radioldgico. Ndo hd indicagOes de dé-
ficiéncia mental (Figura 8.

E.G.P., 241282 & a décima filha do casal ,
com 9 meses de idade, sexo‘feminino e cor branca. Ao exame a -
presentava: Baixa estatura é66cm‘abéixo do terceiro percengil),
cabelos lisos, em pequena quantidade finos e escassos, com pre
senca de lesSes crostosas no couro cabeludo, Faceis incaracte~
rfstica com orelhas pequenas de consisténcia aumentada e perda
da elasticidade. Micrognatia. No pescoco ha lesdes descamativas
em areas de dobra. Esclerose de pele na parede abdominal e na-

degas.
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Nos membros, as unhas sao distroficas, em vidro de reldgio. Le
sao atrofica hipopigmentada, de consisténcia endurecida em ter

co distal da perna direita (Figura §).

FIGURA 6 - J.L.F. 110269 - PROGERIA - SINDROME DE HUTCHINSON-

GILFORD - FAMILIA C.
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FIGURA 7 - E.G.P. 241282 - PROGERIA - STNDROME DE HUTCHINSON-
GILFORD - FAMILIA C.
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FAMILIA D

L.A.S. 050574, 0 propésito,é filho de pais
nao consangufﬁeos com idade paterna de 30 anos e materna de 28
anos. Referem 6 gestagoes, todas a termo. Todos os outros cin—
co filhos sao sadios (vide heredograma - Familia D). .

L.A.S. 050574,0 propdsito,& o quinto filho
do casal, com 9 anos de idade, sexo masculino, de cor preta.
Ao exame apresentava baixa estatura (96,5 cm, abaixo de tercei
ro percentil) diminuicao generalizada do tecido celular subcu-
taneo, aparente macrocefalia (PC= 46 cm,no 50° percentil) pe-
nugem em lugar de cabelos, couro cabeludo com vasos periféri -
cos proeminentes, desproporgao cranio facial com hipotrofia fa -
cial, nariz afilado em bico de paAssaro Boca sem anormalidades
com dentes normais bem implantados (segunda dentigao) orelhas
sem anormalidades. Nos membros apreéentava hipotrofia muscular,
pele ,seca, fina e rugosa, com diminuigao da elasticidade e 1li-
mitac3o da extensdo dos dedbs das maos e pé€s, unhas hipopliasi-

cas e distréficas (Figura 8).



99

FIGURA 8 - L.A.S. 050574 - PROGERIA - ST.IDROME DE HUTCHINSON-

GILFORD - FAMTLIA D.
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