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Efeito do Metotrexato na inibigao da divisao celular
em grandes longevos

Julie Alvina Guss Patricio”
Lilia Maria de Azevedo Moreira™

Resumo

O envelhecimento ¢ influenciado por fatores genéticos, nutricionais, exposi¢ao a radicais livres, radiacao e substincias
genotdxicas. A sensibilidade da célula as substincias mutagénicas aumenta com a idade e pode contribuir para a acelera-
¢ao do processo de envelhecimento. Esta investigacao analisa o efeito do Metotrexato (MTX), agente indutor de quebras
cromossdmicas na inibi¢ao da reprodugao celular em grandes longevos ¢ em um grupo controle. A amostra foi constituida
por dez idosos com idades entre 92 ¢ 114 anos e doze controles de 20 a 25 anos. As células para andlise foram obtidas por
cultura tempordria de linfdcitos, com adigao de MTX. A andlise estatistica foi realizada com as provas de Kruskal-Wallis
e Friedman. O Metotrexato mostrou-se eficaz na redugio da divisao celular com resultados estatisticamente significativos.
O indice mitdtico apresentou valores baixos nos idosos, mesmo sem o uso do MTX, mostrando que o processo de
envelhecimento estd relacionado com o decréscimo na capacidade de reprodugao da célula.
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INTRODUCAO

que presumem a existéncia de um relégio bio-
l6gico no qual o envelhecimento celular ¢ pro-
gramado, e as que postulam que o envelheci-
mento resulta de eventos aleatérios nao progra-
mados (HAYFLICK, 1996). A teoria inicial so-

bre este fendmeno — a da Substincia Vital —

7

O envelhecimento nao ¢ apenas um pro-
duto das mudangas ao longo da vida e sim a
manifestagdo de eventos biol6gicos que ocorrem
em um perfodo de tempo. Para se compreender
o envelhecimento, seria necessirio um estudo
longitudinal em um determinado ndmero de
individuos durante todo o perfodo de suas vi-
das. Esta forma de abordagem, embora seja a

propde que os animais comegam suas vidas com

7

uma substincia que ¢ consumida, levando ao
envelhecimento e, na sua total exaustiao, 4 mor-

mais indicada para se entender os processos do
envelhecimento normal, apresenta desvantagens
em relagdo ao tempo necessdrio para a aquisigao
de algum dado confidvel.

As teorias modernas do envelhecimento
podem ser divididas em dois grandes grupos: as

te. Strelher (1986) sugere que esta substincia
vital pode ser o DNA presente em diversas cé-
pias nas células. Segundo o autor, estas copias
se perdem ao longo do tempo, uma vez que o
reparo do DNA ¢ um processo imperfeito, de-
terminando as mudangas associadas i idade.
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Dentre as teorias com bases genéticas para
o envelhecimento destacam-se a Teoria do Des-
gaste e a Teoria dos Erros e Reparos. Segundo a
Teoria do Desgaste, ocorreriam danos nos siste-
mas vitais pelo excesso de uso. Miquel e colabo-
radores (1986) propoem que estes danos pode-
riam ocorrer no DNA da mitocdndria pelo ata-
que dos radicais livres a0 longo dos anos, pois
seu DNA fica préximo do local de produgio de
energia e parece nao haver um sistema de repa-
ro eficiente para o DNA danificado. Com o pas-
sar do tempo, haveria uma menor produgio de
ATP, gerando uma perda progressiva da eficién-
cia das células e levando os tecidos e o organis-
mo como um todo a entrar no processo de en-
velhecimento.

Um fato que apéia a Teoria do Desgaste ¢
que hd indicios de que a longevidade, tanto em
seres humanos como em animais, pode ser for-
temente influenciada pela longevidade mater-
na, fendmeno provavelmente associado a pre-
senca exclusiva de componentes celulares no zi-
goto, inclusive DNA mitocondrial, de fonte

materna (HAYFLICK, 1996).

A Teoria dos Erros e Reparos ¢ derivada da
Teoria da Mutagio Genética e propoe que erros
na replicagdo do DNA e a ineficiéncia do meca-
nismo de reparo podem produzir mudangas as-
sociadas a idade. Hayflick (1996) refere que cé-
lulas retiradas de animais com maior longevida-
de mostram maior capacidade de reparar com
eficiéncia o DNA danificado. Esta observagao
ap6ia a Teoria dos Erros e Reparos e sugere que
animais que vivem mais poderiam ter mecanis-
mos de reparo mais eficientes para corrigir os
erros no seu DNA e, com isso, retardar o pro-
cesso do envelhecimento.

Desde Jacobs, Court Brown e Doll (1961)
ficou demonstrado que ¢ alta a propor¢ao de
células aneupléides em cultura de linfécitos de
pessoas idosas. Diversos pesquisadores observa-
ram a perda preferencial dos cromossomos X e
Y, respectivamente, em fémeas e machos (CA-
DOTTE; FRASER, 1970; JACOBS et al.,
1963). Durante a metdfase, a distribui¢ao dos
cromossomos sexuais muitas vezes localiza-se na
periferia da célula e, quando a membrana se rom-
pe na hipotonizagio, existe a possibilidade de
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perda desses cromossomos (MORISHIMA;
GRUMBACH; TAYLOR, 1962). Consideran-
do que os danos no DNA sio acumulados de
modo constante durante o envelhecimento, es-
pera-se que uma variedade de altera¢bes cromos-
sdmicas alcance seu auge em células de indivi-
duos centendrios.

Por outro lado, individuos com cem anos
ou mais ndo apresentam a maioria das doengas
relacionadas & idade, inclusive o cincer, o que
sugere que seus mecanismos de defesa sao parti-
cularmente eficientes. Por esse motivo, os gran-
des longevos sao considerados a “clite biolégica”
e, como tal, poderiam ter um mecanismo de
defesa celular mais eficiente do que os demais
individuos, assim como uma alta eficiéncia do
mecanismo de reparo do DNA, o que reduziria
consideravelmente o nimero de alteragdes no
DNA em nivel celular e molecular. Trabalhos
realizados por Franceschi e colaboradores (1992)
com troca de cromdtides irmas (TCI) demons-
traram um baixo ndmero de quebras em células
de centendrios, sugerindo que as células danifi-
cadas sio eficientemente reparadas ou elimina-
das. Outra hipétese seria a eliminagio das célu-
las mutadas pelo fendmeno da apoptose ou
morte celular programada (MONTTI et al.,
1972).

Alteragoes cromossdmicas no envelheci-
mento podem ser avaliadas com a utilizagao de
uma variedade de técnicas citogenéticas, in-
cluindo o uso de substincias que causam danos
a0 DNA. Dessa forma, o ndmero de quebras
observadas por células ¢ proporcional a sensibi-
lidade, e esta reagdo a substincias genotdxicas
poderia aumentar com a idade e, assim, contri-
buir para a aceleragao dos processos de envelhe-
cimento. Entre as substincias utilizadas na ava-
liagao dos danos citogenéticos, o Metotrexato
(MTX), antimetabdlico usado no tratamento
de alteragdes neopldsicas, ¢ considerado altamen-
te apropriado. Quimicamente, 0 MTX ¢ conhe-
cido como 4cido N 14-1 (2,4 diamino - 6 -
pteridinil) metil (metilamino benzoil) - L -
glutimico. O MTX ¢ um andlogo estrutural de
tetra-hidrofolato, e seu principal mecanismo de
ag¢ao ¢ a inibi¢ao competitiva da enzima que re-
duz o folato em dcido tetra-hidrofélico no pro-



cesso de sintese do DNA e na replicagao celular

(LEHNINGER, 1996).

Como o crescimento das células cancero-
sas ¢ mais rdpido do que o das células da maio-
ria dos tecidos normais, elas tém uma maior
necessidade de nucleotideos para a sintese do
DNA e RNA. Em decorréncia disso, as células
cancerosas sio mais sensiveis aos inibidores da
biossintese de nucleotideos (MIQUEL et al.,
1986). Com isso, o Metotrexato inibe a redu-
¢ao do 4cido félico e interfere na reprodugio
celular, fendmeno altamente relacionado com o
envelhecimento.

A produgao de pesquisas bdsicas sobre o
envelhecimento pode levar a um maior conhe-
cimento do processo e garantir uma melhor
qualidade de vida aos idosos e, talvez, um au-
mento na sua longevidade. O presente trabalho
teve o objetivo de contribuir para o conheci-
mento dos eventos bioldgicos relacionados com
o envelhecimento, através do estudo da repro-
ducio celular em culturas de linfécitos sob a
agio do Metotrexato.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizagao da amostra

Foram estudados dois grupos amostrais: 1)
Grandes longevos (10) com idade entre 92 ¢
114 anos, provenientes de trés abrigos geridtri-
cos; 2) Grupo controle (12) com idade entre
20 e 25 anos, estudantes universitirios.

Anamnese

A avaliagio dos fatores ambientais, como o
hébito de fumar, de beber, a alimentagio, a ex-
posi¢do a mutdgenos, o uso de medicamentos e
drogas, assim como da ocorréncia de distirbios
hereditdrios e de distdrbios genéticos na fami-
lia, foi feita através de entrevista, com o preen-
chimento de ficha especifica, aplicada aos ido-
sos e aos controles.

Os hdbitos alimentares foram investigados
por informagbes sobre a dieta na ocasido da pes-
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quisa, coletados através de entrevista com os ido-
sos; quanto a dieta anterior a internagio, foi for-
necida por nutricionistas da institui¢ao gerid-
trica.

Testes citogenéticos

Foi utilizada a técnica de cultura tempo-
réria de linfécitos de sangue periférico, segundo
Moorhead e colaboradores (1960), com modi-
ficagao referente a aplicagao do Metotrexato
(MTX), em uma concentragio de 1mg/ml
MTX, 48 horas depois da semeadura. Para cada
individuo, foram feitas duas culturas, uma com
o MTX e a outra sem a substincia. Os cromos-
somos foram corados em solucio de Giemsa a
3% dissolvido em tampio fosfato (pH 6,8) ou
solucio de Orcefna Acética a 1%.

Analise das células

A andlise cromossdmica foi realizada em
microscépio éptico comum com objetiva de
imersio (100 X). A taxa de divisao celular foi
calculada de acordo com o Indice Mitético, de-
terminado com base no ndmero de células em
divisao por 1.000 células de cada amostra (com

ou sem MTX).

Andlise estatistica

Foram utilizadas a Prova de Friedman e a
de Kruskal-Wallis (SIEGEL, 1975). A primeira
foi aplicada para a compara¢ao do tratamento
com MTX e a seguinte para comparar o [ndice
Mitético de jovens e idosos.

RESULTADOS

De acordo com as informagoes obtidas pela
anamnese, 83,3% dos idosos estudados eram
do sexo feminino, e 16,7%, do sexo masculino.
As cores predominantes foram negro (50%),
seguida de mulato médio (25%) e mulato es-
curo (16,66%); somente 8,33% apresentavam
a cor branca. Muitos tinham vindo do interior
do Estado da Bahia e trabalharam como agri-
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cultores (41,6%); os demais trabalharam como
empregados domésticos ou possufam subempre-
gos autdnomos. Os individuos investigados per-
tenciam as classes sociais média baixa e baixa,
caracterizadas, respectivamente, de acordo com
a renda correspondente a um saldrio minimo
ou abaixo deste valor. Desses idosos, 33,3% nio
tiveram filhos, 58,3% tiveram filhos que mor-
reram cedo, e 8,4% tinham filhos, mas nao
mantinham contato com os mesmos.

Quanto ao consumo de bebidas alcodli-
cas, 58,4% nunca beberam, 25% bebiam so-
cialmente em quantidades muito pequenas, e
16,6% bebiam regularmente. Grande parte dos
idosos entrevistados nao fumava (50%), alguns
tinham o h4bito de mascar fumo (16,6%) e
8,3% fumavam, mas nao tragavam; os restantes
fumavam cigarro ou cachimbo. Com relagio a
medicamentos, quando perguntados se toma-
vam algum remédio antes de ingressar na insti-
tuigdo geridtrica, todos responderam negativa-
mente; disseram que tomavam chds especificos
para o que estavam sentindo e “rezavam as do-

»

res .

A alimentagao a época da pesquisa era ba-
lanceada e sem excessos. A alimentagao ante-
rior, segundo relataram, era variada e constava
de verduras e carnes, sem restri¢ao de gordura e
agucar.

A Tabela 1 apresenta caracteristicas rele-
vantes dos idosos investigados, ¢ a taxa de divi-
sio celular (Indice Mitético) correspondente.
De uma forma geral, o processo de envelheci-
mento mostrou-se associado ao decréscimo da
reprodugiao da célula. Além disso, o uso do
Metotrexato reduziu significativamente o ni-
mero de mitoses em culturas de jovens e idosos.
Enquanto no grupo controle o Indice Mitético
médio foi de 61,50% (sem MTX) e 27% (com
MTX), o grupo idoso revelou valores médios de
38% e 29,13%, respectivamente.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O nudmero elevado de mulheres no grupo
amostral foi considerado uma conseqiiéncia do
fato de que, além de as mulheres viverem mais
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do que os homens, os seus {ndices de sobrevi-
véncia sio maiores em quase todas as idades.

Para avaliagao do efeito citotéxico do Me-
totrexato, foi escolhida a concentragao de 1,0mg/
ml do MTX, como proposto por Petz e colabo-
radores (1988), uma vez que concentragdes su-
periores de 10mg/ml, de acordo com Velissa-
riou e colaboradores (1993), reduziriam consi-
deravelmente o ndmero de metifases e danifi-
cariam os cromossomos, impedindo a anilise.

O tempo de incubagdo das culturas foi de
72 horas, garantindo uma maior quantidade de
células para andlise, de acordo com Sinha e co-
laboradores (1984), que, em estudo com 20
individuos normais, demonstraram que o nd-
mero de aberragoes cromossdmicas em culturas
de 48 horas a 72 horas nio apresentou diferen-
cas estatisticamente significativas.

Os resultados obtidos mostraram redugio
do ntmero de divisoes celulares com o aumen-
to da idade, concordando com o estudo cldssico
de Pisciota e colaboradores (1967), que tam-
bém constatou variagio do Indice Mitético em
fun¢ao da idade.

A relagao observada entre a reprodugio
celular e a idade mostra que hd decréscimo des-
te fendbmeno em fung¢io do envelhecimento, e
que esta redugdo torna-se mais evidente com a
adigao de agentes como o Metotrexato, que pre-
judicam a sintese do DNA. Segundo Hayflick e
Moorhead (1961), células normais tém capaci-
dade de divisao limitada, tanto em cultura quan-
to in vive. Além disso, células de individuos jo-
vens tém maior capacidade de divisio do que
células dos mesmos tecidos de doadores idosos.
Quanto mais idoso o doador humano, menor o
nimero de divisdoes das células cultivadas
(KIRKWOOD; CREMER, 1982). A presente

investigagao corrobora os estudos relatados.

A perda da eficiéncia na reprodugio celu-
lar nas culturas com adi¢ao do Metotrexato pode
também estar relacionada com o fenémeno da
apoptose, morte celular programada, que eli-
mina células com comprometimento funcional
e, conseqiientemente, reduz o nimero de célu-
las em divisao.
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Tabela 1 - Identificagao, hdbitos de vida, distirbios clinicos e {ndices mitéticos
dos idosos estudados

Iniciais Cor* Sexo Idade Habito de Haébito Disttrbios clinicos [ndice
(anos) fumar de beber Mitético

AM. MM F 94 Nao Socialmente  Tumoragio nasal 49
Osteoporose
Dificuldade auditiva

T.S. ME F 94 Nio Nio Catarata 25
Hipertensao
Cegueira

J.S. P F 114 Mascava Nao Hipertensio arterial 20
Dificuldade visual
Glaucoma

Asma brénquica
Deformidade tordcica
Distdrbio comportamental

M.MJ. MM F 94 Cachimbo Nao Dificuldade Visual 68
Catarata
Fratura de colo de fémur
Dificuldade auditiva

Hipertensao arterial

J.VA. P M 95 Nao tragava  Nao Tremores generalizados 41
Insonia
Imobilidade parcial
Déficit nas fun¢oes
cognitivas
Curvatura cervical e dorsal
Redugio visual intensa

M.B. ME F 92 Cigarro Sim Catarata 45
Dores lombares
Diabetes

M.M]J. P F 106 Mascava Socialmente  Artrose 28
Diabetes

J.AM. P F 92 Nio Socialmente  Cancer de mama 28
Dificuldade auditiva
Dificuldade Visual

L.PS. MM F 90 Nio Nio Artrose 44
Dificuldade auditiva

ARC. MC F 92 Nio Sim Dificuldade auditiva 57

M¢édia 40,5

*Cor: P = preto (negro); ME = mulato escuro; MM = mulato médio; MC = mulato claro; B = branco.
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Hibitos de vida, como o consumo de be-
bidas alcodlicas e o hdbito de fumar, nao revela-
ram associagio com o decréscimo do Indice
Mitético. Quanto aos hébitos alimentares, em-
bora os idosos tivessem uma alimentagio varia-
da e ingerissem gorduras e agtcares, possufam,
na verdade, uma dieta hipocaldrica, pois as quan-
tidades consumidas eram pequenas, com alter-
nincia de perfodos de abundincia e jejum.
Como j4 foi observado, os idosos eram de classe
média baixa, e a maioria de classe baixa; muitos
revelaram ter passado fome, e outros diziam que
a comida em casa “era pouca”. Além disso, quan-
do entraram no centro geridtrico onde vivem,
muitos estavam em estado de subnutrigio.

O aumento da longevidade em associago
com uma dieta hipocalérica concorda com os
dados obtidos por Mc Cay ¢ colaboradores

(1939) em pesquisa com ratos alimentados com

teor extremamente baixo de calorias e quanti-
dades normais de protefnas, minerais e vitami-
nas, que demonstrou um aumento da longevi-
dade e uma diminui¢do da freqiiéncia de cincer
e problemas cardfacos.

Além da alimentagio hipocalérica, o au-
mento da longevidade pode ser também atri-
buido ao fato de nio terem tido vida sedentdria,
pois sempre trabalharam muito em casa ou na
lavoura, além de consumirem poucos produtos
industrializados e utilizarem chds de ervas na-
turais em vez de medicamentos.

Os grandes longevos entrevistados mostra-
ram-se lucidos; nenhum deles tinha problemas
cardfacos e somente dois apresentavam cincer.
Em sua maioria, eram alegres e bem dispostos,
aparentando idade mais baixa do que a sua ida-
de real.

The Methotrexate effect in the inhibition of cell divisions in the elderly

Abstract

The aging is influenced by genetic and nutritional factors as well as by the exposition to free radicals,
radiation and genotoxic substances. The cell sensitivity to mutagenic substances increases as the individual
grows old and may contribute to accelerate hislher aging process. This paper analyzes the Methotrexate
(MTX) effect, an agent which induces chromosomal breaks in the inhibition of the cell reproduction in old
people and in a control group. The sample comprised 10 elderly people, from 92 to 114 years old, and 12
members of the control group, 20 to 25 years old. The cells for analyses were obtained from lymphocytes
temporary culture, together with M TX. Statistical analysis was carried out with Kruskal-Wallis and Friedman
tests. MTX was efficient to reduce cell divisions with significant statistical results. The mitosis rate was low
as far as the old people were concerned, even when not treated with MTX, what showed that the aging
process has to do with the reduction of the cell reproductive capacity.

Keywords: Aging. Methotrexate. Cell division.
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