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I. INTRODUCAO

I.i. Homenclatura e classificasio dos neoplasmas

0 neoplasma é uma doenga gendtica que requevs para  seu
desenvolvimento, eventos sequenciais mdltiplos nos quais alteragdes
constitucionais ou adquiridas conferem as cklulas vantagens de pro-
liferag@o & padvio de diferenciagio altevado (BOGLIOLD et al.. 19873
FPONDER. 19905 LASKD et al.. 1291).

A aquisigdo de determinadas mutagles somdticas pode dar A
lesfo um comportamento benigno com crescimento lento. localizagio
restrita e, em consequéncias com poucos danos aos seus portadores.
exceto quando estdo em locais criticos como em algumas regides do

sistema nervoso central, o que pode ser letal. A ocorvéncia de

mutaghes especificas torna a populag@o celular mais agressiva. com

caracteristicas invasivas e capacidade de metastizagBos 0 que causa
grandes prejulizos aos seus hospedeivosa inclusive sua morte
(DIAMANDOFOULOS & MEISSNER. 19285:% PATHAK, 19209/4990:% RURIN & FARRER,
{97225 COTRAN et al.s 1291).

Algumas células normais. como as linfdides. tém proprie-
dades de invasdo de tecidos e disseminagfo pelo organismo,
mostvram divisdes mitdticas autdnomas, que constituem um dos
mais importantes da lesdo tumoral. Talvez seja essa uma das razdes
pelas quais as leucemias e linfomas: que sdo neoplasias do tecido
hematopobkticos, mostram um nbmero menor de tipos de alteraghes genkti
cas que aquelas de tecidos sblidos (PATHAK. {989/199@).

Na grande maioria dos casos. =a caracterizagio de neopla-
£ia benigna ou maligna pode ser feita histologicamente. 0= tumores

benignos gevralmente sdo bem diferenciados e sua estrutura pode ser
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tipica do tecido de origem. do qual vecebe o nome acrescentado  do
sufixo “oma”. Alguns exemplos sio o lipomas formado a partiv  de
lipdcitos:. € o hemangiomas Tormado a partir de vasos sanguineos. Em
alguns casoss a nomenclatura refere a aparéncia macroscdpica carac-
teristica da lesBo. como no caso dos pblipos de chlon. A

cia de certns termos histbhricos. contudos, faz com que alguns tumores
altamente malignosgs,. como por exemplo o hepatoma. o melanoma. o
seminoma & o neuroblastoma. permanegam com designagio similar & dos
tumores henignos (RORRINS et al.. 19845 RUBIN & FARBER., 1{992).

A& nomenclatura das neoplasias malignas é feita gevalmente
com hase no tecido de origem. S3o0 chamadas carvcinomas quando deriva-
das de cklulas epiteliais de qualquer uma das trés camadas  gevmi-
nativas. Assims um cAncer que surge na epiderme.  que tem  ovigem
ectodérmica. & um carcinomas, do mesmo modo que aqueles procedentes
das células mesodérmicas do revestimento dos tdbulos renais ou do
trato gastrintestinal. FPFor outvro lados as neoplasias que provém do
tecido mesenquimal sBo denominadas sarvcomas, tais como o lipossarco-
mas que & devivado do tecido govdurosos o linfossarcoma. do tecido
linfdtico e o rabdomiossarcoma. que ¢ formado a partiv do mdsculo
estriado (DNIAMANDOFOULOS & MEISSHER. 198%5).

Existem alguns tumores que se compovitam como benignos.a

porédm apresentam caracteristicas de lesdo maligna:. e vice-versa. 0

exemplo mais conhecido é o carcinoma basocelular da peles que histo-
logicamente & maligno. invade progressivamente osg tecidoss mas nunca
metastiza. Da mesma Torma, o crescimento de alguns adenomas de
glandula salivav. que €30 classificados como benignos. pode ser tio

agressivo  que desafia mesmo uma cura cirvbrgica (RUBIN & FARBER.
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A Tabela 1 resume a classiTicagdo das neoplasias benignas
e malignas.: segundo COTRAN et al. (1924)s com modificagdes. D

acordo com ess3a  tahelas. s30 considervadas simples as neoplasias

formadas por um sd tipo celular: mistas as que apresentam mais de um

tipos geralmente derivados de uma dnica camada germinativa. e com-

postas as que contém uma variedade de tipos celulares rvepresentati-
vos de mais de uma camada germinativa. O0s canceres refeventes =@o
tecido hematopo&tico. embora de origem mesenquimala. vrecebem as de-
signacdes de leucemias & linfomas.

As  leucemias s3o neoplasias malignas das cédlulas hemato-
poéticas primordiais. caracterizadas por substituigio difusa da
medula dssea por células neopldsicas. Na maior parte dos casos. as
células leucémicas caem na corrente sanguinea. onde podem ser encon-
tradas em grande ndmevo. Tradicionalmente essas neoplasias sdo clas-
cificadas de acordo com o tipo celular acometido e o estado de matu-
ridade das cklulas malignas. Assim. s8o agrupadas em agudas as que

caracterizam pela presensga de cklulas imaturas no sangus (blas-
tos) e por uma evolugio ripida e fatal nos pacientes que nBo sio
tratadoss € cronicas as que apresentam cklulas hem diferenciadas.
pelo menos no  inicios. e evolugBo mais lenta. Uma subdivisio
adicional separa-as em linfocliticas e nAo-linfociticas ou mielbides.
referindo-se ao tipo celular predominante (JAMRA & LORENZI. 1983;
HOFFBRRAND & FETTIT. 19883 COTRAN et al.. 1994). As linfociticas
podem ser referidas como leucemias de cklulas B ou Ts. quando se
originam dos linfbcitos bursa—- ou timo-dependentess vespectivamente
(FOON & TOOD, 1986). 0s linfomas sdo neoplasias que se caractevizam

pela proliferagio de células originadas do tecido linfdide. isto é.
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Tabela f. Nomenclatura das neoplasias benignas € malianas segundo COTRAN et al. (1991), com modifi-

cagoes.

Tecido de Origem - Tipo ou Localizagio

Benigno
“““““““““ =

Haligno

A. Formados por um lnico tipo celular (simples)

1. Hesenmmimal

(1) Hematopodtico

(2) Conjuntivo e derivados

(3) Endotelial e correlatos

- Yasos sanguineos

- Vacos linfdticos
- Sindvia
- Hesotélio (células de
revestimento das cavi-
dades corporais)
- Envoltdrios cerebraic
- Glomus

(4) Huscular

- misculo liso

- misculo estriado

IL. Epitelial

(1) Eccamoso estratificado

(2) Camada basal da pele
ou de seus anexos

(3) 6landulas anexas da pele

- Glandulas sudoriparas

- Blandulas sebdceas

tibroma
mixoma
lipoma
condroma
osteoma

hemangioma
- capilar
- £avernoso

linfangioma

meningioma

tumor glomico

leiomioma

rabdomioma

papiloma de células
Escamosas

ceratose
cisto epidkraico
tricofoliculoma

adenoma de glandulas
sudor fparas

zdenoma de glandulas
sebdceas

(Sarcomas)

leucemias
linfomas

fibrossarcoma
RiXOSSATCOMA
lipossarcoma

condrossarcoma
sarcoma osteogénico

ANg10SSATCOMA

linfangiossarcoma
sarcomx sinovial

mesotelioma

meningioma invasivo

leiomiossarcoma

rabdomiossarcoma

(Carcinomas)

carcinoma espinocelular

carcinomz basocelular

tricoepitelioma

carcinoma de glandulas sudoriparas

carcinoma de glandulas sebdceas
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Tabela 1. (continuagan)

Tecido de Origem - Tipo ou Localizagao

Benigno

MHaligno

(4) Revestimento epitelial
- Glandulas ou ductos

- grupo bem diferenciado

- grupo pouco diferenciado

(5) Trato respiratbrio

(&) Neuroectoderma

(7) Epitédlio renal

(8) Figado

(?) Ducto biliar

(1) Epitklio do trato urinirio
(transicional)

(11) Epitklio placenthrio

(12) Epitélio testicular

B. Formados por mais de wm tipo celular
derivados seraleente de wma Imica
camada sermimativa (mistos)

(1) Glandulas salivares

(2) Primbrdio renal

C. Formados por mis de wm tipo celular
derivados de mais de wma camada

sermimativa (compostos)

(1) Gonadas ou restos embriondrios

adenoma
papiloma
adenoma papilar
cistadenoma

nevo

adenoma tubular renal
adenoma de cklulas
hepaticas

adenoma dos ductos
biliares

papiloma de cklulas

transicionais

mola hidatiforme

adenoma pleomdrfico
(tumor misto de
glandulas salivares)

teratoma maduro
cisto dermdide

adenocarcinoma
carcinoma papilar
adenocarcinoma papilar
cistadenocarcinoma

carcinoma medular
carcinoma indiferenciado (simples!

carcinoma broncogenico

melanoma (melanocarcinoma)

carcinoma de células renwis
(hipernefroma)

hepatoma (carcinoma hepatocelular)
carcinoma dos ductos biliares
(colangiocarcinoma)

carcinoma papilar

carcinoma de cklulas transicionais
carcinoma de cklulas escamosas

coriocarcinoma

seminoma
carcinoma embriondrio

tumor misto maligno de glandulac
csalivares

tumor de Wilms (nefroblastoma)

teratoma imaturo

1 2 3 4 5 6 7
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sAo tumores primhrvios desse tecidos. com um curso letals a menos gue
sejam contvrolados ou erradicados. Com base em seu aspecto histoldgi-

cn.  esses tumores s3o divididos em dois grupos principais: Hodgkin

e n&dao Hodgkins:s 0% quais diferem entre si em vdrios aspectos. apre-

sentando quadros particulares de manifestaedes clinico-laboratoriais
(ROSENBERG et al.. 19825% JaMRA & LORENZI. 19833 HOFFERAMD & PETTIT.
1988: COTRAN et al.. 19221).

As leucemias e linfomas. ainda hoje. s&o0 classificados
principalmente com bhase em critérios morfolbgicos. embora muitos
autores wutilizem tais critévios combinados com o imunolbgico & o
citogenttico. A Tahela 2 mostra a nomenclatura mais comum das lewce-
mias e dos linTomas.: segundo as classificagdes FAR (French-American-
British Coopevative Group) (BENNETT et al.. 1974). de WINTROBE

(1931) & de HOFFBERAND & PETTIT (4988). com modificagdes.

I1.2. Fatores cromossOmicos e cincer

Vdrios eventos sequenciais sfo necessdrios para gque  uma
cdlula normal se transforme em maligna. A maiovia desses eventos
envolve modificagdes constitucionais ou adquiridas do material genéd-
ticos tais como deficiénciass rearranjos e mutaades na moldcula de
INA: que podem afetar a regulagio génica e resultar em divisio
celular alterada (CHIAO et al.. 1999). Anomalias mitdticas em célu-
las cancerosas foram descritas desde o Tim do século passado e sua
anhlize permitiu  que um grande nbmevo de dados fosse obtido reve-
lando a base cromossOmica da doenga (SANDBERG. 1985, 199@3% YUNIS.
19855 NOWELL & CROCE, 19843F HSU, 128715 HEIM & MITELMAN. {986a. 198%:

MITELMAN et al.: 19893 ROWLEY. 1985, 1990b). Atd o presente momento.
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7
Tabela 2. Claszificagio das doengas neoplisicas do sistema hemato-

roédtico segundo as classificagdes FAR,  de WINTRORBE (4984)

,r

de HOFFRRAND & PE (4988), com modificagies.

Cronica (LMC)

tipica
atipica
Juvenil
cosinofilica
basofilica
monocitica

2. Aguda (L.MA)

. mieIocitlca ( ou mielobldstica) sem diferenciagdo
mig loc tica com diferenciaGgiao
e m1rloc?t1Ca. hipergranular

. rrd -mielociticas microgaranular
mielomonocitica
monociticas pobremente diferenciada
monoc{ticas bem diferenciada

- egritroleucemiz

- megacariocitica

B. Linfocitica
1. Cronica (LLC)
de células linfossarcomatosas
2. faudx (LLA&)

Li - cédlulas requenass morfoloaia homogénen
L2 - células arandes mor#nlng1a heterogénea
L3 - tipo Buriitt - célu]aa arandees movfoloaia lomogénca

IXI. LIHFOHAS
A. Tipo Hodgkin

esclevoss nodular 1
predominancia linfocditics
celularvidade mista
deficiéncia linfocitica

Tipo n3o-Hodgkin
Modular

linfocitico pouco difecrenciado
mizsto

Burkitt o
indiferenciado n&o Burkitt
histiocistico

ni fuso

linfocitico bem diferenciado (LED)
LBIO com diferenciwsgao plasmocitdide
linfocitico intermediirio
imunoblastico

11nfob1 *tlco

tipo ’ ennert”

micose fungdide

plasmdultamg

inclassificavel

composto

1 2 3 4 5 6 7 unespml 12 13 14 15 1e 17 18



as informagdes na literatuvra indicam gque cerca de 1{95.000¢ amostras de
neoplasmas exibem alteragdes cariotipicas. Nessas. 179 ocovvem con-
sistentemente em 51 tipos ditferentes de doengas hematoldgicas malig-
nas ou pré&-malignas e tumores sblidos (MITELMAN et al.. 1990).

A maiovia das neoplasias mostva anomalias cromossOmicas

mbltiplas. 0 primeiro evento citogenktico que ocorre & chamado

primhrio e & considerado essencial para a transformagio neoplisica.
Pelo fato de estar presente na maioria das cklulas. indica que
resulta  em vantagem de proliferagio herdhvel & em ovigem monoclonal
da lesfo. As alteragdes secundbhrias. adguirvidas posteriomente e
decorrentes da instabilidade do genoma tumoral. s8o responshveils
pela progressio e dispersio das cklulas malignas (HEIM & MITELMAN.
i984b3i PATHAK. 1986, 128%9/19%90:% SANDBERG. {990). HEIM & MITELMAN
(1989) reconheceram um outro grupo de anomaliass as Nao clonais. que
nao apresentam relagio sequencial com as anterviores & podem ocovrer
com tal frequéncia que impedem o veconhecimento das alteraales
patogeneticamente importantes. & Tabela 3 mostra algumas alteragdes
cromossdmicas  consistentes jh descritas em neoplasmas  humanos. Um
dos melhores exemplos é o do linfoma de Rurkitt,. cuja caracteristica
é & ocorréncia da translocagio entre os cromossomos 8 € 14 €. menos
frequentemente, entre oz cromossomos 8 e 2 ou 8 e 22 (VAN  DEN
BERGHE » 19835 NOWELL & CROCE. {9845 NOWELL ., 1989).

0 estabelecimento de aberracies cromossdmicas primdrias
em muitos tipos de tumovres tem contribulido para o diagnbsticos. o
prognbstico e a3 escolha da terapias mais adequada nessas  dosngas
(SANDRERG. 49285, 192905 FRANKE et al.. (98465 YUNIS & BRUNNING, 19844
CROCE. 19873 SANDRBERG & TURC-CAREL . 41987:% MWMITELMAN et al.. 1989

HEIM & MITELMAN, 198%. entre outros). & também para a sua prevengio
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Tabela 3. Alguns

consistentes Jjd conhecidas.

modificaghes

meningioma e neuroma acdstico

tumor
lipom:a
HAL IGROS
Leucemias
mieldide crdnica

mieldide aguda

M4
M2

M3
M4

linfocitica crdnica

linfocitica aguda
| Kt
L2
.3

Linfoma de Burkitt

Carcinowas
vetinoblastoma
tumor de Wilms
neurchlastoma

carcinoma de cklula

melanoma

tumor de ovdrio
tumor de prdstata
tumor testicular

Sarcomas
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e para a identificagio dos genes envolvidos no processo neoplhsico
(ROWLLEY . 1990c).

Jd é conhecido que as leucemias. em especial as aaudas.

podem ser caracterizadas por eventos cromossdmicos primdrios ques

além de estarem provavelmente velacionados com o seu desenvol-
vimento, permitem sua divisdo em entidades diferentes. Tais gruros
coincidem em parte com aqueles definidos com base em critérios
mor folbgicoss citoquimicos e imunolbgicos (BENNETT. 41974% FOON &
TODD. 19284) @ podem estar associados com tempo de sohrevida do
paciente e manifestagdes clinicas peculiares. Um bom exemplo €& o
tipo M2 da leucemia mieldide aguda (LMA). que possui pelo menos trés
subtipos citogendticos definidos pelas translocagles t(B:i24i), £(46:9)
e t(92:22):, o0 primeivo deles com um melhor progndstico quando compa-
rado ans demais (SANDBERG & TURC-CAREL . 1987% YUNIS et al.. 1988).
No caso da LMA associada A inversio do cromossomo 14. tipo M4, os
afetados apresentam alto visco de compromet imento do sistema nervoso
central: enquanto entre agqueles em que se observa a monossomia do
cromossomo 7 hih uma incid@ncia elevada de hemorragias e infecgdes
(SANDRERG. 19290). Entre oz portadorves de leucemia linfocitica aguda.
por sua vez. nlbmeros cromossomicos hiperdiplbides indicam uma sobre-
vida maior em relagho aos que apresentam nlmevos hipodiplbides ou
alteragdes cromossdmicas estruturais. possivelmente pela presenga de
chpias extras de genes que contvolam a expressio das cblulas malig-
nas (YUNIS & BRUNNING., {98458 PENAUX et al.. {9891 SECKER-WALKER.
192¢5 TSUCHIYA et al.. 1990).

No caso dos pacientes com leucemia mieldide crdnica
(LMC) . a presenga da translocacio t(2i22): que origina um cromossomo

22 de tamanho menor conhecido como cromossomo Philadelphia (FPhi)a
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resulta em sobrevida maior. rvesposta maiz favorivel 3 quimiotevapis
e periodos significativamente maiores entre o diagnbstico & a crise
blastica (ROWLEY. 198813 1992¢c). Com relagho ao curso clinico dessa
doengas em cerca de 80% dos que entyam na Fase terminal s3o obhserva-
da alteraghes cromossdomicas secundirias. carvacterizadas por  um
segundo FPhis. um isocromossomo do brago longo do cromossoms 47 ouw um
cromossomo 8 extra. Apenas 20X aprvesentam a linhagem oviginal Phi
positiva inalterada. Assims a andlise citogendtica periddica dos
afetados pode prever o aparecimento das crises bldsticas & permitir
a utilizagho precoce de medidas de controle da progressio da doenga
(ROWLEY . 1990a).

Qualquer revisdo bibliogrdfica sobre cdncer vevela que =
maior parte das informagdes citogendticas existentes aborda as doen-
Gas hematoldgicas malignass embora elas constituam apenas cercs de
i0% das neoplasias humanas (SANDRERG. 4988a.b). Nos 15.000 neo-
plasmas jh estudados através de técnicas de bandamento cvomossdmicos
s  tumores sblidos correspondem a apenas 2i% do  total (MITELMAN.
1994), apesar de apresentarem uma mortalidade maior em relagfo &s
neoplasias hematolbgicas (TRENT et al.. 1990). A escassez dos dados
citogendticos desses tumores se deve principalmente a dificuldades
especificas na cultura e andlise de suas células. Entre tais difi-
culdades podem ser destacados o baixo Indice mitdtico nas prepara-
£0es obtidas divetamente da lesios. 2 morfologia dos cromossomos que

nem sempye permite uma anhlise cariotipics detalhada. 3lékm da  Fre-

quente contaminagio in wivo dos tecidos tumorais por bactévias  ou

fungos. o0 que impede o seuw cultivo. Um outvo problema é o estabele-

cimento do evento primhrios pois suas manifestacHBes oclinicas =90
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mais tardias que nas leucemias . portanto. as cklulas s3%0 gervalmen-
te examinadas em fases mais avangadas da doenga., quando Jji ocorrvervam
muitas anomalias secundhrias (SANDBERG & TURC-CAREL. 198735 ATKIN,
19825 TEYSSIER, 428%93% TRENT et al.., 1986, 1990: SANDRERG. 199@).

Alguns desses problemas véem sendo superados (LIMON. 1992)

e muitos dados jh foram obtidos, tanto em relagBo b definigho cito-

genkttica de subgrupos. como no e2sclarecimento do diagnbstico e do
prognbstico da dosnga (TURC-CAREL et al.. 1988 DE LA CHAPELLE.
1989). Um bom exemplo é o do histiocitoma fibroso malignos no qual a
presenga do marcador 19p+ estd relacionada positivamente com =&
recidiva da doenga enquanto marcadores em anel estdo corrvelacionados
negativamente. No meningioma: um tumor neuvoaénico benigno onde =
perda do cromossomo 22 & um evento comums 3 hipevdiploidia indica um
comportamento mais agressivo da lesfo (RUYS. 19924). Ne modo similar.
o carcinoma de bexiga ndo invasivo ou pouco invasivo apresenta
células dipldides ou prdximas do ndmero dipldide. enquanto os mais
invasivos mostram células tripldides ou tetrapldides (SANDRERG.
i?88a). Outros dados revelaram quatro tipos diferentes desse carci-
noma. cariotipicamente diversos mas praticamente indistinguliveis na
anhlise histopatolbgica. Eles sio caracterizados poy um isocromosso-
mo de bhrago curto do cromossomo 5. pela trissomia 7. pela monossomia
9 e pela deficiéncia parcial do cromossomo 44. 0Os dois primeiros
grupos sdo0 mais invasivos e rvecorventes e sua detecefo auxilia n=
escolha da terapia mais adequada para essa doenga (SANDBERG, 1988a:
ATKIN, 1989% HEIM & MITELMAN. 1{989).

Os avangos da citogendtica tém atingido também as lesdes
benignas & pré-malignas. Segundo SANDRERG (41990), durante muito

tempo foi suposto que todos os tumores benignos ervam citogenetica-




mentec normais & que a presenga de alteragHBes cromossdmicas indicava

transformagio para o estado maligno. Entretantos. muitos estudos t&m

referido a ocorréncia de anomalias carviotipicas em cklulas de teci-
dos normais (LIMON et al.. 1990: CASALONE et al.. 19925 HERBERGS et
al.. 19923 S07ZI et al., 1992: entre outros) ou em células proveni-
entes de tumores benignos (ATKIN, 4128923 TEYSSIER & FERRE. 19893
CASARTELLI et al.. 1992, 1992:% GAMA. {9915 SREEKANTAIAM & SANDRERG .
19943 CAVALLI et al.. 1992F GSANDRERG. 19923 entve outrvos). Muitas
dessas alteragdes sfo especificas: o0 que auxilia no diagndstico dos
tumores. Alguns exemplos 8o a deficiéncia do cromossomo 22 e a
perda ao Y em meningiomas (ROGATTO & CASARTELLI. 419883 HEIM et al..
i989b)s a translocagio entre oz cromossomos 2 & 8 nos  tumovres de
gldndula salivar (SANDRERG, 1988a: SANDROS et al., 1990) e as anoma-
lias envolvendo a banda {2qg43-1% no lipoma (MANDMHAL et al.. 1988
DAL CIN & SANDBERG. 198%9F SREEKANTAIAH et al.. 199@a). Um aspecto
interessante & que a mesma alteragio pode ser observada em algumas
lesbes benignas & em suas correspondentes malignas. Por exemplo. as
handas 129413-1% mostvram envolvimento recorrente em tumores bhenianos
e malignos do tecido adiposo hem como em tumoves benignos de glandu-
la salivar e da musculatura lisa. Nos lipomas. ocorvem principalmen-
te translocagdes entre as bandas iRqi3-15 e os segmentos ip. 2ps 39
¢ 2i9s enquanto nos lipossarcomas o rearranjo observado ¢ a translo-
cagio t(i2:14)(qi3ipifi). Outros exemplos semelhantes sBo conhecidos
entre os leiomiomas & leiomiossarcomas. & entre os meningiomas &
meningiomas sarcomatosos (SREEKANTAIAH & SANDRERG. 1994).

Embora os tumores benignos possam sev associados a trans-

locagdes especificas capazes de induzir proliferagio celulars &




também provhvel que alguns eventos genkticos sejam vesponshveis pelo
tipo de comportamento da lesBo. A aus®neocia de transformagcho maligna
nesses  casos pode sery consequéncia da presenca de determinados
fatores nas etapas iniciais do processo. ou da auvsinoia de mutaghes

necesshrias para a transformagio (SANDBERG. 1992). E possivel que

certos genes criticos permanegam inativos. enquanto outros. que dio

vantagens de crescimento para o tipo celular especifico num determi-
nado estlgio de diferenciagho. s%0 ativados (CAVALLI et al.. {992:
FLETCHER, {1992). Esses (4ltimos também estariam envolvidos no desen-
volvimento de tumores malignoss povrém associados com outras
mutagdesy como aquelas que conferem caracteristicas de invasividade
e metastizagio (KHAN & EVANS., 1994). As bandas cromossdmicas comuns
a rearvanjos em diferentes padrbes de comportamento neoplisico esta-
riam relacionadas. portantos apenas com o crescimento celular ines-
pecifico (SOREL, 1990: SREEKANTAIAH & SANDRERG., 41991). Alteragles
adicionais seriam necessdrias para mudangas nesses padries.

Apesar de ndo existirem conclusdes sobre os eventos que
ocorvem durante a progressdo malignas ndo hd ddvida de que os estu-
dos moleculares associados aos dados citogendticos fornecerdio o
esclarecimento necesshvio para o entendimento da etiologia e

comportamento biolbgico dos tumores.

I1.3. Fatores génicos e cincer

0 tvabalho simultdneo da citogendtica & da biologia mole-
cular tem aberto caminhos para o mapeamento de genes envolvidos na
iniciagios, desenvolvimento & progressio do clincer. Entre eles esstibo

05 ONCOYENESa que 380 genes capazes de induziv a  tvansformagho

i4




neoplisica em condigdes naturais ou experimentais & 580 resultantes

de alteragdes de genes normais denominados proto-oncogenes  (GORDOM.,
19853 PIMENTEL, 198%5: ;E BRAEKELEER, 41988). Os proto-oncogenes sdo
altamente conservados an longo da evolugho e jh foram obsevvados em
muitas espkcies diferentess, o que demonstra seuw importante papel no
funcionamento celular (SFANDIDNODS & ANDERSON. 198%9). & descoherta dos
oncogenes derivou de extensos trabalhos realizados com retrovirus
causadores de cAncer em animais. 0O virus do sarcoma de Rous de
galinhas foi o primeivo no qual foi demonstrada a presenga  de
oncogenes o srcs  cujo  homblogo normal foi identificado no INA  de
células ndo transformadas de diferentes vertebrados. inclusive do
homem (HMcCLAIN, 19843 WERER & McCLURE. 198735 BARRBACID. 1990). Atual-
mentey mais de 55 oncogenes foram identificados no genoma humano
(Tabela 4),; muitos dos quais jd& foram mapeados (SANDRERG. 1990). Sua
nomenclatura geralmente utiliza apenas trés letras relacionadas com
o nome do retvovirus no qual foi originalmente detectado (HECHT.
1988bs McALFINE et al.., 19903 SANDRERG. 1990).

Os produtos codificados pelos oncogenes atuam no cresci-
mento e diferenciagio celular (MARX., 199@) e, entre eles. estio
fatores de crescimento. veceptores para fatores de ocrescimento.
enzimas associadas com receptorves. moduladores de transmissio de
sinais atvavks da membrana plasmhtica & outros que atuam no nlbcleo
celulars aparentemente de forma dirveta na duplicagio ou transcrigio
do INA & mesmo nos eventos pbs-transcricionais (GORDON. 1 853 FRANKE
et al.. 19863 WERBER & McCLURE, 19873 HURER, 1989: KLEIN. 19903
BARBACID., 1990).

A& ativagdio de um proto-oncogene pode contribuir para a




alguns oncogenes jh identificados no
e ALPINE

de
caridtipo humzano.

et al.

Tabela 4. lLocalizagho
seaundo SANDRERG (1999)

(1990), com modificagdes.
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patog@nese do clncer (SPANDIDNS & ANDERSON. i9289) & decorre de uma
variedade de mecanismos. entre eles a mutagio aénics em ponto. O

gene humano H-ras—4i. isolado de carvcinoma de bexiga. Foi o primsiro

cuja ativagdo ficou demonstrada como resultante da substituigio de

uma glicina por uma valina em sua cadeia protéica (RARRBACID. 41987).
A presenga de genes mutantes da familia ras:. H-ras. K-ras ¢ N-ras.
tem sido descrita em uma skrie de tumores. como nos de caolon (205 et
al.. 198735 FORRESTER et al.. 1287)x mama (SPANDIDONS. 1987). pele
(0GISO et al., 1988: ANANTHASWAWY et al., 1989: COROMINAS et al..
1989s DICKER et al.. {9925 VAN DER SCHROEFF et al.. 1292). & nas
mielodisplasias (LIU et al., 1987) e leucemias agudas (SFANDIDOS &
ANDERSON, 1989). Esses achados tém permitido a utilizaeio desse e de
outros oncogenes como indicadores importantes no progndstico do cén-
car (SPANDIDODS. 1992).

A& amplificagdo génica é um outro tipo de mecanismo que
ativa proto-oncogenes através de duplicagles sucessivas resultando
em muitas cdpias ativas numa mesma célula. visualizadas citogeneti-
camente sob a Torma de regifes homogeneamente coradas ou de material
genédtico extra cromossomico denominado “double minutes” (GORDON.
19853 SCHWAR, 1989). A amplificagfo do N-myc: por exemplos & verifi-
cada em neuroblastomas e tumores relacionados (SCHWAE et al.. 19833
BRODEUR et al.. 19845 CILLO et al.. 1989% RERNE et al.. {98%:% JIMRED
et al., 19289: TAYLOR & LOCKER, 1990), e em melanoma (RBAUER et al..
i99¢), e esth associada com capacidade metasthtica e mau prognbstico
dessas doengas (BERNARDS et al.. {9941).

MITELMAN & HEIM (4988) vevificaram o envolvimento de ape-
nas 71 bandas nas aberragdOes cromossdmicas primarias de {985 dife-

rentes neoplasias. Dessas. 27 coincidem com 3 localizagBo de oncoge-




nes Jh descritos: o que sugere que tal associagBo nBo deve ser
casual. Realmente, jh existem muitos dados mostrando que as aberva-
ales cromossdmicass: em especial as tvanslocagbess podem levar =
modificagles criticas de proto-oncogenes. alterando sua estrutura ou
os mecanismos que controlam sua expressdo (CROCE & WKLEIN., 419853
KANDG ., 1985F MITELMAN & HEIM. 19288). Esse tipo de ativagho pavece
ocorrer em muitos tumores e jA & bhem conhecida entre as leucemias &
linfomas. Por exemplos. nas células do linfoma de Buvkitts o proto-
ONCOgENE C—mYyc localizado na banda 8qid4, & translocado prbximo ao
gene da cadeia pesada das imunoglobulinas: presente na banda 14q22.
Ne pontos de quebra em translocagdes variantes desse tumor compreen-
dem aqueles em 2pi2 e 22qii. onde jh Foram mapeados o0z genes kappa ¢
lambda. respectivamente, da cadedia leve de imunoglobulinas (DALLA-
FAVERA et al., 1982, 19833 LEDER et al.. 19833 KLEIN & KLEIN, 19843
NOWELL & CROCE. 1984). Na leucemia mielbide crdnicas. por sus veER
ocorve Justaposigio do proto-oncogene c—abl & da regifo by
("hreakpoint cluster region”) na translocagBo t(FiR2)(q34iqgi4)
(HEISTERKAMF et al.. 19845 BARTRAM et al.. (98955 ROWLEY. 199¢c).
Mais recentemente, foram descritos rearvanjos andlogos em
leucemia Ts que envolvem novamente o gene c-myec 2lém do gene codifi-
cador da cadeia alfa/delta do receptor da cklula T (TCRA/TCRD)
(ROWLEY. 1990c). Esses dados e outros obtidos em difeventes neopla-
sias das cklulas B e T sugerem que tais vearvanjos nlo sho casuais
ey talvez em consequéncia de recombinaghes incorvvetas entre sequidn-
cias homblogas de cromossomos diferentez (CROCE. §987). colocam

prdximos genes vesponsiveis pela regulagio do crescimento  (proto-

oncogenes) e genes ativos no tipo celular em questio. esses dltimos




levando a expressio inadequada doz primeivos (GREAVES. (9898 RDOWLEY.
199%asc8 SECKER-WALKER. {99@).

Entre os tumores sdlidos. podem ser encontrados outros
exemplos que veforgam algumas das afirmagfes acima. £ o caso dos

carcinomas papilares de tirdide que mostvram & inversfo

inv(i0)(g41.R2qRP4i)sy cujos pontos de quebra coincidem com as regides

onde o proto-oncogens RET ¢ a sequéncia H4 estBo localizados
fornece a base estrutural para a fusio RET-H4, rvesponshvel pels
codificagino da sequéncia quimbrica transformante ptc (FIEROTTI et
al.. 1292).

Uma outra classe de genes relacionados com © pPErOoceEsso
neoplisico & a dos genes supressores de tumors também conhecidos
como  anti-oncogenes ouw oncogenss recessivos (ANDERSON &  SPANDINONS.
19883 KNUDNSON, 41989). As evidéncias para & existéncia desse grupo
tém sido obtidas do estudo de tumores em Drosophila que sdo causados
por mutagdes recessivas. de experimentos de Ffusio de cklulas tumo-
rais com normais resultando em hibridos normais. da veversio do
potencial oncog@nico em cklulas transfectadas com um oncogene atyra-
vés de sua inativagdo e, principalmente, dos estudos sobre o compor-
tamento de tumores pedidtvicos humanos (PAUL., 1989). Esses genes
parecem atuar como supressores da atividade de oncogenes &  sua
alteragio em ambos os homblogos, com consequente perda do seuw papel
regulador. pode levar ao processo maligno. 0O fendmeno ocorve com
padrio de heranga recessiva no nivel celulars ao contririo do com-
portamento dos oncogenes cuja ativagio. mesmo em oum Onico alelo.s
induz 3 transformagho neoplhsica (CAVENEE et al.. 19843 HMHANSEN. &
CAVENEE ., 198838 GREEN. {98831 WEINBERG., {989).

0 retinoblastoma: um tumor vraro de retinas tem sido usado




como o protbtipo para o estudo dos genes supressores do  cincer
(BUCHANAN et al., 19873 SOBEL. 1{992). Nessa neoplasia ocorrvre a perds
funcional dos alelos RBL mapeados na banda 43944 e. consequentemen-
te; do seu produtos que parece estar relacionado com o controle do
ciclo celular (CARNEY. {9903 CHIAD et al.., 1992). Altevagdes estru-
turais do gene RBL foram detectadas no DNA do tecido normal & tumo-
ral de pacientes com retinoblastoma familial e apenas no DNA tumoral
daqueles com a forma esporidica da doenga. As alteragdes mais  Fre-
quentemente observadas tém sido peguenss defici®ncias ou mutaegbBes em
ponto que resultam em produtos de tradugio alterados (LASKD et al..
122420

& perda de hetevozigosidade de sequéncias génicas no NNA

de cklulas de retinoblastoma e de outvros tumores. particularmente

dos hereditdrios, tem fornecido evidéncias moleculares da deficién-~
cia de segmentos cromossdmicos e indicam a localizagio possivel de
genes envolvidos na patogénese da doenga. E o caso do tumor de Wilms
(KOUFODS et al.. 1984). da polipose adenomatosa familial (RODMER et
al.. 19873 REES et al., {9292). da neurofibromatose aclstica bilate-
ral (ROULEAL et al.. 41987) e da neoplasia enddcrina miltipla tipo 4
(LARSSON et al.. 1988): entre outros. & homozigose de cevtas reaifes
do genoma, especialmente 3pR4., 1ipiS, 13qi4 ¢ 17pi3.: & frequente em
neoplasias muito diferentes & pode significar efeitos pleiotrbpicos
de certos genes. Duas dessas regides sao associadas com a localiza-
£30 de oncossupressoves: a banda 13qi4 com o gens RBL jh citado & a
i7pi3 com o gene pS3 (EJIMA et al.. 192881 LASKD et al.. {991).

0 gene RBiL aparece mutado em vdrios tipos de tumores mas

a transmissdo hereditdria de seus alelos alterados induz somente um




pequeno nbhmero deles. o que esth de acordo com 3 especificidade
tecidual da proteina REL{. Do mesmo modo. mutachBes do gene pS3 sHo
obhservadas em vhrias neoplasias & levam 3 perda de fungio recessziva
em alguns casos @ em outros pode ter um efeito dominante negativo &
caracteristicas de um oncogene (LASKD et al., 19943 LEVINE et al..

199158 HECHT & HECHT. {9924i:% IGED & SCHARER, 1992).

I.4. Predisposig&0 ao cancer

A predisposigdo ao cédncer tem sido demonstrada em aproxi-
madamente 4% do total de casos da doenga (FUNDERRURK et =al.. 19803
GILMAN et al.. {98415 MARKKANEN et al.. 19875 CUNNINGHAN 2 DICKERMAK.

1988: LASKD et al.. 19224) e pode ser considevrada em tréds grupos

Pprincipais: predisposigdo a um tipo especifico de tumor. frequente

em algumas familias mas que também aparece esporadicamente na popu-
lagios predisposieio a tumores de diferentes tipos. que segregam em
parentes prdximoss e sindromes que aumentam o risco para certas
neoplasias. Entre essas dltimas pode ser citada =& sindrome de
Beckwith-Wiedemann: caracterizada por onfaloceles, macroglossia e
gigantismos, & que esth associada com rvisco elevado de neoplasias
embriondrias como o tumor de Wilms e com anomalias constitucionais
envolvendo a banda 1ipid (HAAS et al.., 19873 LITTLE et al.. 17883
HENRY et al.. 19289). Dutrasz doengas causadas por mutagdes mendelia-
nas também aparecem associadas com tumores e incluem a sindrome de
Langer~Ciedions @ neoplasia enddocrina mdltipla tipos 4. P& e PR, a
rolipose adenomatosa familial, as newrofibromatoses tipo 4 & Ps & as
sindromes de instabilidade cromossdmica (SCHROEDER. {9823 CAIRNEY et

al., 192873 DALLAPICCOLA. {9873 TAKEMIYA et al.. {9871 ROSENDORFF &




BERNSTEIN, 41988:% COHEN & LEVI, £989:% LASKD et al.. 1994).

Entre as cromossomopatias constitucionais que tém predes-
posigio ao cAncer esth a sindrome de Downs com ocorvéncia de leuce-
mias aproximadamente dezoito a vinte vezes maior do que a populagio
geral (TOUGH et al.. {941 COHEN & ERKMAWN. 1924643 MILLER. 19725 HECHT
et al., 19846). Pacientes com a sindvome de Klinefelter também tém
risco aumentado de cdncer de mama e existem indmeras referéncias de
neoplasias extragonadais nessa sindrome e em outras com aberrvagdes
dos cromossomos sexuaiss como a sindrome de Turner (SANDRERG, 19833
HORGHMAN et al.. 492873 VERF & SIMPSON. 4987) ¢ a do duplo Y
(CILGENKRANTZ. 41988). embora a relagfo entre elas ainda sedia obscu-
=

0 primeiro estudo da incidéncia de abervagdes cromossdmi-
cas constitucionais em um grande ndmero de pessoas com leucemias &
condigfes afins foi feito por ALIMENA et al. (1985). Eles analisaram
1.40¢ pacientes ¢ encontrarvam {8 deles com tais abervagdes (1.3%).

BENITEZ et al. (1987) obtiveram uma frequéncia semelhante em 718

individuos. enquanto FETT-CONTE (1987) detectou uma portadovra de

translocagio t(15:3Y) entre dezesseis pacientes com neoplasias.
Segundo HECHT (4987). PONDER (1i990) e SANDRERG (499@). o=
estudos da incidéncia de anomalias cromossomicas constitucionais
entre portadores de cancer deveriam incluir pacientes pediftricos.
uma vez que tais aberragbes podem levar seus portadores a  bhito

antes da vida adulta.




I1.5. Instahilidade cromossOmica. sitios frhgeis e neoplasias

A relagio entve frequéncia elevada de abevragdes cromos-
somicas adquiridas em tecido normal e predisposigi@o ao cancer Ja
csth bem estabelecida nas sindromes de instabilidade cromossdmicas
doengas que est@o associadas a defeitos no sistema de vepavo ou de
duplicagio do DINA (COHEN & LEVY. 1989). For exemplos. 0% pacientes
com sindrome de Rlooms anemia de Fanconi & ataxia telangiectasia
mostvam alta incidéncia de neoplasias e maior sensibilidade a dife-
rentes agentes genotdxicos (CAIRNEY et al., 19873 RAMMELEIM et al..
i992).

As células normais de pacientes portadores de céncer e
algumas vezess de seus parentes sauddveiss também podem mostrar
instabilidade cromossdmica (NORDENSON et al.. 1984:% ROSER et al..
1989% FURUYA et al.. 19891 SCAPPATICCI et al.. 19895 BARRIOS et al..
1990) embora tal situagio nem sempre tenha sido confirmada pov
diferentes autores (TEDESCHI et al.., 1287:% HMERTENS et al.. 1988:
MERTENS & JOHANSSON., 1i988a.b). Apesar dissos. no & possivel descar-
tar a hipbtese de que pessoas cujos cromossomos 30 menos esthveis
sejam mais susceptiveis ao desenvolvimento de tumores (HEIM et al..
i928%c5  BARRIOS et al.. 199@). E espervado mesmo que um gradiente de

inetabilidade possa existir nas populagdes humanas. possivelmente

relacionada com 2 acho de stress mutagénico (HSU et al.. {1989:

RUMMELEIN et al.. 1992).

Un outvo fendmeno citogendtico que foi implicado na
transformagdo neopldsica € representado pelos sitios fridgeis (SF).
Conforme definigdo proposta por SUTHERLAND (1979): os SF sfo regides

cromossomicas que sob determinadas condigdes in witro originam Trag-




mentos, defici&ncias & figuras multivradiais.

Uma possivel relagdo entre pontos especificos de quebra
envolvidos em rearvanjos observados em neoplasias ¢ a localizaedo de
SF  foi primeivamente proposta por HECHT & SUTHERLAND (1984). Em
fungio da localizagio de 24 SF e de 50 pontos de quebra encontrados
em neoplasias, esses autores verificaram uma associagio estatistica-
mente significativa entre elesy que foi posteriormente confirmads
por DNE BRAEKLEER et al. (4985). HMais recentemente., FOFESCU et al.
(1992) e CAPDRDSSI et al. (1991) tambkm observaram uma relagho
significativa entre localizagdo de sitios frdgeis. oncogenes e si-
tios de integracfo de virus oncogénicos. De forma mais especifica.
JORDAN et al. (49289) e WERBR & HEATH (1994). LIU et al. (1289).
VERNOLE et al. (1992). & SOKOVA et al. (1992) encontrarvam um auvmento
significativo no nivel do FRA3R e outros. entre portadores da sin-
drome de von Hippel-Lindaus de cdncer de pulmfos de neuroblastoma e
de melanomas respectivamente. Tal resultados entretanto. ndo foi
obsevvado por PORFIRIO et al. (i989) em pacientes com carcinoma de
pulmfo. SUTHERLAND & SIMMERS (4988) jd haviam colocado em ddvida
associaGgies desse tipo.

Em wvista da controvérsias parece razodvel aguardar os
esclarecimentos em nivel molecular da estrutura e fungfo dos SF para

que o papel efetivo de tais regides em neoplasias seja concluido.

I1.46. Heteromorfismos e neoplasias

A heterocromatina constitutiva ¢ composta de sequéncias

de DONA satélite altamente vepetitivas cujo papel & ovganizagio

moleculay ainda nBo Ffovam completamente esclarecidos (KRISTOFFERSSON




et al., 1989). Existem sugestdes de que pode estar envolvida na
protegdo contra agentes clastogénicos de dreas vitais do genomas
como o centrdmeros o0 organizadores nucleolares & a euwcvomatinas no
controle do mecanismo de atragio entre homdlogos € ndo homdlogos e
na promogao de trocas cromossomicas meidticas e mitdticass contri-
buindo assim para a evolugfo ou para o desenvolvimento do c&ncer
(SAMPAIO. 198335 REGE-CAMBRIM et al.. 1i99¢).

& heterocromatina representa cevca de 20% do genoma huma-
no & aparece em maior quantidade nos cromossomos {. . 46 & Y (BABRL
& VERMA, 41986). Alédm da técnica de bandamento Cs, as vegifes que
contém heterocromatina podem ser avaliadas por diferentes técnicas
de bandamentos como Q. Ag-NOR. DA/DARI, HOECHST/NETROFPSIN. entre
outrass e também com o uso de endonucleases de restrigio seguido de
coloragio por Giemsa (VERMA & DOSIK. 4198¢: SCHULZE et al.. 1984:
BaBRy & VERMA. 1984% WAHEDTI & PAWLOWITIKI. 1{987).

Ds cromossomos que apresentam polimorfismos das veaides
hetevocromhticasy ou hetevromor fismos. podem ser classificados pelo
tamanhos posigdos intensidade de coloragfo do bloco heterocromdtico
e/ou por combinagles diferentes desses critédrios (VARELLA-GARCIA.
1982)Y. A classificagdo proposta pov FATIL & LUBS (4i977): por exXem-
rlos ¢ baseada na medida do comprimento das bandas C dos cromossomos
i+ 2 & 16 comparadas com o tamanho do brago curto do cvomossomo 16,

A& frequéncia de alguns hetevomor fismos varia significati-
vamente em certas populagdes humanas.: sendo de modo geral mais
proeminente em negros (VARELLA-GARCIA. 198R2:% ANDRADE. 412846). A=

invershes pericéntricas do bloco hetevocromitico do cromossomo P

(?qh)s ocorrem numa Frequincia de {1 a 3% em caucasbhides (HOWARD-

FEERLES. 19892). enquanto especificamente a inversio parcial de Pqh




ou o aumento dessa regifo ocorre em 10¥% e 2%. vespectivamente.

grupo populacional (VERMA & DOSIK, 1980: VARELLA-GARCIA. 4982).
Vhvios estudos tém tentado associar os hetevomovFismos.

tais como as variagdes do tamanho dos segmentos heterocromdticos. a

frequéncia de inversdes totais e parciais ¢ o grauw de simetrialassi-

metria entre homdlogos: com doengas humanas. 0 aumento da regifo

heterocromdtica do cromossomo 9 (?qht): por exemplos € as inversdes

pericéntricas tém sido discutidos como possiveis fatores de risco
para retardo mental. malformagfes e anomalias cromossomicas na
prole. Entretanto:. em nenhuma dessas condigles o significado clinico
dos  hetevomor fismos foi suficientemente esclarecido  (WAHEDI
FAWLOWITZKI. 19873 KRISTOFFERSSON et al.. 1989).

Em relagio a um possivel envolvimento doz polimorfismos
heterocromombticos na propensio ao cAncers um grande nbmero de dados
tem sido obtido e discutido por diversos auvtores que sstudarcam
pacientes com diferentes tipos de doengas maliagnas.

ATKIN (49277) foi o primeiro a sugerir uma relagdio entre
hetevromor fismo de  tamanho da hetervocromatina do  cromossomo =
susceptibilidade =a algumas formas de cdncer. como o carcinoma de
ovario. Em {979, SHABTAI & HALBRECHT obsevvaram um aumento na fre-
quéncia de heteromorfismos dos tipos igh+s Pgh+s além de inversdo
parcial ou total da heterocromatina dos cromossomos § e 2 em povta-
dores de doengas hematolbgicas malignas ¢ pré-malignas. Esses resul-
tados  Foram confivmadosz por outvos autores em pacientes com lewcs-
mias e doengas afinsg (ADHVARYU et al.. 4987, 128%9: LARAL DE VINUESA
et al., 1984, 1985, 4988b35 PETKOVIC et al.. 1987: KRISTOFFERSSON et

al.s 1i989), com carcinoma de cérvix uterino (ATKIN & RRITO




EABAPULLE. 1983% GHOSH et al.. 1284:% MURTY et al.. {987)., com cincer
de mama (BERGER et al.. {989): com carcinoma ¢ adenoma de colon &
reto (HEIM et al.. 19853 SHABTAI et al.. 128%5: LARAL DE VINUESA et
al., 1988a)s com micloma mhltiplo (RANNI et al.. i987) & com outros
tumovres sblidos (SUCIU, 19845 KOPF et al.. 41989). Contudo. muitas
outras investigagdes nfo evidenciaram a mesma relagio. tais como a
de KIVI & MIKELSAAR (4980) em carcinoma de ovdrio e mama, AGUILAR et
al. (1981) em carcinoma de estOmagos colons mama & Otevo. BERGER et
al. (i983) em sarcoma de tecidos moless as de SAMPAID (41983, 1989) e
SCHULZE et al. (1984) em algumas doengas hematoldgicas malignas e
pré-malignass e as de KRISTOFFERSON et al. (4985) em linfoma n#o
Hodgkin.

0 assunto. como pode ser deduzidos & polémico e exiae

certamente mais dados parva que sejam feitas conclushes.

I1.7. Dbhjetivos

Com base nas consideragoes citadas, fica evidente = im-

portdancia tanto da pesquisa de abervagdes cromossdmicas espectlicas

na célula neopldsicas principalmente em tumores sdlidos onde os
conhecimentos sdo mais restritos, quanto da investigagcfio de =@anoma-
lias e heteromorfismos cromossdmicos constitucionais e adquiridos em
seus portadores. Além dissos parece promissor o estudo de pacientes
Jovens que. se predispostos a neoplasias, podem nfio sobreviver atd a
idade adulta.
Assims. o presente trabalho teve como objietivos:

1) Investigar a ocorvéncia de alteraghHes & hetevomorfismos cromossd-

micos constitucionais em linfdcitos normais do sangue periférico




de pacientes Jovens portadores de lesdPes benignas ou malignas.

atravbts de tékcnicas de bandamento cromossdmico.

Avaliar a instabilidade cromossdmica atravis da anblise de e
hras e falhas cromossdmicas ¢ cromatidicas em células normais

desses pacientes.

Fesquisar a ocorrvéncia de aberragdes cromossdmicas clonais ¢ ndo

clonais nas células neopldesicas dos individuos.
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II. MATERIAL E METODOS

II.1. Material

Foram estudadas citogeneticamente amostvras de linfdcitos
e/ou de tecido neoplisico provenientes de 29 individuos. trés deles
com leucemia. trés com linfomaa {4 com tumores shlidos benignos
nove com tumores sblidos malignoszs. Com excegbo de dois casos. o
material foi obtido anteviormente ao tratamento quimio & radiotera-
pico e foi encaminhado povr diferentes servigos do Hospital de Base
da Faculdade Regional de Medicina de Sio0 Josk do Rio Preto e por
clinicas particulares dessa cidade.

De pacientes, 16 do sexo feminino e 12 do sexo masculino.
eram caucasbides e tinham idades variando de quatro meses a 24 anos.
e cada um deles foram colhidos dados sobre ocorréncia de outros

casns de neoplasias na familias evolugio clinica da doenga. ativida-

des profissionais exercidas & possivel exposicio a agentes thxicos.

além de outras informagdes que constam no Sftem VIII.LZ2..
A& Tabela S contém os dados relativos ao tipo de  lesio.
sen comportamentos. s benigno ouw malignos. € sexo & idade dos 29

pacientes na época do estudo.

II.2. Mktodos

Os meios de cultura & solugdes utilizados para linfdcitos
e blastos do sangue periférico & para tecido sdlidos estfio detalha-

dos no fitem VIII.
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Tabela 5. Caracterizagao da casufstica quanto zo tipo e comportamento da lesio. sexo
e idade dos pacientes (H: masculinot F: femininos a: anos: m: meses: Be:

benignoi Wa: maligno).

St sttt it e e e e e e e e e e e e e e e

Idade

lipoma

leucemia linfocitica aguda (L2)

nevo melanocftico dérmico

nevo melanoc{tico dérmico

linfoma histiocistico difuso

csarcoma de Ewing

carcinoma basocelular

tricoepitelioma

linfoma linfocitico difuso bem diferenciado
nevo azul variante celular

leucemia mielbide aguda

adenocarcinoma de supra renal
hepatoblastoma bem diferenciado
adenocarcinoma gdstrico moderadamente diferenciado
bdcio coldide multinodular

linfangioma cavernoso

leucemia linfocitica aguda (L{)
adenocarcinoma de supra renal

nevo melanocitico dérmico

cisto primordial (maxilar)

linfoepitelioma

hemangioma capilar subcutdneo

queldide

cicatriz hipertrdfica

fibromatose plantar

linfoma linfocitico difuso pouco diferenciado
teratoma maduro

hemangioma cavernoso

= Tm X =T DT x M M M T MM =T X M X T X M "M T R =" MM M I TMm M

tumor de Wilms trifdsico cldssico :
4ttt 31ttt -t 1t ittt t ittt i ittt tttir ittt i1t -t i3

# Designacio dos tumores segundo resultados de exames hematolbgicos ou histopatolbgi-

cCOs.
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IT.2.4. Linthcitos & blastos do =sangue periférico

Foram cultivados linfdcitos do sangue periférico dos
pacientes, segundo a técnica descrita por MOORHEAD et al. (192460},
com modificagdes.

Em cada frasco de cultivo forvam adicionados aproximadsa-
mente 2.5ml de sangues  442ml de meio de cultura RPFMI 0 14642 suple-
mentado com 20% d soro sanguineo humano do tipo AR e 0:2ml de fTito-
hemaglutinina (FPHA). fornecida pelo Departamento de Gendtica da
Faculdade de Medicina de Ribeivio Preto (USF).

Para cada paciente foram montados trés ou quatvo frascos
dee cultivo. Para aqueles com diagnbstico de leucemia foram montados
dois ou trés frascos adicionais que nio receheram PHA e  servivam
para =a anilise dos blastos perviféricoss ou sejas. as células da
linhagem maligna.

Apds a semeaduras @as culturas foram transferidas para

4]
estufa bacteriolbgica onde permanecevam a 27 C por 7@ ou 24-48
horass dependendo de sevem destinadas & andlise de linfdcitos ou de

hlastos pevifericos.: respectivamente. Apbs esse peviodos. foi adicio-

nada colquicina em concentragio Final de 4.@ x 1@ M por cerca de 320

minutos &. em seguidas realizada a hipotonizagdo do material com
solugBo de KC1 @.@75 M. A fixagho foi feita com metanol: &Gcido
acktico (2:11) em trés etapas de 20, (¢ & cinco minutos. alternadas
com =a troca de fixador apds centyifugaedes a 10008 vypm por oito
minutos. A suspensido celular foi goteijiada em ld&minas geladas e
dmidass que foram secas ao ar. Apds um perfodo ndo superiov =
o
horas: as laminas foram incubadas em estufa a 85-920 C por

minutos.




i

Algumas 13minas foram submetidas 5 tkcnica de colorvasio

usual. PFara tanto. Fovam previamente hidrolisadas em solugio salina

L]
duas wvezes concentrada (2 x SSC) a 6@ C por cinco minutos & lavadas

rapidamente em dgua desionizada gelada € em dgua destilada corrente
por 1® minutos. Fosteriormentes fToram submetidas a um  banho de
solugio tampBo SHrensens pH 448, coradas por ceveca de quatro minutos
com solugdo de Giemsa 2% e lavadas em dgua destilada.

As demais 18minas Toram utilizadas para bandamento G e C.
Fara bandamento G. desenvolvido segundo GROUCHY & TURLEAU (i977) com
modificagdes, o material foi imerso sequencialmente em solugio de
Rlconl metilico 52% e Agua destilada por dois minutos cadas. @ em
tampio S8rensens pH 6:8: por no minimo 32 minutos. Logo apds. foi
tratado com solugfio de tripsina 0.2%. por um tempo varidvel de um =
20 segundos. Em seguidas. o material foi imerso em solugdo salina de
FEES por dois minutoss corado com solugho de Giemsa 2% por tres
minutos & lavado em Ahgua destilada.

0 bandamento ©C seguiu a técnica de SUMNER (4972) com
modificaghes. 0 material foi colocado em HC1 @2 N por 495 minutos e
lavado em dgua destilada gelada. PFPosteriomentes foi tratado com

o

solug@o de hidrbxido de bhrio 5% a 37 C. por tempo varibdvel de trés
a 3¢ minutos. com hgua destilada, e com dois banhos de solugio
salina 2 x 85C a temperatura ambiente por 1@ minutos @ a2 4 C  por
60 minutos. As l1dminas foram. entdo. lavadas em daua destilada
gelada, desidratadas durante cinco minutos em dlcool 70% & em dlcool
0% . sendo finalmente coradas com solugio de Giemsa 2X.

Fara =2 pesquisa de quebras & falhas cromossdOmicas &

linfbecitos de sangue periférico foram analisadas 109 methfases em

coloragio wuwsual. Para caracterizagio do caribtipo foram analisadas




pelo menos 20 methfases em bandamento G = 1@ em bandamento C.  sendo
ques dessas Wltimas. pelo menos cinco foram fotografadas.

Todas =as cédlulas em divisfo provenientes de frascos sem
estimulador mitdtico foram considevradas como pertencentes & linhagem
maligna. QNevido ao curto periodo de cultura. as alteragles observa-

das em duas ou mais células, independente de serem ou ndo da mesma

réplicas, foram consideradas clonais e indicativas de padrdio seme-

lhante in wvivo (MORGAN & HECHT, 1985:% MICHALOVA et al.. 1990).

A identificag9o ¢ classificagio doszs eventos citogenkticos
foi realizada de acovdo com a Paris Conference (1971, £975). IGCN de
19278y de 1985 e a de 199i. Especificamente. =a classificagio dos
hetevomoy fiesmos Foi realizada segundo PATIL & LUBS (4977, &  se
baseou na medida do comprimento das bandas C dos cromossomos 1. e
{46 compavradas com o tamanho do brago curto do cromossomo {46,

Fara comparar as frequéncias observadas e esperadas de
quebras e falhas cromossdmicas em linfdcitos de pacientes com lesdes
malignas e bhenignas. assim como para testar a homogeneidade das
distvribuigbes desses parvimetros entre os casos estudados. Foi ubtili-

2
zado o teste estatlistico do qui-quadrado (X ), sendo fixado em 1% o
nivel de significincia (SOKAL & ROHLF. £949). As frequéncias
espevadas Foram calculadas com base nos dados de LURS et al. (FPARIS

CONFERENCE . 1971).

II.2.2. Tecidos neopldsicos sdlidos

0 estudo citogendtico dos neoplasmas sdlidos foi realiza-
do apds cultura das cédlulas obtidas de amostras do tecido ftumoral.

sggundo técnica proposta por LIMON et al. (1984). com modificagdes.




Colheita

3
fAs amostrass com cevca de @45 a 1.9 cm » Foram colhidas

assepticamente & transferidas para um recipiente estéril devidamente
etiquetado contendo solugho de Hanks com antibibticos. 0 material
foi levado ao laboratbrio. acompanhado de informagdes gevais sobhre o

0
pacientes e Ffoi mantido 3 temperatura ambiente ou a 5 C por  um

periodo n&o superior a 24 horas entve a colheita & o seu processa-

mentos & fim de assegurar a viabilidade do mesmo.

Assepsia & descontaminagio

Todas =as amostras foram manipuladas em camara de fluxo
laminayr vertical ou hovizontal. previamente limpa com solugBo germi-
cida e Alcool 70%. Com o ohjetivo de eliminav possiveis contatina-

introduzidas por ocasiio da colheita & trvansportes o matevial
transferido para uma placa de Petri e lavado em tvés banhos

consecutivos de solugfo de Hanks com antibibticos & fungicida.

Desagregasio

0 tecido. colocado em uma placa de Fetri contendo algumas
gotas de meio de cultuwra Ham F-1@. foi cortado em pequenos Fragmen-
3
tos de 1-2 com auxilio de uma tesoura ou bisturi e de uma
pinga. O material foi:s entidos:s transferido para um frasco pldastico
descartdvel com @.:5 ml de colagenase € 4.9 ml de meio completo e
0
incubado a 37 C por 24 a 72 horass dependendo do tipo tumoral. para

desagregasio enzimlitica. Espbcimes maiores vecebevam 1-2 ml de cola-

genase ¢ 9-18 ml de meio completo.




Cultivo celular

apds a agdo da colagenases a suspensdo celular obtida foi

pipetada vdrias vezes para melhor separagio das cédlulazs e. em segui-

da: centrifugada durante cinco minutos a 100@ vpm. 0 sedimento foi
lavado em %5-i2ml de meio de cultura e distribuldo em tr&s  Frascos
plasticos descarthveis de 25 ml (Descarplast ou Costar) com 3.5 ml
de meio de cultura suplementado com 10-20% de sovo fetal bovino.
fu}
Apds 24 horas de incubagfo a 37 C: o meio contendo material necrdti-
co foi retirado e substitufdo. Para avaliagio da atividade mitdtica.
os Trascos foram examinados diariamente em microscdpio invertido e o
meio de cultura foi trocado a cada 4-5 dias. dependendo do cresci-
mento celular observado. Nos casos em que esse crescimento ndo foi
satisfatbrio. o meio utilizado a partir do sktimo dia de cultiveo foi
enriquecido  com apenas 9% de soro fetal bovino. concentragho essa
inferior as concentragdes utilizadas nos primeivos dias. Esse proce-
dimento permitiu =z selegdo de cédlulas malignas em detvimento das
normaiss gevalmente predominantes apds uma semana de cultivo e
sensiveis A auséncia de soro (CHEN & SHAW., {9433 MIYAMOTO et al..

1988).

RBloqueios hipotonizagio. fixzagio e coloragio

As culturas que mostravam ndmero suficiente de metdfaces
foram bloqueadas com 3 adigho de 5@ ul de colcemide (concentragio
final de 0.02ug9/ml) por uma a trés horas. Apbs csse periodos o meio
de cultivo foi substitulido por 8 ml de solugBo hipotdnica de citrato

de sbdio 1i¥ pré-aquecida ¢ o material Ffoi reincubado por trinta




minutos. As cklulas ques apbs esse tratamentos ainda pevrmaneciam
aderidas ao frasco foram destacadas com o auxilio de um raspador
("scrapper”) & a suspensio obtida Foi centrifugada por cinco minutos
a 1000 rpm. Em seguidas o material foi fixado com solugdo de meta-
nol: acido acktico (324) em trés etapas de 20, 12 & cinco minutos.
alternadas com a tvroca de fixador apbs centrifugagdes a 100@ vpm por
seis minutos. A suspensio celular foi gotejada em l8minas geladas e
)
midas que Fforam flambadas. incubadas em estufa a 85"?@cﬁ por 2@
minutos e posteriormente submetidas & técnica de bandamento G.
Quando necessdrio, as laminas foram também submetidas &
técnica de bandamento Ag-NORs segundo HOWELL & RLACK (4980). para
coloragio das regides organizadoras do nucléolo. Para isso. Toram
pipetadass nas laminas. =a solugdo reveladora € a solugfo aquosa de
nitrato de prata. Essas foram cobertas com laminulas.: incubadas por
(o}

tréds a 19 minutos a 55-40 C. lavadas em dgua covrente e« rposte-

riormentes covadas com solugdo de Giemsa a 2% por cinco minutos.

Anfhlise cromossbmica

A andlise cromossémica foi realizada em microscdpio dpti-
co marca Carl Zeiss JENA: modelo JENAVAL e os eventos citogendticos
fotografados em microscbpio Carl Zeiss DBERKOCHEM. standard Wl. com
filme Kodak Panatomic X. 32 ASA. As cdpias fTotogrdficas foram feitas
em papel Kodabrome Print RC F3 ou Kodabromide F3.

Foi estudado o maior ndmero possivel de metdfases de cada

uma das rvéplicas cultivadas. & andlise foi considerada total quando

permitiu a identificagio de todos os cromossomos da cédlula, & par-

cial quando pelo menos sete pares cromossomicos puderam  ser




identificados. Em algumas methfases shb foi possivel a contagem exata
ou  aproximada dos cromossomos e/ou a exclusio ow confivmagio de
alguma abervagho que estava sendo investigada. A& anhlise deste tipo
foi denominada simples. A investigagBo em coloragfo usual sb  foi
realizada em methfases cujos cromossomos. aphs o tratamento  com
tripsinas n3o apresentaram bandas.

A identificagdo ¢ classificagio dos eventos citogendticos
seguiram os critérios gerais utilizados para andlise dos linfdcitos.
Foi considerada clonal a alteragdo estrutural ou hiperdiploidia
obsevrvada em duas ou mais células oviundas de véplicas diferentes da
meema cultura. Em relagio as hipodiploidias:. =& clonalidade sd foi
considerada quando a anomalia estava presente em tvés células de

duas ou mais réEplicas  da cultura. & poliploidia = 3,

endorreduplicagio. mesmo obedecendo a esses critérios. ndo  Toram

consideradas anomalias clonais (MITELMAN, 19853 HMERTENS et al..

i98%a5 SANDBERG. 1972).
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IITI. RESULTADOS

Foram cultivadas amostras de linfdcitos de 39 individuos
¢ tecido neoplisico benigno & maligno de 43. mas em 4 deles (seis
portadores de leucemias € oito de tumoves sdlidos) tais amostras
sofreram contaminagio ou ndo mostrarvam crescimento celular satisfa-

tdrio. Dos 29 individuos restantes. oz linfdcitos de PS5 e o tecido

neopldsico de 19 deles foram analisados citogeneticamente. Fortanto.

o cultivo de 36% (14/39) das cédlulas normais € de S56% (RPA/A43) das
neopldsicas resultaram em insucesso. No primeiro arupo. @ causa do
insucesso foi a qualidade ou ndmero insuficiente de metdfases ohti-
das. No segundos =a principal causa foi a auséncia de crescimento
(17/42), seguida da contaminagio da cultura (7/43). que na maioria
dos casos (&/7) foi observada. em microschpio invertidos. durante a
desagregagio enzimhtica.

Em relagio aos linfdcitos, as culturas dos casos 608, 453,
4214 e 7046 ndo pudevam ser repetidos porque os pacientes apds =
colheita do material. Toram encaminhados para radio ou quimiotervapia
ou s recusaram a novos testes. Em dez casos (697, 708. 724, 799,

874, 8P9, 843, 851 e 858), as células tumorais ndo cresceram in
vitro ¢ apenas 03 resultados citogenkticos obtidos a partiv de
linfdcitos foram considerados.

A Tabela é& apresenta oz dados velativos ao tipo celular
estudado em cada caso. 0 nlbmero de methfases analisadas apbhs cultura
de linfbcitos e do tecido neoplisico de cada individuo esth apresen-
tado na Tabela 7.

Nenhum dos pacientes apresentou histdvia familial de

neoplasia ou de exposigio cronica a agentes thxicos. salvo O CAaso




Tabela 6. Resultados relativos ao

cada caso (Ma: malignos

tipo celular estudado em

i Be: benignos).

Linthcitos

A
+
.i.
e
.iA
4
-+
.*.
-+

+ 4+ FFEE o+

+

+ & +

Total

2 3 4 5 6 i llr1(355F)

Tecido neopldsico

N&o sdlido
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Tabela 7. Numero de methfases analisadas em cada caso. apbs culturs
de linfdcitos ou de células do tecido neopldsico (Ha:
malignosi Bet benignosi 6% bandamento 6§ C: bandamento C3
u: coloragiao usuals T: andlise total em bandamento G: P!
andlise parcial em bandamento G: S: andlise simples).

Linfdcitos Células do tecido neopldsico

100
i00
10
100
ioo
ieo
i
i20
100
190
io0
Rl

2359 2.490 3.144




74¢ que eva fumante (cevea de 20 cigarvros por dia). Doze pacientes
(704 . 704, 708, 724, 728, 799. OB2?. 040, 0590, 048, 220 & 2468) Toram
submetidos a raio X para investigagBo diagnbstica antes do estudo
citogenktico e dois (799 e 823) fTizevam uso de antibibticos nesse
mesmo peviodo. Exceto oz pacientes 4532 ¢ 2843, que Fforam estudsados
apds um intervalo de dois anos € um més do tratamento quimio/radio-
terdpico e apds P@ dias do infcio do tratamento vadioterdpico.
respectivamente, o0s demais fToram investigados anteriormente a essas
terapias.

A andlise dos linfdcitos submetidos ao bandamento G ndo
revelou alteragdes cromossomicas constitucionais em qualquer dos
individuos da amostyra. Contudos, =@ andlise em bandamento C detectou
variantes heteromdrficas nos casos 6946 697 e 851i. 0Os dois primei-
ros apresentaram inversdo parcial do cromossomo 9 e caridtipo
A6 XY inw(2)(pidiqi2.4):. enquanto o caso 8954 mostrou aumento da re-
gidn fgh (Figuva fa-F). 0O primeivo & o Ultimo eram portadores de

tumores benignos de pele ¢ 0 segundo de lintoma.

II1.i. Andlise de quebras e falhas cromossdomicas e cromatidicas

A Tabela 8 apresenta a frequéncia de metdfases com  que-

hras e falhas cromossomicas & cromatidicas entre (02 lintheoitos

estudados em coloragio usuals numa amostra de 24 individuos. Pode

ser ohservado que nove deles exibivam Frequéncia de methfases com
anomalias superior a 5%: em especial os casos 724 & 728 cujas fre-
quéncias Toram 42% e 39%. respectivamente. Com excegio dos pacientes

4946 e 799, oz outros sete eram portadores de neoplasias malignas.




parciais de linthoitos exibindo a inversio par-

Figura i. Methlfases
cial da regifo hetevocromdtica do cromossomo 9 nos  CAs0S
696 (ash) e 697 (ca.d)s & o aumento dessa regido no caso

851 (e.f).




Tabela 8. Frequéncia percentual de metifases de
linfdcitos com quebras e falhas cro-
mossomicas e cromatidicas em P4 casos
(Ma: malignos: Be: benianos).

701
704
708
4y I
724
728
7AQ
2823
8r4
258

P48

&P 6
714
748
739
BR2
340
247
851
BE4
857
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A distribuigio das quebras ¢ falhas ao longo dos byragos
curto & longo & na vegifo centvombvicas por cromossomo  OuW grups
cromossomico para cada individuo. pode ser observada na Tabela 9. Em
alguns segmentos cromossomicos esses eventos fToram encontrados em
frequéncias iguais ou superiores a 3% em dez pacientes. dois
quais com lesoes benignas (696 & 799) ¢ oito com neoplasmas malignos
(697, 704, 708, 74i5. 724, 728, 823 e B858). Contudo: na maioria
delese as anomalias Ao ocorviam nas mesma regides do  brago
cromossomico afetados. com excecdn dos casos 724 & 823, No primeivos
as quebras e falhas wvistas no brago longo do cromossomo 2 Fforam mais
Ffrequentes na regifo proximal (4/74@2) que nas regides mediana  (2/7410)
e terminal (2/42),  enquanto no segmento Bag.  entre oz 146 eventos
observados. doze eram terminais € quatro eram medianos. No caso 823.

as anomalias detectadas em Cq Fforam mais Frequentes na  regifo

proximal (8/9) que na regiio mediana (1792, & a movfologia dos

cromossomos envolvidos eva diferente.

fs amostvas dos pacientes 724 e 728 foram as que exibiram
maior nlmevo de quebras e falhas cromossdmicas. 0s  linfhcitos de
amhos Fforam cultivados como os dos demais casos e com dex dias  de
intervalo entre as duas culturas. A Tabela 10 mostra que =@
distribuigio das alteragbdes nos diferentes grupos cromossomicos
desses dois individuos diferem significativamente das frequéncias
espevadas com base nos dados de LUBS et al. (PARIS CONFERERNCE.
1274y no nivel de 1% de significincia. Em ambos oz pacientes. o0s
cromossomos do  grupo B mostraram anomalias em uma  frequiéncia
bastante superior ao esperado. a0 contririo dos grupos E« F & G com
valores inferiores ao espervado.

A Tabela 11 apresenta a distribuicio das guebras e falhas




Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias de quebras e fzlhas ao longo dos bragos curto (), longo (§) e na regido centromé-

rica (c) dos cromossomos ou grupo cromossomico observadas na andlise de linfdcitos de 24 pacientes (Ma: mwalig-

noc; Be: benignos).

Caso Total
de
Eventos ptq ¢

K&y’ 7
700 @
784 15
708 i3
745 {2
724 77
728 69
740 4
823 18
824 ¢
858 13
98 S

Be 696
714
748
799
829
840
847
854
856
857
848
729

de T MY 5 M) e 2 py O L LA -
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Tabela 19.

Comparagan

cromossomicas

relagin

Distri-
huigin A

Tamanho
relativo

do lote 2Nk

# Com base nos

5

2476

6

das

&

a0

7

Frequéncias relativas de quebras & Falhas
cromatidicas observadas (@) e esperadas (E)
tamanho dos cromossomos metafhsicos. nos

2
(teste do qui-quadrado X o #%: P{(Q,.041),

&9 30,02n%n

dados de LUBS et al. (FARIS CONFERENCE. {971).
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Tabela 11.

Comparasio das Frequineias relativas de quebras e Falhas

cromossomicas € cromatidicas observadas () e espevadas (E)
em relagBo ao tamanho dos cromossomos metafhsicoss: nos casos
de lesdes malignas (MAa) & benignas (Be) (teste do qui-quadya-

2
do X , = P{0,01).

18:42 15,468 R8.43 87,73 24,70 44,466

3 /s
4,08 3,48 6,30 19,446 5,48 10,90

16.04 13,4466 24,76 76,42 21,52

Com hase nos dados de LUBS et al. (FARIS CONFERENCE.: 19741).
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cromossomicas  observadas nos {2 pacientes portadores de neoplasias
malignas € nos 12 portadores de lesdes benignas € a das casualmente
esperadas com base nos dados de LURS et al. (FARIS CONFERENCE .
{974). No primeiro grupos alkm de uma frequéncia muito maior desses
eventoss a distribuigio dos mesmos diferiu significativamente da

2

espevada (Ma: X =43.,70: &6 g.1.3 P{0.01): mesmo quando os casos 724 €

H

g

728 ndo Toram considerados (X =P7.523 & g.l1.3 P{2.04i), o que ndo
2

ocorreu  com o segundo grupo (Ber X = 7.4%9% & g.l.i PL2.24i). D=e
maneira gevals os cromossomos dos grupos Es. F & G vevelaram quebras
menos  frequentemente  que o esperados  enquanto  os  demais  grupos
tiveram mais anomalias que o esperado. em especial os grupos B e C.

Em relagio 30 estudo de c&lulas tumorais realizado no
presente trabalhos entre as 49 amostras de lesdes malignas. incluin-
do leucemias e linfomass e as i4 de lesdes benignas. Apenas 19
amostvas puderam sev analisadas citogeneticamente. em fungio
contaminagdes ou auséncia de crescimento celulars. sendo oito
neoplasias malignas ¢ 1i de benignas.

A frequéncia de células polipldides detectadas entre os
tumores sdlidos variou de zero a &60%s com média de 16%, e =w de
endorreduplicagdo variou de zevo a i9%, com média de 2%. 0Os casos
608, 968, 840 ¢ 857 foram os que mostraram maior frequéncia de
poliploidia (4@%. 4@%s: 34¥ e 22%. respectivamente). enquanto  os
casos 4608 e 868 apresentaram maior ndmevo de células com endorredu-
plicagdo (i9% e &6%). A amostva 847 nio exibiu metdfases com essas
alteragies. & frequéncia média de poliploidia e endorreduplicacfo em
lesdes malignas foi de 12% e 2% & em lesdes henignas de 16% ¢ 3%,

respectivamente.




Na tentativa de relacionar os dados obtidos. : CASOE

foram reunidos em trés grupos: tumores mesenquimaiss tumores epite-

liais e tumores Tormados por mais de um tipo ¢ lular ouw de origem
incerta. As caracteristicas clinicas e citogenkticas de cada caso
serio descritas a seguirs essas Ultimas resumidas na Tabela (2.
apresenta os achados cariotipicos de todos os pacientes. com e

do caso 948 que seri detalhado separadamente. As designagbes de

Be apbs o nbmevro do caso se veferem a neoplasma maligno & benignos

respectivamente.

III.2. Tumores mesenquiwais

fi. Tecido hematopodtico

Caso 4853 Wa — Leucemia linfocitica aguda (L2)

-

Em maio de 1984, a paciente foi diagnosticada L2 e apre-
sentava sinais tipicos de sua doenga. Foi iniciadas na épocas =
quimioterapia e @ paciente mostrou remissfo completa da doenga mMasa
seguidos alguns meses. desenvolvew miclopatia tbxica pbs-quimioteva-
pia. 0O tratamento foi suspenso temporarviamente € aphs novos refor-
g§0ss aplicados atk setembro de 19864 apresentou quadro clinico
completamente assintomitico. Em outubro de 4988, ou seja, depois de
dois anos & um més. @A paciente. com 16 anos de idades vetornou com
queixa de manchas vochas nos membros. fraqueza ¢ broncopneumonia.
Foi entio colhido sangue para andlise citogenética. Em seguida.
recebeu quimioterapia mas evoluiu parvra pavada cardiovrespivatbrias
indo a bbito no mesmo mEs.

0 material obtido que foi cultivado por 72 hovas com FPHA




ndo mostrou condigdes de anilises. enquanto aquele cultivado por 24

horas e sem adigio de mitogénicos resultou em 23 metd fases. lessas.

sete foram totalmente e sete parcialmente analisadas em bandamento G
e nove foram analisadas em colovagfo usual. Todas as cklulas apre-
sentaram um rearrvanjo complexo envolvendo os cromossomos 4. 7 & 14,
A qualidade do material nfo permitiu o completo esclarecimento do
evento & foi sugerida a seguinte fodrmula cariotipicar 46.XX.t(4537:144)
(Aqter-24q2i::144iqi3-2iipteri7aqter-7 i t4pid-ddpteridiiqter-2iiqidiiaqad

422 7pPR-Y7pterv) (Figura 2 & 3). Nenhuma cklula exibiu poliploi-

dias endorveduplicac8o ou outvra alteragio numErica ou estrutural.

Caso 497 Ma —~ Linfoma histioclistico difuso

Cerca de cinco meses antes do diagnbsticos. a pacientes
com trés anos de idade. apresentou dor ¢ aumento de volume da regifio
inferior do abdome. Ffebye & vOomitos. Uma parte do material. retirvada
na ressecgio do tumors Toi cultivada mas ndo apresentou crescimento
in vitro. A andlise cariotipica dos linfdcitos do sangue periférico
revelou inversdo parcial da heterocromatina constitutiva do cromos-—
somo ?s apds bandamento C (Figura ic.d): e frequéncia de metdfases
com quebras e falhas cromossdmicas e cromatidicas igual a 5%.

A paciente, que nao havia sido exposta & raio X ou inge-
rido medicamentos na época do estudo foi, entdo. submetida a trata-

mento quimioterdpico e apresentou boa evolugio.
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Figura 2. Cariogramas parvciais de blastos do caso 453 ilustyrando o
rearranjo complexo involvendo os cromossomos 4. 7 e 44. 0=
cromossomos homblogos normais estBo apresentados 3 esquer

da.
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der(4) der(7)

Figura 3.

Representacio esquemhtica dos cromossomos 4. 7 & ii normais
¢ alterados do caso 653. com caridtipo sugerido como?®
A6 XXt (453754 8) (Aqgter-24q2i224iiqid3-diipteriZaqter-)Ti2d4pi4-)
Apteviiiqter-214q9i3::14q24-24pi4:17plR2-Y7pter).
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Caso 708 Ma ~ Linfoma linfocitico difuso bem diferenciado

A paciente: de 1@ anos de idades manifestou pequenas
tumoragdes localizadas atrds das orvelhas. que dofam & palpagio e
inchavam. Foi feita a exérese de gdnglios cervicais e uma parte do
matevial foi enviada ao laboratdrio para cultivo mas as células nio
crescevam in vitro. A andlise dos linfdcitos do sangue periférico.
que foram colhidos um dia apds a realizagfo de raio X de tdédrax,
revelou caridtipo normal € 13% de quebras e falhas cromossdmicas e

cromatidicas.

Caso 715 HWa — Leucemia wmieldbide aguda

A leucemia da paciente foi diagnosticada em maio de 1989,
quando ela tinha sete anos de idade. dépoca em que foi realizado o
estudo citogenktico. Sua histbria consistia de sangvamento gengivala
fadiga, fraqueza. anemias; génglios palpdveis e manchas rochas pelo
corpos sintomas esses que se iniciaram cerca de um més antes do

primeivo exame clinico. fi pacientea que nao havia sido exposta 5

rain X ou  ingerido drogas na Epoca do diagnbstico & dos  exames

laboratoriais. recebeuw tratamento quimioteripicos. mas sua evolugio
nao foi satisfathria e desenvolveu guadvo de aplasia pulmonary  com
bhito em junho do mesmo ano.

Uma amostra do sangue periférico foi cultivada em duas e
trés véplicas. respectivamente por 72 e 48 hovas. com ¢ sem adigio
de PHA. Nas culturas sem estimulo mitog@énicos. foram observadas

apenas 1?2 metbhfasesy uma delas com endorreduplicagfo. Foi realizads

anhlise total em oito. parcial em quatvo. wusual em seis methfascs e




simples em uma. que exibivam carvibtipo 45.XX.-8.~L{5atmar« com @xce-
£30 de uma cklula que n3o apresentou a monossomia 15, Embora =
qualidade do material analisado nfo tenha permitido a caracterizagio
completa do marcadors ele provavelmente derivou de um cromossomo 8
com deficigncia inteveticial do seuw brago longo (Figura 4).

Nas réplicas que receberam PHA.,  12% das cklulas apresen-

taram quebras e falhas cromossdbmicas & cvomatidicas.

Caso 823 Ma ~ Leucemia linfocitica aguda (L.1)

D paciente. de um ano de idade. Foi encaminhado 3o mEédico

com queixa de manchas arvoxeadas pelo covpos. diarvvéia e febres. albkm

de edema nos membros inferiores e desmaios, sintomas esses

dois meses antes da consulta. Foi colhida uma amostra de sangue.

durante uso de antibibticos. para realizagio de estudo citogenktico.
0z linfoblastos periféricos nfo apresentaram crescimento

em culturas de 48 horas e sb foil possivel a anhlise dos linftbocitos.

que  mostraram caribtipo normal e quebvras e falhas cromossomicas @

cromatidicas em i2% deles.

Caso 858 Ma - Linfoma linfocitico difuso pouco diferenciado

0 paciente. com quatro anos de idade. apresentouw  uma
massa abdominal com 1% dias de evolugio. Uma parte do matervial Foi
cultivada & ndo mostrou crescimento in vitre. A anhlise citogenktica

dos linftbcitos do sangue peviféricos. colhidos cinco dias apbs vadio-




Figura 4. Cariogramas parciais de blastos do caso 71i5. mostvando =
monossomia dos cromossomos 8 e 15 € o cromossomo marvcador.
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grafia torixica e abdominal, mostrou caribtipo normal e 12% das

cklulas com quebras & falhas cromossbmicas & cromatidicas.

B. Tecido conjuntivo & derivados

Caso 408 Be — Lipoma

A& paciente, de seis anos de idade. manifestava uma massa
abhdominal com quatvro anos de evolugio. 0O material foi cultivado em
trés véplicas ¢ mostrou crescimento celular nas primeivas 24 horas.
Fermaneceu em cultivo por 42 dias e sofreu bloqueio da divisdo
celular com adig8o de colcemide por uma horas ohedecendo os protoco-
los rotineiramente utilizados no laboratdrio. Todas as 32 metdfases
ohtidas. entretanto. apresentaram cromossomos com aspecto “pulveri-
zado” (Tabela 423 Figwra 5). Dlessas. 19 puderam sev identificadas
como polilplbhides e seis exibirvam endorveduplicagio. NAo hohve cres-
cimento dos linfhbcitos. cultivados na mesma Epoca das chlulas
tumor. & a Ffamilia nBo permitiu a realizagio de um novo exams. A
crianga ndo havia sido exposta a drogas ou a vaio X 2 nfo desenvol-

veu doengas nas semanas que antecederam o estudo citogenktico.

Caso B57 Be — Fibrowatose plantar

0D pacientes de 14 anos. era epilédptico desde os trés
meses de  idade & manifestava rvetardo mental. HA mais de uwum ano
apresentava  queixa de nodulagio dolorvrosa na regifo plantar esquerda

que  crescia progressivamentes.  Parte da lesBo Foi cultivada por 14




Tabela 12. Aberragoes cromossomicas nao clonaiss  excluidas as pol1plu1d1as [

endorreduplicagoes sem outras alteraﬁoes, total de metd faseg ana-

lizadas (ME) e periodo de cultivo em dias (PC) nos tumores sdlidos

estudadoﬁg exceto o caso 968. Com zxceaao do caso 608, cada fdrmu-
[}

la cariotipica corresponde a uma cE&lula estudada (Ma: malignoi Be:
benigno).

Tecido conjuntivo e derivados

608 Be

857 Be

32 pvz(v)

44 46+XY 122p+
45, XY - 18
45, %Y
91,xx?v,—19

Tecido endotelial

847 Be

67 46 XX,"7!+mar
455 X, +?mar
46, X4+

i70 q23)X2y=8.-84-7,-19

ter)s-1i2stmar

TUHORES EPITELIAIS

Pele
691 Be

)(p365934)

Aqno- o~ 0~

3—$0,-21
X p 181“21

.b-b.bh.b-ha::l.n..h-_b.b.h.n._b.u

WW bbb

4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17
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Tabela 42. (continuacio).

Glandula
728 M=z

5

46 XX« 4q+

46 XX i3q+
6,XX,Dq+
46,XX Gq+

47 s XX s +mar

45, XX ~7.
QJ,XX “13
44,XX +Cp E,_F

44, XX ~14,-22
433XX9_4,“159—19

45,XY,-185-18;+mar
A5,XY,.-114

A5, XX, -22

463 XY 3 ~Cy+mar
47;XY;+C;+D5+D;'15“95

446 XY 31T +mar
44, XY,+18,—12

4J,XY =19

4S‘XY,'C-ace,ace
4J5XY 9
45:XYs-0G
88 XXYY, Bs Cg Cl_ié

6 i

12

13

14

15

16

17

18



Tabela 12.

(continuagGgan).

92 XXXX +F iG -Cs-17

47 XXy~ s-10s+mar s +mav s tmar
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Figura 5. Methfases do caso 408 mostrando cromossomos com  aspecto
"pulverizado”.
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dias em tres réplicas que sofrevam agio da colcemide por duas hovas.
Foram analisadas 44 cklulas: 26 totalmente e seis parcialmente apbs

-

bandamento G sete  em coloragio wusual & sete fovram submetidas 3
andlise simples. Dez evam poliplbides 2 cinco mostvaram alteragt
cariotipicas diversas (Tabela {2): duas delas com monossomia 18,
linfdcitos do sangue periférico ndo revelaram alteragdes constitu-
cionais e apenas 2% continham quebras € falhas cromossdmicas

cromatidicas. 0 paciente nBo referiu radiografias ou  exposigio =@

drogas na Epoca do estudo.

C. Tecido endotelial

Caso 799 Be - Linfangioma cavernoso

D pacientes de dois anos de idade. apresentava uma tumo-
ragao na regifo submandibular diveita. Apds realizagio da ressecgio
da massa cisticas uma amostra foi cultivada em tvés réplicas, que
mostraram contaminagio por bactédvias 24 horas apds a semeadura. A
andlise dos linfdcitos do sangue periférico revelou quebras e falhas
cromossOmicas e cromatidicas em 2% deles. 0 paciente fazia wso de
antibidtico e foi submetido a raio X de pescogo cevca de 15 dias

antes da colheita do sangue para estudo citogendtico.

Caso 847 Be ~ Hemangioma capilar subcutineo

A criangas de um ano de idades eva portadora de um heman-
gioma congénito localizado na regiio temporal diveitas que apresen-

tava crescimento progressivo & sangramento peviddico apds  trauma.

Apbs exbtrese. uma parte do material foi cultivada em trgs vrEplicas




por 4f diasy que sofreram agio de colcemide por duass horas para
bloqueino das divisdes celularez. Sessentas ¢ sete methfases  Foram
analisadas, 541 totalmente & 141 parcialmente apbhs bandamento G
cinco em coloragio usual. Sete apresentaram altevagbes estruturaiszs e
numéricas que constam da Tabela 2.

0 estudo dos linfdcitos ndo revelou alteragdes cariotipi-
cas constitucionais e apenas 1% deles apresentou quebras e  Talhas
cromossomicas ¢ cromatidicas. Nio havia histbria de exposigio a raio

X nu a drogas na Epoca da investigagho citogenktics.

Caso 92¢ Be — Hemwangiowa cavernoso

A pacientes de quatro anos de idades era a dnica portado-
ra na Ffamilia da sindrvome “blus-vubbev-bhleb nevus” ou sindroms de
Beans de hevanga autossdmica dominante & caracterizada por hemangio-

mas congénitos disseminados pelo corpo. Com vinte € dois dias de

vidas foi submetida a cirurgia para retirvada de wuma lesfio na  mio

esquerdas. que mostrouw recidiva com comprometimento grave dos tecidos
adjacentes e foli retirada quatro anos depois. Uma amostra do mate-
rial foi cultivada em trés réplicass das quais uma contaminou por
bactérias. Uma réplica foi cultivada por cinco e outra por sete dias
quandos entdos foi adicionado colcemide por uma hora. Foram obtidas
170 metdfases das quais 146@ foram totalmente e quatro pavcialmente
analisadas apds bandamento G e seis foram submetidas a uma andlise
simples. Entre os achados citogendticos (Tabela 1R), foram observa-
das 19 células com poliploidia e uma com endorreduplicagdo. Oito
apresentaram alteracdes estruturais e numéricas. entvre elas. uma com

translocagio envolvendo os cromossomos 5 e 4. uma com deficiéncia do




cromossomo ¢ & outva com deficigncia do cromossomo 4 (Figurs  Sa-c).
A anhlise dos linfbeocitoss: colhidos 2@ dias apbs uma radiografia da
NET nao mostrou alteragdes cariotipicas constitucionais e 4% deles

exibivam quebras & falhas cromossomicas & cromatidicas.

IIT1.3. Tumores epiteliais

fi. Fele

Caso 691 Be - Hevo wmelanocitico dérmico

0 pacientes que tinha 14 anos de idade & nfo havia sido
submetido a raio X ou ingerido medicamentos na &Epoca. apresentava um
nevo localizado na base do naviz. com crescimento progressivo e trés
anos de evolugio. A lesio foi retivada e cultivada em tr&s réplicas
por 5 dias & submetida 3 agio de colcemide por uma hora

Foram obtidas 152 cklulas das quais 9295 foram totalmente € 15 par-

cialmente analisadas apds bandamento G:. 292 foram analisadas em

coloragio usual e 14 Toram examinadas apenas para contagem do ndmero

cromossAmico ou para detecgdo de alguma alteragio especifica. A
maioria delas possuia 446 cromossomoss 295 eram polipldides e uma
mostrou endovreduplicasgio. Entre as alteragdes estruturais e numbri-
cas detectadas em 232 cklulas:. uwms chblula exibiu a translocasio
ECi342)(p3635aq24), uma outra apresentou uma translocagio envolvendo
08 cromossomos 1 e 3. cinco evam monossomicas para o 9 e/ou 7 e duas
possuiam trissomia E associada a monossomia C (Tabela 42% Figura &
dse). Esse foi o dnico caso em que foi observado um "double minutes”

em uma das methfases.




Figura 4.
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Cariogramas parciais mostvando aberragdes cariotipicas nio
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indicam os pontos de quebras e sempre que possivel, os
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A& anilise dos linfbcitos do sangue periféErico n3eo foi
realizada porque a3 Familia nBo comparveceu 38 solicitagdes parva

colheita de material.

Caso 4696 Be — Hevo melanocitico dérmico

A pacientes de 11 anos de idades manifestava nevos pig-
mentados congénitos por todo o corpo € alguns comegaram a apresentar
prurido e crescimento progressivo. A amostra da biopsia de um deles.
localizado no tbraxs foi cultivada por 23 dias em trs réplicas e
submetida 3 agho de colcemide por duads horas. Quarenta @ nove meth-
fases Foram analisadas. 42 total e cinco parcialmente em bandamento

G e 32 em coloragfo usual. Uma célula era polipldide & oito mostra-

ram diferentes alteragies numédricas e estruturaiss duas delag com
L]
-

aumento do brago longo de um cromossomo 0 (Tabela i2). A andlise dos
linfdcitos rvevelou inversdo parcial da regifo hetevocvomdtica do
cromossomo 2. apds bandamento C (Figura 1 asb): e 1i¥% de cdédlulas com
quebras cromossomicas € cromatidicas. A crianga n&o havia sido

exposta a raio X ou medicamentos na época do estudo.

Caso 784 Ha - Carcinoma basocelular

A paciente. de 20 anos de idades eva dona de casa e
apresentava uma lesfo de pele no sulco nasogeniano 3 direita. com
cerca de treés meses de evolugio & crescimento progressivo. Foi
realizada a exErese € uma porgio do material foi cultivada por nove
dias & submetida 2 agho de colcemide por duas horas. Das £45 methfa-

zes estudadass 469 Foram totalmente & 195 parvcialmente analisadas apbs




bandamento G. 29 foram analisadsas em coloragio usual e duas foram
submetidas A anhlise simples. Com excegio de duas ctlulas poliplbi-
desy o nlhmero cromossdDmico na maioria das outras foi 44, Entre as 43
com alterages cariotipicass foram observadas uma com translocagio
t(3aor a2t saai) s uma com translocagio (10343 (qPRP3q3R) . duas com
deficiéncia del(Pq). presentes na mesma véplicas e uma com deficién-
cia del(7p)s aldm de células com marcadoress aumento do brago longo
do cromossomo i4 & monossomia P2 (Tabela 423 Figura & £-i). A& andli-~
se de lintbcitos do sangue periféricos colhido uma semana apbs
radiografia facial. revelou 1{9% deles com quebvas ¢ falhas cromosso-

micas & cromatidicas.

Caso 7@é6 Ha — Tricoepitelioma

0 pacientes de 18 anos de idade. era servente de pé’rﬁirc

e procurou o médico com queixa de lesdes papulosas por todo o rosto.
que  se iniciaram onze anos antes da consulta. A amostra de uma ds
lzsbess retirada da regifo nasogeniana esquerda foi cultivada em
trés réplicas por 43 dias e submetida a intevvupgdo da divisdo
celular pela agdo de colcemide por duas horas. Dezoito metdfases
foram analisadas, nove total e cinco parcialmente apds bandamento G.
uma em coloragdao usual & tr2s foram submetidas 3 anhlise simples.
Trgs células evam poliplbides & duas apresentaram outvras
cariotipicas (Tabela {2). A anilise dos linftbecitos nBo pode ser
realizada porque o crescimento celulay in vitro foi insatisfatbrio e
o paciente nAo respondeuw A solicitagho para realizagio de novo

EXAME o




Caso 714 Be — Hevo azul variante celular

A paciente, de {41 anos de idade e com surdo-mudez. apre-
sentava um nevo no cotovelo diveito gque havia aparecido cerca  de
dois anos antes da consulta. Apds exdrese uma parte do material foi
cultivada em trés réplicas mas apenas duas mostraram corescimento

celular ey apds P2 diass sofreram agRo de colcemide por duas horas.

Foram analisadas 44 metdfases:. 14 total e seis parcialmente apds

bandamento G & 24 em coloragio usual. Trés eram polipldides e apenas
uma metdfase apresentou alteragio cariotipica. @& monossomia do cro-
mossomo 22 (Tabela 1i2). A andlise dos linfdédcitos ndo mostrou altera-
gOes cromossdmicas constitucionais e a frequéncia de metdfases com
quebras € falhas cromossdmicas € cromatidicas foi de 4%. A paciente
ndo havia sido exposta a raio X ou a medicamentos na épo€a do

estudo.

Caso 829 Be - Hevo melanocitico dérmico

A pacientes de 14 anos de idade. apresentava manchas
pigmentadas congénitas por todo o corpos, algumas com crescimento
progressivo. Uma delas: retivrada da regifo frontal, foi cultivada em
trés réplicas que nao mostraram qualquer crescimento celular. A
andlise citogendtica dos linfdcitoss colhidos dez dias depois de um
raio X da regifo cervicals rvevelou alteragdes cariotipicas do tipo

quebras € falhas cromossomicas e crvomatidicas em 2% deles.




Caso 851 Be ~ Quelbide

A paciente, =aos 141 anos de idade, foi submetida a res-
secedo de um lipoma localizado na regifo escapular diveita. & cica-
triz apresentou crescimento progressivo. prurido & dor e foi retiva-
da um ano depois. Parte do matevial Toi cultivada em tvés réplicas.
que nao apresentaram qualquer crescimento celular. A anhlise citoge-
nktica dos linfbcocitos revelou aumento da regifo heterocrombtica do
Cromossomo T apbs handamento C (Figura 4 e.f)sx e Ffrequéncia de
apenas 2% de metifases com quebras & falhas cromossdmicas & cromati-
dicas. Nino havia histbria de exposigcio a drogas ou raio X na &poca

do estudo.

Caso 856 Be - Cicatriz hipertrbfica

Fese pacientes de nove anos de idade. apresentava retardo
mental. era fTilho de pais alcodlatras e foi adotado logo apds o
nascimento. Cinco meses antes da consulta médica sofreu uma esco-
riagho nNo  pPeEsSCcOEo que evoluiu pava cicatriz dolorosa com  cres-
cimento progressivo. Uma amostra da lesfo foi cultivada por 40 dias.
Foram analisadas 59 methfases. 18 totalmente ¢ 20 parcialmente apbs
bandamento G i1 em coloragio usual ¢ 19 Fforam analisadas apenas
para contagem de cromossomos ou para detecgfo de alguma anomalia.
Nove evam poliplbides & uma exibiu endorreduplicagio. Foram observa-
das apenas duas c&lulas com alteragio estrutural ou numbvica (Tabels
{i2). A anhlise citogenktica dos linfbcitos nBo mostrou altervagbes
cariotipicas constitucionais e 4% deles apresentavam quebras 2

lhas cromossdmicas e cromatidicas. 0 paciente ndo fez uso de medica-

mentos & nem foi exposto a raio ¥ na dpoca do estudo.




B. Glanduls

Caso 724 Ha — Adenocarcinowa de supra renal

0 pacientes. com cinco anos de idade. foi encaminhado ao
hospital com queixa de puberdade precoce e agressividade. aumento da
massa musculars pelos pubianoss penis aumentado & de uma massa
tumovral localizada no abdome vevelou adenocarcinoma de supra-renal.
Uma amostra dessa tumoragio foi cultivada em quatro réplicas e
nenhuma delas apresentou crescimento celular. A& andlise citogendtica
foi realizada apenas nos linfbcitos do sangue periférico. e 42%
deles apresentaram falhas e quehras cromossdmicas € cromatidicas. 0O
paciente havia sido exposto a raio X de abdome para investigagio

diagnbstica poucons dias antes do estudo citogenktico.

Caso 728 Ha - Hepatoblastowa bem diferenciado

0 paciente. de gquatro meses de idade. apresentava  uma
massa abdominal no flanco direito com dor 3 palpagio. Uma parte do
tumor . vetirado aphs lobectomia inferior do figado. foi cultivada em

quatyo véplicas que. apbs 6 a 14 dias. sofrevam 3 agho de colcemide

por uma hora a uma hora & trinta minutos. Foram estudadas 129 meth-

Fases, das quais 71 foram totalmente analisadas & 25 parcialmente
apds bandamento G, P4 foram examinadas em colovagfo usual & nove
foram submetidas a andlise simples. Onze células eram polipldides.
sete exibiram endorreduplicagio € em oito fToram observadas diferen-
tes alteragdes: entve elass monossomia 18 e 19. presenga de marcador

\

e trissomia 418 (Tabela iP). A andlise dos linfdcitos revelou fre-




quéncia de metifases com quebras & falhas cromossdmicas & cromatidi-
cas igual a 39¥%. 0 paciente havia feito duas radiografias de abdo-
me s respectivamente oito & gquatro dias antes da retirada de sangue

para estudo citogenktico.

Caso 740 Ma - Adenocarcinoma gdstrico moderadamente dife-

renciado

Esse paciente. de 24 anos de idades era fumante (cerca de
20 cigarros pov dia). tvabalhava como laminador em uma Ffhbrica de
colchbes e apresentava dor e queimacio epighstrica hd dois anos.
Apesar de medicado nesse periodo. nfo apresentou melhova do  quadro
clitico & foi submetido a gastrvrectomia sub-total.

Uma parte da lesdo foi cultivada em trés véplicas por
sete dias e sofreu bloqueio da divisdo celular com colcemide por
duas horas. Sessenta ¢ nove methfases foram analisadas. 324 total e
24 parcialmente apbs bandamento G, seis em colovagio usual & cinco

Foram submetidas 5 andlise simples. Dessasy cinco apresentaram poli-

ploidia e duas endorreduplicagio. Entre as diversas alteragdes es-

truturais e numéricas detectadas em 12 células. foram observadas
deficiéncias parciais dos crvomossomos 1. 2. 4 & 2 & trissomias 1 e B8
(Tabela 42. Figura é k-n). A andlise dos linfdcitos do paciente ndo
mostrou alteragdes cariotipicas constitucionais e S% deles mostraram
quebras e falhas cromossomicas e cromatidicas. 0 paciente nifo
ingeriu drogas ou foi exposto a raio X na época da colheita do

material para estudo citogenkético.




Caso 748 Be ~ Bbcio colbide multinodular

A opaciente. de 418 anos e estudantes manifestouw uma peque-
na  tumoragio no pescogo gue aumentouw progressivamente ao  longo  de
dois anos. Foi realizada a ressecgldao cirdrgica da lesfo & uma amos-
tra do material foi cultivada em trés réplicas por quatvo dias. com

bloqueio da divisdo celular apds adigio de colcemide pov dums hovras.

Foram obtidas 49 metdfases. 46 das quais foram analisadas em colo-

ragio usualy, duas foram parcialmente analisadas apds bandamento G e
uma fToi submetida & andlise simples. Trés metdfases ervam polipldides
es com excegio de perdas e ganhos cromossdmicos aparentemente ca-
suais, as demais ndo apresentaram outro tipo de alteragfo (Tabela
A andlise dos linfdcitos ndo mostvou anomalias constitucionais

5% deles exibiram quebras e falhas cromossomicas e cromatidicas. A&
pacientes nfo referiu exposigfo a raio X ou uso de drogas na  Epoca

que antecedeu o estudo.

Caso 824 Ma - Adenocarcinoma de supra renal

Ma idade de dois anos. 5 paciente desenvolvew um  adeno-
carcinoma de supva-renal que ndo apresentou crescimento celular in
vitro. Nio foi possivel o acesso 3s informagdes sobre a evolugio da
doenga € a andlise citogendtica Ticou restrita aos linftdcitos peri-
féricos: 9% dos quais exibirvam apenas abervragbes cariotipicas adqui-
ridass do tipo quebras e falhas. A& paciente ndo fez radiogratias e
nao tomou medicamentos na Epoca que antecedew a colheita do matervial

para estudo citogenktico.
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C. Outros

Caso 84€ Be — Cisto primordial

A pacientes de sete anos de idade. apresentouw uma tumorva-
Gao endurecida no maxilar,: & diveita. com crescimento progressivo
por cerca de dois mesess fTebre e edema local. Apds a exéreses o
exame anatomopatolbgico vevelow um cisto primovdial com dois dentes
inclusoss wm incisivo & um canino. Parte da lesdo foi cultivada por
PR dias em trés réplicas. que sofrevam a agio da colcemide por duas
horas para blogueio ds divisio celular. Fovram analisadas 99 cklulas.
seis totalmente e 43 pavcialmente apbs handamento G. 20 em colovagio
usual o dezesseis Foram examinadas apenas pava 3 contagem de cromos-
somos ou deteceio de alguma anomalia. Dezessete evam polipldides.
trés  exibiram endorreduplicaeio € 16 mostraram cromossomos marcado-
res. trissomia C e outras al-eragdes numédricas aparentemente casuais
(Tabela 1iP). 0s linfdécitos da pacientes que foi submetida a raio X
de face cerca de 40 dias antes do estudo citogendtico, n&o manifes—

taram alteragdes cromossomicas constitucionais ou frequéncia  aumen=

tada de quebras & Falhas cromossdmicas ou cromatidicas.

Caso 843 Ha — Linfoepitelioma

A pacientea. de 11 anos de idade. apresentou queixa de
tumoraghes na regiio vetroauricular diveita & submandibular ssquerda
com crescimento progressivo e trés a quatvo meses de evolugdo. 0

exame histopatoldgico da bidpsia revelouw um linfoepitelioma com

metdstase glanglionar. Uma parte do material foi cultivadas. mas n&o

houve crescimento celular e a andlise citogendtica se restringiuv aos

AVA
AVAVAY
aY

1 2 3 4 5 6 7 unesp 1 12 13 14 15 1¢ 17 18



linthcitoss que nBo mostravam alteragdes cariotipicas constitucio-
nais. A crianga havia iniciado o tratamento radioterbpico cerca de
P2 diasz antes da colheiva do matevial £, por esse motivos, a anfdlise
de methfases para pesquisa de quebvas ¢ falhas cromossbdmicas &

cromatidicas n3o foi realizada.

IX¥1.4. Tumores formados por wais de um tipo celular ou de origem

incerta

Caso 781 Ha — Sarcowma de Ewing

A pacientes. de quatvo anos de idades apresentava dorv @
calor local na coxa direita. com infcio aproximadamente um ano antes
do exame clinico. Foi submetida A& bidpsia da lesfo e parte do mate-
rial obtido foi cultivada em tvés véplicas por 44 dias € a divisdo
celular foi blogueada com a adigio de colcemide povy uma hora. Foram
analisadas 84 células. P9 totalmente e 16 parcialmente apds banda-
mento G. 35 foram estudadas em coloragio usual & quatvo foram exami-
nadas apenas para contagem do ndmero cromossdmico ou para detecgdo

de alguma anomalia especifica. Foram observadas quatvo cédlulas poli-

pldides e uma com endovreduplicagio. 0 ndmervo cromossdmico na maio-

ria delas foi 46 ex. entre as alteragdes cariotipicas encontradas em
quatorze células (Tabela 12), foram detectadas a translocaedio entre
os bragos longos dos cromossomos £ e N, a deticiéncia parcial do
cromossomn 3.« o aumento do brago longo de um cromossomo 1i3. & pre-
senga de marcador & a trissomia 18 (Figuva 6 o).

0 estudo citogendtico dos linfdcitoss colhidos um dia
apdes vadioarafia de fémurs nfo revelou gqualguer alteracio constitu-

cional ou adguirida.
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Caso B4AB Be — Teratoma maduro

0 paciente. de dois anos de idade. manifestouw massa abdo-
minal de consisténcia dura com duas semanas de evolugBo. localizada
ahaixo do figado & 3 frente do rim diveito. Foi realizada a lapavo-
tomia & o exame histopatoldgico do material revelou um teratoma.

Uma amostra do tumor foi cultivada por dez dias em tvés
réplicass duas das quais descartadas por contaminag@o bacteriana.
Foram obtidas {7 methfases. 42 analisadas totalmente apbs bandamento
Gy tirds em coloragio usual & duas Fforam submetidas 5 anhlise =im-
ples. Entve o0s achados citogenkticos (Tabela 12) Foram obsevvadas
uma cklula poliplbide & uma com endovreduplicagio. alkm de perdas

cromossomicas casuais € presengs de marcadores.

A andlise dos linfdcitos. colhidos uma semana apds radio-

grafia do tdrax e abdome, mostrou i2¥% das metdfases com quebras e

”

falhas cromossomicas & cromatidicas.

Caso 968 Ma — Tumor de WHilms

0 exame Tisico do paciente, de dois anos de idade,
realizado em margo de 1991 revelouw auséncia  de anomalias
fenotipicas, com excegdo de uma massa abdominal & diveita de mais ou
menos cinco centimetvos em sew maiov didametro ¢ indolors que havia
sido notada quatro diag antes da consulta. A& ultrassonografia
abdominal & a uwrografia excretora levantaram a hipbtese de tumor de
Wilms. 0 exame anatomopatolbgico. apbs exbrese. diagnosticou nefro-

blastoma trifhsico clhssicos. estadio I. multifocals sem anaplasia de
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ceElulas  tumovais & sem comprometimento de gfiinglios  linfhticos. 0O
tumor era unilateral e tratava-se de caso esporhdico na familia. O
paciente inicious na Epoca. o tratamento quimiotevhpico ¢ atk dezem-
bro de {994 mostrou boa evolugho.

0 material recebido para cultivo foi submetido & desagre-
gagho enzimbhtica durante 24 horas ¢ foi mantido em cultura por cinco
dias. quando entdo sofreu bloqueio da divisio mitdtica com o uso de
colcemide por 60 minutos. 0 crescimento celular Toi observado jd na
Ffase de desagregagio £ as cklulas apresentaram movfologia epitelibi-
de & Fibroblastbide. Foram montadas tvés réplicas das quaisz a3 de
nbmero III foi a que apresentou ouw menor nbmero de cklulas em condi-
£90 de anhlise = dessas foram ohtidas 127 methfases. 74 das  quais
eram poliplbides (Figura 7)) & duas mostvaram endorveduplicagBo. Das
cklulas com condigbes de estudos. oito foram submetidas apenas 3

anhlise simples. 20 fovam pavcialmente ¢ 49 completamente analisadas

apds bandamento G. FEntre as 80 células cujo ndmero cromossdmico foi

estabelecido. este variou de 3% a 4184 (Tabela 13) e apenas  uma
cElula manifestouw caribtipo normal.
Além das indmeras aberragfes numéricas. 8% células
(87.46%) exibiram associagdes teloméricas de ums dois. trés ou quatro
Cromossomos.  que originaram dicéntricos.s policéntricos e andis (Fi-
gura 8 a-p). WVinte e uma células mostvaram apenas uma fusdo r o &4
mostraram de duas a 12 fusdes teloméricas em diterentes combinagles
(Figura 9a-d) Com exceefio dos cromossomos 1. 8. 9. X e Y, todos os
demais participaram dessas alteragdes. sendo gue 08 Cromossomos 4.
i3 14, 17. 20 e 241 apresentavam ambos os bragos envolvidos

Em ASS0CiAgNes.




Figura 7. Methfase poliplbide do caso 942 com  aproximadamente
CTromossomnos.
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Tabela 13.

Frequgncia absoluta de methfases com
ndmeros cromossdmicos variando de 3%
a 184, observadas entre as 70 célu-
las analisadas do caso 9248. nas
quais o ndmero cromossdmico pode ser
setabelecido.
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Figura 8.

Exemplos de associagdes telombricas obhservadas no caso 948,

(a) 7piiSq. (b)Y 7pi7p
14[3::'0@‘1" (g) 'jq:iil" "

(e Aq:i%q., (d) 7ps3i%ps (e v(i2): (H)
(h) r(28) (i) 14psi7pa. (J) i4piidp.

(k) i2psi7Zp. (1) 7pii3pa (m) 1P2qgiidp. (n) 7piiPaa (o)

piidpa (p) 7pifdq.

Sempre que possivel os  cromossomos

homdlogos normais sfo apresentados.




Figura 9. Methfases mostrando (a e c) duas. (d) trés e
assocoagoes teloméricas & um cromossomo em anal.




Nas Tabelas 14 & 15 estBo apresentados. respectivaments .
0 &2 tipos de associagdes teloméricas recorvvrentes & os 58 tipos de

y v " ) . .
assnciagdes nao recovrentes. A& FfusiAo telombrica mais Frequente ocovr-

red entre 08 bragos curtos dos cromossomos {4 & 17.  observada em 52

cédlulas (Figura 8i). Fusdes de homdlogos foram wvistas em cinco
metdfases ¢ envolveram os segmentos 7p. {4p: 159 e P8q (Figura 8).
As  Frequéncias  com que cada cromossomo participou dos rearvanjos
citados estdo detalhadas na Tabela 16.
Seis cromossomos dicéntricos ou policéntricos exibiram um
egmento intermedidrio de origem desconhecida (Figura 10) 5 LafpEens
dicéntricos resultaram da fusdo de um cromossomo completo. atravéds
do seu teldmeros com um outvo manifestando detficiéncia. Esses dlti-
mos fToram identificados como translocagles t(437345)(p35ipR2iaRéd).
E(4543)Y(qiRapi3) & t(A4548)(qRiiaR24)y e considerados FfusbHes parciais
(Figura 11).

Além das associagdes teloméricas. outvos trés tipos de
anomalias estruturais foram observadas as translocagdes
E(336)(pidspil) e (434X (TpiinTpiid. & 0 lsocvomossomo  1(47q)
(Figura {Ra-c). As bandas 44ipi3~-4i5% ndo sofreram alteragio em qual-
quer dos rearrvanjos observados.

0 bandamento C dos cvomossomos policéntricos mostrou
marcagio covrespondente B dos centrdmevos vistos em bandamento G & a
marcagio pela prata. atrvaviks do bandamento Ag-NDR. evidenciou NORs
intermedifrias.

abervagdes cromossomicas numéricas detectadas nas
células tumorais. além da poliploidias. consistiram preferencialmente
em perda de cromossomos. Apenas duas metdfases apresentaram trisso-

miass uma delas do 2 & a outra do 22. A Tabela 17 mostra o nlumero de
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Tabela 14. Tipos e Ffrequidncias absolutas de
associagdes teloméricas recor-
rentes observadas em 27 metdfases
do casn 268 @ identificacio das
réplicas onde foram encontradas.

Mhmero de REplica
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Tabela i6.

Cromossomo

Frequéncias
volvimento de cada cromossomo nas
ciagdes
cklulas do caso 248.

6

abhsoluta e relativa de en-
ass0-

teloméricas observadas em 27

-~

Mimero de Frequencia
associagnes teloméricas

] -
(R TN A N T R T

-
RS

- 0
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Figura 1@. Exemplos de associagdes telombricas entre @) S5qg & 2094
(b) 17p © 209 ¢ (c) 7p & 209 mostrando segmentos interme-
didrios ndo identificados. Sempre que possivel os cromos-
somos homdlogos normais sdo apresentados.
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t(1,7:15) : t(4;16)

Figura 4. Carviogramas parcisais do caso 9482 mostrando:l (a) translo-
cagao t(4137349), (b) £(4313) & () t(A516). Sempre gque
possivel s os cromossomos homdlogos normais sd8o apresenta-
dos.
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{3

t(1;14)

Figura 412. Anomalias cromossoOmicas sem envolvimento de telbdmero
() 10(i7q)y (b) L (Q3&)(piiipii) e () E(i814)(%piisTpil
Sempre que possivels 03 cromossomos homblogos normaizs =
apresentados.
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Tabela 17.

Cromosso
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NOamero de chlulas com pervda de deter-
minados cromossomos entre as 69 ana-

lisadas do caso 948 cujos cromossomos

rerdidos puderam sey identidicados.

6

Ndmevo de células
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chlulas com perda de determinados cromossomos entre as 49 analisadas
cujos cromossomos perdidos puderam sey identificados. dApaventemente
houve perda preferencial de alguns cromossomos. em especial do 147.
Associagdes teloméricas ou outras alteragfes néo fToram
observadas em 120 metdfases obtidas apds cultura de linfdcitos.

realizada na mesma época da cultura de cédlulas da amostra tumoral e,

portanto. posterior a ultrassonografia abdominal e @& urografia

excretora.
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IV. DISCUSSAOD

No presente trabalho. foram cultivados tecido normal ou
neoplasico de 43 individuos. Contudos n3o foram obtidos resultados
em alguns deles em FfungBo da contaminagio ou da ausBnocia de cresci-
mento celular satisfatbrio das amostras. 0 insucesso varviou de 34¥%
nas culturas de linfdcitos a 56% nas de cédlulas neopldsicas. Esses
valores s&o elevados €. por isso, algumas consideracies devem ser
feitas. Em primeivo lugars o cultivo de linfdcitos e blastos resul-
tou em nbmevo ou qualidade de methfases insuficientes nos pacientes
com leucemias & linfomas., pois o plasmas ainda que dilulido. apresen-
ta indices leucocithrios tio elevados que podem inibiv o crescimento
celular in witro. por competigio de elementos nukritivos ou pela
prépria densidade (FRESHNEY, 1987). HNo caso de tecidos sdlidos. um
dos problemas enfrentados foi a contaminagio das amostvas. Como tal
evento foi observado na grande maioria dos casos durante a  desagre-
gaGgao enzimdtica., sua origem provavelmente se deu em fTases anterio-
res a desagregagios como na colheita e transportes ou no prdprio
material in vivo: o que é comum. por exemplo. em lesdes de pele e do
trato gastrintestinal (TEYSSIER. 128%9). 0 manuseio durante todas as
etapas do cultivo & um outro Fator que deve ser considevados e Fica
evidente quando ocovre em fases posteriores ao processamento inicial
do espkcime. Esse fato. entretanto. parece explicar a3 contaminagio
detectada em apenas uma das amostras recebidas.

0 insucesso nas culturas de tumores também Toi decorrvente

da ausencia de crescimento celulars provavelmente em vivtude das

condigdes oferecidas. Embora as células neopldsicas apresentem exi-

géncias similares Ads das células normais (GAMA: 19943 LIMON. 1992).
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neaplasma  para individuos expostos a agentes clastog®nicos  (FORKI .
19845 LOPEZ-LLARRAZA et al.. 1992). & incidéncia aumentada de cBnoer

nas sindromes de instabilidade cromossdomicas tais como a sindrome de

Blooms @ anemia de Fanconi e a ataxia telangiectasia (COHEN & LEVY.

1989) também oferece razdes lbgicas para sustentar essa hipbtese
(MERTENS s 4988:% HEIM et al.. {98%c: EBROGGER et al.. 199¢). Alkm
dissos. a instabilidade genética dos tumores malignoss. recentemente
relacionada com hipometilagio do DNA (JONES & RBUCKELY. 19903 KOKAL.J-
UOKAC, 4992) e que ¢ certamente vesponsdvel pelas suas propriedades
invasivas e de metastizagdo (SANDBERG. 1990), constitui um outvo
argumento =a favor de que frequéncias elevadas de aberraades
cromossomicas adquiridas predispdem a caracteristicas neopldsicas
(VOLFE. 49881 PATHAK. 19892/1990).
Outros dados sobre o problema provavelmente sevdo obtidos
com a anfAlise prospectiva que esth sendo vealizada em aproximadamsn-
tregse mil individuos novrmais, monitovizados para 3 presensa de
aberragbes cromossomicas., micronlbiclens. trocas entre cromhtides-
irmas e desenvolvimento de neoplasias (BROGGER et al.. (992). A
investigagio de quebras cromossdmicas induzidas por substincias
clastogénicas especificas em cklulas normais de pacientes com cincer
também poderad fornecer evidiEncias sobve a predisposicfio constitucio-
nal & instabilidade genktica ¢ & neoplasia ¢ poderd revelary difeven-
tes graus de resposta a tais agentes (HSU et al.. 1989 RUMMELEIN et
al.» 19%2).
Vdrios estudos j4 obtiveram resultados conflitantes sobre
a Trequéncia de anomalias cromossdmicas adquividas em células nor-
mais de pacientes com cdéncers em parte explicdveis pelas diferengas

metodoldgicas entre laboratdrios. Uma instabilidade aumentada fToi
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ohzeyvada nos  estudos de NORDENSON et al. (1984), FURUYA et al.
(1989), HSU et al. (1989). ROSER et al. (1989), SCAFPATICCI et al.

BARRINSG et al. (1992) & de RUMMELEIN et al. (1992). mas nao
nos estudos de TEDESCHI et al. (4987). MERTENS & JDHANSON (49288axb ).
MERTENS et al. (1988) e de HEIM et al. (1989c). Além disso, tais
tyahalhos veferem a auséncia de tyatamento quimio ou radioterapico
na Epoca do estudos mas nenhum deles cita a utilizacio de outras
drogas. tals como antibibticos ouw de raio X para investigagiao
diagnbsticas praticas essas que dificilmente nao =90 usadas durante
A manuseio inicial de pacientes portadores de neoplasias.

No presente estudos entre os 24 pacientes analisados  em
relacio a esse parimetro. {2 com neoplasias malignas e 12 com tumo-
ragfes benignas. nove (37%) mostraram frequéncias elevadas de metd-
fases com anomalias. sendo sete do prvimeiro grupo e dois do seagundo

lentre o0s noves selis deles haviam sido expostos a raio X para inves-

tigagio diagndstica nos dias que antecedevam a colheita do  sangue

(cinco com neoplasmas malignos € dois com benignos). & dois Tizeram
u=n de antibibtico nessa &poca (um com neoplasma maligno & outro com
benigno). Entretantos outvos seis pacientes da amostra (dois do
primeiro  grupo & quatro do segundo grupod)s que tambbm haviam  sido
expostos a raio X« nfAo apresentaram frequiéncias elevadas de methfa-
=@s Ccom anomalias.
As radiagdes idonizantes bem como muitos antibidticos
o INA e seus efeitos podem ser verificados pela frequéncia
aumentada de queuras & falhas cromossomicas (NATARAJAN et al.. 19824
SCHMID et al.. 192245 LOFEZ-LARRAZA et al.. 1929@). Contudo. tais

efeitos dependem da dosea do peviodo de exposigdio & da wvariagio
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individual na vesposta a esses agentes. sendo gque oz wvalore:
radiossensibilidade normais  fToram definidos entre 27 a 100
CHARNIDEN . 19383)., Segundo KELSEY (49922). a3z estimativas de doszses de
radiagdo de corpo inteivo durante uma wrografia excretora e um vaio
X de tdédrax. rov exemplos san de 2.42 e .21 rads.s vespectivamente.
Considerando~se que a fTinalidade do uso do raio X em alguns dos
individuos da amostra foli de investigagBo diagnbstics. a  dose
aplicada esteve muito aquém dos valores citados como desencadeantes
de efeitos clastogénicos es. portanto: ndo parece ser responsdvel
pelos dados obtidos.

interessante que a distribuigdo das frequéncias de
quebras e falhas observada nos pacientes com neoplasias malignas
diferiu significativamente da espervada (P{(2.@i)., o que nRAo ocorreu
com aquela observada nos porvtadores de tumoragdes benignas.
Ffrequéncia desses eventos tambbém Ffoi muito maior nos pacientes do

primeivo grupo. Esgses resultados sugevrem que =a instabilidade

genédtica pode ser um Tator de predisposigfio ao cancer. Contudos

participagio de =agentes mutagénicos ndo pode ser descartada. ouw
mesmo =@ possibilidade de que a prdpria condigfo maligna  induza
aberragdes cromossdmicas.

0s sitios frdgeis constituem um fTendmeno citogendtico
relacionado com instabilidade cromossdmicas. mas seuw significado em
cancer ndo estd ainda esclarecido. Sua distvibuigio no genoma ndo &
casual (HECHT et al., 1999) e a sitios frdgeis que tém sido
associados  com pontos de  gquebra na mesma banda  envolwvida  em
rearranjos nas cklulas tumorais de pacientes (YUNIS & SORENG. 1{984).
Embora associagOes desse tipo nem sempre tenham sido confivrmadas

(MULERIS et al., 4192873 SIMMERS et al.., 1987:F SUTHERLAND & STHMERS.
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{988 S0ZZI et al.. 4199@)., a coincidéncia de sitios frigeis com as
hbandas mais frequentemente envolvidas em rearrvanjos de certas
neoplasias tem sido observada n3o  somente em  portadores  dos
processos malignos mas em pelo menos em um dos seus pais. o que pode
indicar predisposigdo gendtica a doenga € perda de genes SUPTressSoOres
(LIU et al.. 1989: VERNOLE et al.. 19903 SOKOVA et al.. 1992).

Fntyre os modelos moleculares da  estrutwra dos  sitios
frhgeis estBo a inibigio especifica da progressio da forquilha  de
duplicagio do ONA em  condigHes especificas @ sequéncias
polipurinaspolipirimiding. amplificadas £ M consequiEncia de
duplicagdes prévias ou de recombinagio meibtica andmala. mas que nfo

duplicam e nBo se condensam covvetamente na mitose (LUKUSA et

al.. 1990), Tal estrutura nBo estaria em desacordo com a hipbhtese de

pevrda de Tungdo dos genes contidos na sequéncias entve os gquais
podem estar onco-supressores. como sugerido por VERNOLE et al.
(1990). Do mesmo modos nfo pode szer exclulida a possibilidade de que
Frageis sejam regides mais susceptiveds a3 rearranjos
induzidos ou adquiridos (BARRIOS et al.. {9829).

No presente trabalho. o0s casos 724 ¢ B22 mostraram loca-

lizagdo preferencial de quebhras & falhas nas regides Rqg proximal e
Bq terminal,; e na porgio Cq proximal, respectivamente. Entretanto,
nio foi possivel determinar com precisfo as bandas envolvidas em
tais eventos porque as células onde eles ocovvevam foram analisadas
apenas em coloragio usual. Tais quebras poderiam indicar a8 presenga
de sitios frdgeis. uma vez que na vegido 29 proximal jd foram loca-
lizados quatro deles. tvrés dos quais ocorvem na auséncia de dcido

FAlico & um apenas na presenga de afidicolina. Além disso. id foram
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localizados dois sitioz frigeis no segmento Bg tevminals um no
cromossomo 4 & outro no cromossomo 5. ambos dependentes da afidico-
lina, e vhrios outros de diferentes naturezas na regifio proximal do
brago longo de diversos cromossomos do grupo T (HECHT et al.s 1990
SANDEBERG, {9905 McAl.PINE et al.. 1990).
0 meio de cultura utilizado pelo presente estudo Toi o
RFMI 1640, que & yvico em bcido Fblico & nio & adequado para
manifestag@o espontinea de slitios frhgeis folato sensiveis do mesmo
modon que daqueles dependentes da adigio de drogass como a afidicoli-
na (KECK & EMERIT, 19791 SUTHERLAND. 192723 LI et al.. {984). Desse
modo, a explicagfho para os achados nesses pacientes nio parece sey
decorvrente das condigdes in vitro. embora a expressio de sitios
frhgeis: como o FRAXA nBo associado A sindrome fra(X). tenha sido
descrita em cklulas normais de pacientes com carcinoma de esdfago ¢
com poroqueratose de Mibelli. em condigbes de cultivo ricas em acido
fhlico (CASALONE et al.., {992¢). Farece mais provhvel, portanto. que
frequéncias elevadas de alteragfes adquiridas preferenciais ou
nio nos dois pacientes & em outros da amostra sfo resultantes de

fatores que agirvam in wvivo. sejam e€les enddgenos ou exdgenos.

Em relagio = exposigdo a agentes mutagénicos apenas o

paciente 740 evra fTumante €. apesar disso. ndo apresentou ndmero
elevado de methfases com aberragdes cromossdmicas. £ sabido. contu-
dos« que os individuos fumantes exibem uma frequéncia alta de lesdes
no DRA&.  atribulidas provavelmente ao oxigénio ativo gerado pelas
metabolizagho das  120¢ entidades quimicas presentes no cigarvos
muitas das quais sAo mutagénicas ou carcinogdnicas (NAKAYAMA et al..

1985 & JOINER, 19845 JANSSON et al.. 1988).
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IV.2. Heteromor fismos ¢ neoplasias

Muitos autores tém estudado a relagdio entre hetevomor fis-

e cancer em portadores de diferentes doengas malignas € pré-

malignas (ATKIN & BAKER.: 49773 SHARTAI & HALRBRECHT. 497935 ATKIN &
BRITO-BARAPULLE ., 498%5:% PETKOVIC et al.. 49282, 1985b. 1294: REY et
al.: 19853 LUNDGREN et al.. 1991). 0s resultados. contudos tém sido
conflitantes e =a sua aparente contradigSo pode ser atvibulda ao
carater subjetivo das anllises: 3 selegfo do grupo investigado = hs
diferengas ktnicas das amostras. ou mesmo A metodologia empregada =
a fatores casuais (PETKOVIC et al.: 19294). De qualquer modox: nio hi
dlvidas de que pacientes com alaguns tipos de neoplasiss como. por
exemplos, carcinomas e adenomas de colon mostram frequéncias signifi-
cativamente mais altas de variantes heterombrficas (ATKIN & PBRITO-
BARBAFULLE: 19285:% LaAVAL DE VINUESA et al.. 1988a): o que podervia
levar a quebras cvomossdmicas e recombinagio e facilitar o apare-
cimento de alteragles gendticas envolvidas na transformacfo neopld-
sica (SHARTAIL et al., 19893 KEPF et al., 198%9: REGE-CAMRRIN. 1990).
No presente trabalhos foram estudados hetevomorfismos
cromossomicos evidenciados por bandamento C. em 24 individuos. Dois
(8.3%) apresentaram hetevomorfismos de posigio. caracte-
como  inversio parcial de fqhs & um outvre (4.2%) mostrou
aumento de tamanho da mesma vegido. Tais achados estfo muito
prdximos das frequéncias encontradas em caucasdides que corrvespondem
respectivamente a 10X € 2% e, portanto, nd&o reforgam a relagio de

hetevomor Fismos com cAnceEy .
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IV.3. Anomalias cromossdomicas e neoplasias

O0s fatores gendticos desempenham um importante papel no

desenvolvimento do céncer humano & podem sev particularmente ine

Fluentes nos pacientes pedidtvicos onde a exposiGeio =wo ambiente

ainda € pequena. Vdrios tumores sdlidos pedidtricos sdo hereditdrios

e =alguns estfio especificamente associados a abevvaafes cromossdmi-
cass evidenciando o envolvimento de determinadas reaifes do genoma
no processo maligno.

Oz individuos com a trissomia do cromossomo 24 apresentam
um risco aumentado de desenvolverem leucemias agudas. principalmente
na infincia (HAYASHI et al.. 1988). mas um nbmero crescente de
trabalhos tem descrito pacientes com outvas anomalias cromossomicas
constitucionais & leucemias ouw tumores sblidos (PATHAK. 1i984% PATHAK
& GOODACRE . 192845 MARKKAMNEW et al.. 419875 CUNNINGHAM & DICKERMAN .
1288: GROUFPE FRANGAIS DE CYTOGENETIQUE HEMATOLOGIQUE. 19883 LIST et
al.: 1992). Segundo HECHT (1987). a sindrome de Down parece rvepra-
zentar apenas o topo do iceberg. enquanto a massa submevsaa.  reEpve-
sentada por outras abervagdes constitucionaiss também pode ter rela-
€40 com o cincer. 0 autor sugeve que o caminho para o gsclarecimento
dessa questfio ¢ determinar @& incidéncia de anomalias constitucionais
entre pessoas com cancer. especialmente leucemias. Neste sentido.
dois trabalhos J4 foram vealizados em pacientes com leucemias e
condigoes afing (ALIMENA et al., 198531 RENITEZ et al.. 419287). que
encontraram individuos com cromossomopatias numa frequéncia baixa e
compardvel A de anomalias em rvecém-nascidos (GROUFE FRANGAIS DE
CITOGENETIQUE HEMATOLOGIQUE, 4988). o gque impede maiores conclusdes.

Contudo trabalhos como o de PATHAK ({984) chamam a atengio pelo
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fato de tevem zido detectadas translocagBes constitucionais em dois
pacientes com neoplasias de cklula T. com envolvimento dos segmentos
i4qii e 14932« etiologicamente relacionados com esse tipo de ciancer.
Tais achados levaram o autor a propor que individuos com aberrvaghes
constitucionais envolvento esses segmentos estio predispostos a tais
doengas.

For outvo lado a grande maiorvia dos pacientes com cancer
que 30 investigados & de adultos. snquanto deveria incluiry  ocrian-
Gass:s pois determinadas alteragdes cromossomicas constitucionais. se
associadas ao cancer, podem comprometer a sobrevida destes pacientes
(HECHT . 412873 PONDER. 1990).

No presente tvabalhos o0 estudo citogendtico vealizado em
25 individuos portadores de neoplasias malignas e tumoragdes benig-
nat nNao revelouw qualquer alteraglo cromossdmica constitucional CuLeE
pudesse  ser relacionada 3 condigio do seuw portador. Isso provavel-
mentes foi consequEncia do tamanho pegueno da amostra ous ainda. da
variabilidade de neoplasias estudadas. A1ém dissos os pacientes ndo
Foram selecionados pela presenga de dados Ffamiliais sugestivos  de
predisposicio ao cancer.

Entre os 49 pacientes em que as células neopldsicas
puderam ser  analisadas. trégs mostraram alteragbes cromossdmicas
clonais ou recorrentes ¢ os demais apresentavam alteragdes numbricas
ou estruturais classificadas como nfo clonais. achados esses  que

serao discutidos a seguir.

Um arande ndmero de células das diferentes lesdes estuda-

das exibiram ancuploidias. sendo as monossomias os tipos mais fre-
quentes. Com excegao do caso 2468, os demais ndo mostraram perdas ou

ganhos preferenciais. Embora essas anomalias tenham sido caracteri-
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zadas como ndo clonaiss. chama a atengBo 3 perda dos cromossomos 18.
22 ¢ 19 nos casos 857, 491, 704 & 7P8. ecspecialmente pelo
de que =a perda de hetevozigosidade de segmentos de alguns
cromossomos tem sido muitas vezes rvrelacionada com diferentes

3 (LASKD et al.. 19924).
A existéncia de aneuploidias em cédlulas tumovais pode

levar a outros ervos mitdticos: pois a veunifio dos cromossomos na

placa metafdsicas a sua ligagio com as fibras do Tuso e a s€QregaGio

mitdtica se tornam mais complexas quando o ndmero cvomossdmico estd
alterado (CHEN. 419833 UWOLMAN, 49846). Alédm disso. os consequentes
desequilibrios g&nicos podem rvesultar em vantagens de crescimento
por perda de genes supressoves ouw amplificaeio de ONCOYENES
(WEINBERG. 1989).

Além das aneuploidias, um outvo achado nas cédlulas estu-
dadas que merece ser discutido ¢ a presenea de poliploidia e endor-
reduplicagios cujas frequéncias médias obtidas Toram de 16% e PY%.
respectivamente. Esses fendmenos tém sido rveferidos em uma s=érie de
doengas como. por exemplo. em tumores de pele (CHEM & SHAM. 49703
BECHER et al., 41283: OCHI et al.. 1984: COWAN et al.. 19883 GATTUSOD
et al.. {999)., cincer ghstrico (ARETXARALA et al.. 1988). diferentes

colbnicas (SVENDSEN et al.. (989) ¢ carcinomas espinocelula-
res de lingua (HEMMER et al.. 1990). Sio muitas vezes acompanhados
de anomalias estruturais e associados a um progndstico vuim:. como em
cAncer de mama ou ovariano (HEMMER et al.. 1999). talvez em conse-
quéncia das alteragdes da dosagem génica que podem aumentar = taxa
de mutagio (LASKD et al.. 19941).

Segundo CHEN & SHAW (19273). tanto a poliploidia como =a
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endorveduplicagio ocorvem em cevea de {9% a 18% das cklulas tumorais
in witro. com predominio das endorreduplicaghBes nos repiques  ini-
ciais & das poliploidias nos posteriorez. Considerando que a grande
mainvia dos espkcimes estudados permaneceram por  poucos dias  em
cultura e ndo foram subdivididos: e que a frequéncia de células
polipldides foi muito maior que aquela de endorreduplicaaio. os
achados parecem mais resultado de mutagdes que ocorrvevam in wivo do
que in wvitro.

A presenga de cromossomos marcadores.s muitas vezes encon-
trados em células de tumores. também Toi observada na maioria das
amostras estudadas. porédm de Torma ndo clonal com excegio do caso
7i5. com leucemia mielbide aguda.

Os cromossomos marcadores suraem provavelmente em situa-
goes de instabilidade genética ques em virtude dasz frequentes  que-
hras no INA., podem levar a formagdo de rearvanijos dnicos. com efei-

tos dificeis de sevem avaliados. Entretanto. ¢ possivel gue algumas

vezes confiram vantagens de proliferagdio as cédlulas. com consequén-~

ias  importantes no infcio ouw na progressfio do processo neopldsico

(ATKIN & RBAKER. 19283 WU et al.. 1988).

A. Tumores mesenquimais

A.f. Tecido hematopodtico

Mo grupo das leucemias e linfomas estudados. = andlise
daz cklulas malignas sb Ffoi possivel nos casos 6532 & 74i5. 0 caso
452, com leucemia linfocitica aguda (LLA-L2)Y. apresentow um vearrvan-

jo complexo envolvendo os cromossomos 4. 7 & 14:s ndo completamente




larecido em virtude da qualidade do material obtido. Na verdades
cromossomos metalfdsicos dos pacientes afetados por essa  doengs
frequentemente apresentam morfologia vuim com bandas indistingud-
veis. Esse fato dificulta a anllise e resulta em poucas descrigdes
detalhadas das aberragdes cromossomicas presentes. 20 contririo do
que ocorre nas leucemias mislbides agudas (LMA)Y (SANDRERG. 1990,
Entre =as anomalias cariotfipicas primdrias e consistente-
ment & observadas na LLA~LE . destacam-se : translocagdo
t(4311)(aRi3qRP2) & outvas translocagdes entre os cromosszomos {4 ¢ 19
@ a handa 119P3x que também & envolvida em vhrions outros tipos de

neoplasias (BLOOMFIELD, 1985:% ROWLEY. {992ai SANDEBERG. {9905 WATSON

et al.., 1292). Esses pontos de quebra coincidem. no cromossomo 4. &

~ - . . e
sA0 préoxXimos.: no cromossmo 1i. agqueles sugevidos para a alteragio do

b3 . A presenga do cromossomo 7 no rearvanio. apesar de ndo
relacionada especificamente & LLA: nfo surpreende pois €S5S CrOmMOs—
somos Jjuntamente com os cromossomos 4. 8 e 9, aparece  comumente
envolvido nas alteragdes numkricas e estruturais secundhvias J&
descritas nessa neoplasia (MITELMAN, 1985: HEIM & MITELMAM. 1984u).
interessante que os estudos moleculares mostram que  em
14922.32 estd mapeado o oncogene ets—i (McALPINE et al.. 1990), cuj=m
ativagdo tem sido sugerida ser resultante da sua transposieio para a
banda 4q24. 0z mecanismos pelos quais a £(4344) participa da génese
da neoplasia s8o. contudos ainda desconhecidos (ORAZI et al..
SANDRERG, 1990).
A banda 11912 descrita pelo presente trabalho com possi-
vel participagfo no reavrvanjo do caso 4532, contém o oncogene ble—i.
o gene supressor de tumor ST3 & o gene para a neoplasia  endberina

miltipla do tipo I (JUNIEN & VAN HEYNINGEN. 1i990). No cromossomo 4




hh apenas =a descricho de um oncogene em 4Apii-q2ia. o kit ol O
cromossomo 7 existem trgs oncogenes no brago curtos o ara-F2. o egrf
5

e o ral-A. © um no brago longos. o wet (McAlLFINE et al.. 1996,

Levando~-se em conta a auséncia de dados moleculaves, a participagio

de um ou de alguns desses oncogenes no processo maliano em  questdo

Fica dificil de ser discutida.

A paciente 653 foi estudada citogeneticamente apds um
intervalo de dois anos & um més dos tratamentos vadio e quimioterh
pico. 08 gquais estBo associados. com wum risco aumentado de desenvol-
vimento de um cdncer secunddrio (PEDERSEN-BJERGAARD et al.. 419287:
GENUARDI et al.. 1988). A maioria dos agentes wtilizados nesse
tratamento & mutagénica e os danos que eles podem causar  no DONA
variam de mutagdes em ponto atéd anomalias cromossdmicass sendo  as
cédlulas hematopodticas as mais susceptiveis a esses agentes. HMuitas
vezres esses danos sio reparados. mas alguns podem escapar do sistema
de rveparo e originar clones celulares potencialmente malignos res-
ponshveis pelo aparecimento de um outro tipo de neoplasia ou. ent@o.
dando caracteristicas mais agressivas para a doenga primhria
(GENUARDTI . 19885 SECKER-WALKER et al.. 1{98%9).

A paciente ndo desenvolveu uma nova neoplasias. mas  sim
uma recidiva de sua doenga. diagnosticada quatro anos antes ¢ clini-
camente estdvel por um periodo de cerca de dois anos apds o trata-
mento. Infelizmente., o estudo citogendtico ndo foi realizado n=a
Epoca do diagnbstico . portanto, nAo & possivel afivmar sz¢ o clone
detectado realmente representa a altevagio cromossdmica primhris.
Contudos, a auséncia de outras alteragdes citogenkticas ¢ a coinci

déncia dos cromossomos envolvidos na t]'S.I'I’:B]EJi:E?.E’EiD com aqueles aAss0™
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ciados a2 essse tipo de leuwcemis sugerem gque a2 anomalia estava presen-s
te durante toda a evolugfio da doenga.

A opaciente 7415. portadova de leucemia mieldide =guda
(L.LMAY cujo subtipo n@Ao foi definidos apresentou o caribtipo 45.XX.-
Su-1Sstmar. Embhora a qualidade do material analisado n3o tenha

permitido a caracterizagio completa do mavcador. ele apresentou  um

padrio de bandas sugestivo de cromossomo 8 com deficiéncia intersti-

cial de brago longos. nfo sendo notada a presenga de qualquer povgiao
do cromossomo 1% nesse marcador.

Aberragies cromossomicas clonais tém sido observadas em
mais de 70% dos pacientes com leucemia mieldide aguda (BLOOMFIELD.
i985) e hh evidéncias de que os achados cariotipicos t2m uma relagio
direta com o prognbstico dos pacientes acometidos (YUNIS et al..
19888 ARTHUR et al.. 19892). Qs principais rearranjos cromossomicos
especificos obhservados na I.M& incluem A translocagio
E(8324)(q2234922) no subtipo M2, =a translocagio t(15:47)(qR2R:1924) no

< a inversio inv(is) (pi2q22) no M A translocagio
t(23440)(pR15923) & suas variantes no subtipo M5« alkm da trissomia
do  cromossomo B & da monossomia parvcial ou completa dos cromossomos
9 e 7 que aparvecem em diversos subtipos (FPEARSON et al.. 41987:
ROWLLEY . 19883 FENAUX et al.. 1(989: SANADA et al.. (92893 MICHALOVA et
al.. {990).

Translocagfes com quebvras em 8a22 ¢ 84q23. deficiéncias
dos segmentos 8qi2. 8924 e 8923, hem como trissomias & monossomias
do cromossomo £ &. menos frequentementes. monossomias ¢ deficigncias
do cromossomo (5., Jh foram referidas em vhrios grupos de LHMA

(MITELMAN, 19851 SANDEERG. 1990). A translocagio t(2i21) (q2RiqlR).

por exemplo. caracteriza o subtipo M2 da LLMA mas pode sery ohservada
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em 7% dos pacientes com o subtipo M4 (EOVAERTS et al.. 19088,

MASERATI et al.. 4992). 0D envolvimento da banda 24922 também & Fre-

quente nas abervacfes observadas em vdrias outras leucemias ques na
maioria dos Casos. vém acompanhadas de anomalias adicionais
(MITELMAN, 498%5). E interessante que. no presente trabalho. o marca=-
dor observado parece consistir de um cromossomo 8 com deficiéncia
intersticial do brago longo. Segundo GOVAERTS et al. (1988, a
deficigncia parcial do cromossomo 8 & essencial para o desenvolwi-
mento dessa doenga € nio a translocagio t(8:24) como anteriormente
proposto  por  ROWLEY (4984). Vale a pena salientar que na regiio
proximal do brago longo desse cromossomo jh Fovam localizados dois
oncogenss. 0 mos ¢ o Iyn. que podem terv sido ativados em decovrvéncia
do rearranjo presente (SANDRERG. 199@).

A monossomia 15, também observada nesse caso. parece bter
ocorvido como um evento secunddrios uma vez que ndo Toi vista em uma
das cdélulas:s e pode ter levado a perda de genes SUPTresSSOTES € & um

potencial mais agressivo da doenga.

A.2. Tecido conjuntivo e derivados

Ds achados citogendticos no caso 608, um lipoma. foram
bastante interessantes. Todas as células obtidas do tumor mostraram
cromossomos atipicos com aspecto "pulverizado” e a maioria delas era
polipldide ou exibia endovreduplicagfo. WVale a pena salientar que o
procedimento utilizado no cultive das cédlulas tumorais foi o mesmo
que para 0% demais casos & que 3 paciente nBo havia sido exposts
agentes citotbxicos conhecidos na Bpoca do estudo.

O0s dados da literatura revelam que o lipoma ¢ o tumor de




partes moles mais comum na espécie humana (MANDAHL et al.. i9gs)y. £

considerado benigno do ponto de wvista clinico e histolbgico &
gevralmente & assintombhtico o tem crescimento lentos albm de mostrar
uma alta taxa de recorvéncia 2 ausincia de methstases (SANDBERD.
199¢; SREEKANTAIAH et al.. 199¢a.b). Ds lipomas tém sido extensiva-
mente estudados e cerca de 302 jd Foram analisados citogeneticamente
(SANDRERG. 19292). DPRaseados na natureza consistente dos rvearrvanjios
ohservados em 78X dessas neoplasias. Foram evidenciados seis
subgrupos que se caracterizam por ndmervo dipldide normal. rearvanjos
das regifes {RPqil3-qi%S. &6pP2-23 e banda 13qi2. presenga de cromossomo
em =anel ou outras translocagdes sem pavrticipagio da regido iR291i3-45
(SANDRERG. 199235 SREEKANTAIAM & SANDRERG. {994).

A presencga de cromossomos “pulverizados” ou de poliplodi-
dia e endorveduplicagio em lipomas nfo foi citada na literatura
consultada. Contudo. SREEKANTAIAH et al. (1{990a)., em uma andlise de
seis dessas neoplasias. observaram vhrias alteraghes cariotipicas
muito complexas que o autores atrvibulivram ao alto graw de instabili-
dade cromossbmica de alguns desses tumores. A instabilidade gendmica

poderia explicar cevtos achados do caso 408, como a poliploidiaa

contudos a PLl]VG'I'i'ZElG]i{U ou -Fragmentam{{m cromossomica nao parece re-«-

Fletir uma incidéncia aumentada de quebras mas sim uma pervda da
integridade do material gendtico (MOORHEADN, 4970). 0Os mecanismos
envolvidos nesse fendmeno sio desconhecidos. mas sabe-se que ele
pode ser induzido por alguns agentes quimicos e bioldgicos comos por
exemplos citozina arabinosideos. clovranfenicol. virus do savampo e
virus Sendai (MOORMEAD. £927¢: RBISHUM et al.. 19733 BRUSICK., 19827).
FEmbora = paciente tenha negado exposigfo crdnica a  substincias

thxicass o0 contato com tais agentes pode ter ocorrido de  forma
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cesporadica e. dependendo da sensibilidade apresentada. tev sido efe-
tivo no desenvolvimento dos eventos obsevvados.

Nao foram encontvadas veferéncias sobve achados citogenk-
ticos am Fibromatose plantar, um processo Fibroblistico infiltrante
e localmente recorrente. = resultados obtidos dessa lesio no pre-
sente trabalho  (caso  8%7) consistivam principalmente de cklulas
normais ¢ de duss cklulas com monossomia do cromossomo (8. Existem
sugestdes da presenga de Jgenes SUPTESSOres tUumovals Nesse Cromosso-
mos em virtude da perda de heterozigosidade descrita em carvcinoma de
ctlulas renaiss de mama & colo retal (LASKD et al.. 1994). Contudo.
a auséncia de clonalidade observada nBo fala a favor da participacio
do cromossomo {8 na lesio apresentada pelo paciente. & indica que os

achados devem ter sido apenas casuails.

A.32. Tecido endotelial

Os hemangiomas e linfangiomas sdo lesdes caracterizadas
pela presenga de  canais  vasculares. que rarvamente malignizam
(HOLLAND & FREI. 4982). Entre os processos desse tipo estudados
(casns 847 ¢ 920)s 035 resultados compreenderam apenas alteraghes
esporadicas. Entretantos no caso 220 portadov da sindrome de Bean.s
foi observada a tvanslocagio t(554). com envolvimento da banda 4q23
onde estd mapeado o oncogene myb (SANDRBERG. 4990). Aldm dessas. uma
outra célula mostrou deficiéncia parcial do cromossomo & com quebra

na mesma regifo. A revisio bihliogrdfica sobhve o assunto ndio revelou

estudo citogendtico em hemangioma cavernoso ou na sindrome de Rean.

de modo que = participacfo do oncogene mygb ouw da  banda 4922 no

comportamento agressivo da lesBo estudads nBo pode ser avaliada.
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B. Tumores epiteliais

B.fi. Fele

A maior parte das andlises citogendticas de lesdes de
pele citadas na literatura Toi realizada em melanomas: principalmente

metasthticos havendo um nQmero menoy de veferénciss em lesdes mela-

nociticas henignas & em outvros tumores de pele (PARMITER et al..

19385 0YAMA. 1994). 0 melanoma constitui um modelo para a andhlise de
carcinogénese. Ess: doenga comega como um nevo melanociticos. que
algumas vezes evolui para nevo displistico ¢ posteriovmente para o
melanoma primhvrio (KACKER et al.. 1990). Seus achados citogenkticos
gevalmente consistem de um grande nlmevo de cblulas ancuplbides com
miltiplas anomalias e envolvimento nBo casual dos cromossomos f.
P 1@s 11 & 192 particularmente do $. &6 ¢ 7 (LLIMON et al..
192825 PARMITER et al.. 1922845 TRENT et al.. 192895 NEDOSZYTSD et al..
i292). 0Os rearranjos mais especificos sdo aqueles das bandas 4pidi-
PR, fgifi-aqiR. Gpidi-qii, Sqii-al7 e 7qii (MITELMAN et al.. 1990%
TRENT et al.. 1990). Emhora també&m presente em vhrios outros tipos
de tumor,. alteracdes numéricas e estruturais do cromossomo i sdo as
mais Trequentes (MITELMAN., 49853 TRENT et al.. 1989) e tém sido
associadas com a progressio 2 o grau de malignidade (BALARBAN et al..
12845 PEDERSEN et al.. 128415 TRENT et al.. 1789).
E interessante ques no presente trabalhos:. entre as diver-
alteragdes numdéricas e estruturais ndo clonais observadas em um
de nevo (691)s foram detectadas translocagdes dos cromossomos

2. Em uma cklula. a translocagho envolveu a banda ip34. onde




mapeado o gene para a sindrome do melanoma-nevo disgplistico
(BALE et al.. 4198%2% BRUNS & DRACOPQLI. 199257 SANDRERG, {990Q). Essa
doenga ¢ herdada com padrfo de heranga autossOmico dominante e se
cavacteriza pela presenga de nevos pigmentados que frequentemente
evoluem para melanoma (GREENE. 19845 KRAEMER & GREENE. 4198%: RLACK &
HIUNT 4 1996, Deve ser destacado também que translocagdes da banda
ip3é6 jh foram descritas em cklulas malignas de pacientes com melano-
ma (PEDERSEN et al.., 12846% COUAN et al.., 1980: WKACKER et al.. 41990).
Em wista dissos. e considervando que um nevo benigno  pode  sofrer
diferenciagdo anormal e progredir para uma neoplasia (RICHMOND et
al.s 192846). 05 achados citogenkticos do caso 4921+ embora nio clo-
naiss podem indicar sua tvansformagio e reforgam a wtilidade dos
dados citogendticos no progndstico de lesdes benianas ou pré-malig-
NAS.
0 caso 6914 foi o dnico da amostra que apresentou “double
minutes” (IM) em uma de suas cédlulas, o0 que parece ser um achado

casual ou representar um artefato de técnica. Oz MM ABSIM COMO an

regites homogeneamente coradas (HSRY., constituem aberragdes cromos-

somica rvaramente observadas em cblulas normais (BRODEUR & SEEGER.
1224) . No cincer humano vepresentam citogeneticamente o Fendmeno ds
amplificagio génicas. em especial de oncogenes. ¢ da sensibilidade a
agentes quimicos (SREEKANTAIAH & RBHARGAVA., 4992). Embora essas ano-
malias sejam encontradas em diversos tipos de neoplasias. elas
prevalecem nos newroblastomas humanos nBo tratados. especialmente os
IM: & resultam da amplificagio do oncogene N-mye (BRODEUR & SEEGER.
19845 FRANKE et al.. 1984).

A grande maioria das células de uma cicatriz hipertrdfica
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(caso 854) mostvou carvibtipo normal & duas cklulas revelaram trisso-
miass monossomias. em  ums asssociada com um cromossomo  marcador.
que foram considerados achados esporddicos. A cicabtviz & um processo
benigno ques entretanto. pode aparecer associado com cancer (HOLLARD

& FREI. 41982). A rvevisio bibliogrifica realizada nBo identificou

estudons citogenkticos nesse tipo de lesio. de modo que oz vesultados

normais encontrados nio pudevam sey compavados com outros dados
literatura.

Adinda no grupo das lestes de pele. Fforam estudadas as
amostras de dois carcinomas basocelulares (caso 704 & 704) &  uma
delas mostrou alteragdes citogenkticas que mevecem sev discutidas.
Foram observadas varias cklulas com abervagdes cromossdmicas estru-
turais nBo clonaiss como as translocagdes t(3:18) e (425 43) duns
deficigncias envolvendo o mesmo segmento do brago longo do cromosso-
mo 2 & uma deficigncia do hrago cuvrto do cromossomo 7. entre outvas.
Ezses achados: aparentemente casuais. se tornam interessantes quando
comparados com aqueles Jh descritos na  litersatura para  algumas
lesfes de peles em especial carcinomas basocelulares e espinoceluls-
res. Tais tumores mostram frequéncias elevadas de rveavrvanios ndo
clonais:s alédm de alteragdes clonais simples ou mdltiplas citogeneti-
camente ndo relacionadas (MERTENS et al.. 1992).

Segundo MERTENS et al. (4989b)x as anomalias ndo clonais
na realidade vefletem pequenos clones celulares ques  em fungio  do
nmero de céklulas estudadass nAo s8o caracterizados como tais.
Contudo, em dois carcinomas basocelulares estudados por OYAMA (19%1)
e no presente casos o ndmero de metdfases analisadas apds bandamento
G foi suficiente para revelars com uma probabilidade de 20%. clones

com frequincia de pelo menos 2% (HOOK. 1977y, DNeve ser salientados




povEm. que a defici@necia do brago longo do cromossomo @2 detectads
nao foi considerada clonal em fungio dos critérins adotados. mas tal
possibilidade nBo pode ser totalmente descartadsa.

A observagio de diferentes clones citogeneticamente ndo
relacionados em lesdes de pele (JIM et al.. 4192883 ALEDD et al..
1989as HEIM et al.. 199%9a % DY AMA » £994) sugere origem policlonal
nesses casos (HEIM et al.. 4198%a:s  SCAPPATICCI et al.. 19893 CASATI
et al.. 1999). A presenga de focos primarios mbltiplos em prepara-
Bes histoldgicas de carcinomas epiteliais vém ao encontro dessa
hipdtese (SLAUGHTER et al., 1953), do mesmo modo que o fato do
tecido estar constantemente exposto a agentes carcinogénicos como =&
luzr ultra-violeta. o que aumenta a probabilidade de diferentes
cédlulas zofrerem transformagio (MERTENS et al.. 198%a. 1992). Entre-
tanto., os diferentes clones também podeviam ser resultado de uma
selegdo ocorrida in wvitro e nBo vefletivrem a situagio in vivo. HEIM
et al. (19899h). em um estudo da evolugio cariotipica de um carcinoma
espinocelulars descartaram tal pogsibilidade. Seus resultados mos-
tyaram que as condigdes de cultivo nfo sb nio foram responshveis
pelo aparecimento das mhltiplas aberragdes CcromossOmMicas. COMD EXET
cevram uma pressao seletiva negativa sobre 28 mesmas.

Uma outra explicagdio para a presenga de mdltiplos clones
em lesdes de pele é a ocorréncia de uma mutagio que confere insta-
bilidade gendtica e susceptibilidade & agfio de vdrios agentes Tisi-

cos e quimicos e leva a aquisigdo de constituigio gendtica heterogé-

nea (AXELROD & KUCZEK. 1989:% FATHAK, 1989/1990). As aberraafes

cromossdmicas seriams portanto. secundhrias a essa mutag@o. o que

indicaria origem monoclonal & n3o policlonal dos tumores CWOLIKMAN A
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19845 HOLLIDAY. £989).

Maiz recentemente, MERTENS et al. (1292) sugevivam gue as
alteragdes presentes nas lesdes de pele nBo tém importincia patoge-
netica no inicio ou progressio desses tumores. em virtude da aus@n-
cia de denominadores citogenkticos comuns. das discrepfincias entre
os achados citogenkticos & os dados obtidos em estudos de citometvia
de fluxos & do gvande ndmero de rearvranjos observados.

Em relagdo especificamente as translocagdes ¢ deficidn-~

ciaz detectadas. deve ser salientado que rearranjos clonalis € nao

clonais de acrocEntricos s8o0 comuns em lesdes cutBneas e podem estar

relacionados com o sew desenvolvimento (MITELMAN. 498%5: ALEDD et
al.. ({9885 HEIM et al.. 19883 OYAMA. {99i). 0 segmento 7p. que esth
envolvido frequentemente em anomalias estyuturais de lesdes melano-
citicas (PARMITER et al.. 1988:% TRENT et al.. 198%9:%: MITELMAN et al..
1990): parece estar associado com o aumento na expressio do  gene
para o receptor do fator de crescimento epidérmico. localizado em
Tpi2-pi32 (McALPINE et al.. 1992). o que pode conferiv wvantagem
seletiva de crescimento para a lesio (LIMON et al.. 19883 S0Z7ZI et
al.. {99e).

Com base em todas essas observagdes, & preciso cautela
para considerar o aparecimento dos rearranjos detectados no carcino-
ma basocelular estudado como mevamente casuais. muito embova ndo

tenham sido classificados como clonais.
B.2. Glandula

0 hepatoblastoma & um tumor raro de fiagado que ocorre

principalmente em criangas. Existem apenas dois trabalhos que rela-
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tam 2 presenga de clones anormais nesse tipo tumoral (BARDI et al..
1994) e um deles detectouws  entre outras anomalias,  wum  Cyromossomo
derivado do 1?. resultante de uma translocagio t(4:49) (PETKOVIC et
{98%a). 0 caso 722 do presente trabalho. portador do neoplasma
em questdos. apresentou trés células com perda do cromossomo
Levando em conta as observagdes da literatura, & possivel que o8
ultados obtidos ndo sejam casuais. Contudo. hd necessidade de um
maior ndmero de dados para suwgerir gque as alteragdes do cromossomo
1?9 possam ter importidncia nesse tipo de lesdo.

0 adenocarcinoma gdstrico & um tumor de estdmago relacio-
nado com fatores carcinogénicos. 0s dados da literatura tém revelado
que anomalias estruturais dos cromossomos 4 e 4. em  especial  da
handa {pP2, e trissomia dos cromossomos & & 9 80 eventos comuns
nessa lesio (CASARTELLI & ROGATTO. 498435 SANDRERG. 19905 PANANI et

al.s £1292). Sequndo XIAD et al. (i9922), a trissomia do cromossomo O

indica um subgrupo citogendtico nessa entidade. 0s achados citogend-

do adenocarcinoma gdstvico estudado (caso 740) compreenderam
trissomia dos cromossomos { e 8 e deficiéncias parciais dos cromos-
somoes £+ 2Py 4 2 P4 com quebras nas bandas 1p324. 2qg23. 4921 e Pq22.
entre outras alteragdes.

As  informagdes da litevatura coincidem com os achados
citogendticos obtidos e sugevrem que eles. mesmo tendo sido observa-
dos como eventos esporddicoss podem estar relacionados com o desen-
volvimento do processo maligno. pois o ndmero de cédlulas estudadas
foi pequeno & talvez insuficiente para a detecgbo de um clone.

Com relagho ao caso 748, uma lesio hiperplbsica de tirbi-

des Foram observadas trissomias. monossomias & poliploidia. Essas
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anomalias parecem representar eventos casuais. embora outros autorves
Jjd4 tenham feito referéncias semelhantes em células de bdcio multino-
dular (GAMA 4 1994: ROQUE et al.. 199P) & de adenomas de tivdide
(ANTONINI, 1992). & sugerido que tais achados possam ter um papel
importante na patogénese das lesBes proliferativas da tirdide ou

mesmo na sua progressiio (ROQUE et al.. 1992).

B.3. Outros

Os vesultados do caso 840, um cisto primovdial. compreen-
devrams  entre  outrac. spis cklulas com trissomia C. Apesar dos
cromossomos  extras ndo terem sido identificados eles apresentaram
morfologias diversas, portanto. as trissomias encontradas provavel-
mente nio envolviam o8 mesmos cromossomoss mas podem indicar insta-
hilidade do tumor. Dada a auséncia de dados na literatura sobre esse

tipo de lesio. os resultados aguardam confirmagio.

C. Tumoresz formados por maiz de um tipo celulary ouw de  origem

incerta

Andlises citogendticas de sarcoma de Ewing. um  tumor
maligno de osso. tém revelado um rearvanjo cromossomico consistente
que  envolve as  bandas {1494 e 22pi2 (TURC-CAREL et al.. 419003
SANDRBERG. 1990) associado ouw nfo 3 hiperdiploidia (KODAMA et al..

19943, Tal rearranjo nao foi observado no caso 724 analisado. quLE

manifestous. alédm de cédlulas normais. um grande ndmero de anomalias

estruturuis & numéricas esporddicas.
Ds teratomas sdo doengas do desenvolwvimento embviondvio

associadas algumas vezes = anomalias congénitas e =a  aberragdes
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cromossomicas constitucionais (HOLLAND & FREI. 49282). Apenas cklulas
com caribtipo normal e poliploidia s8o descritas na literatura
(SANDRERG 4 199¢) s 0o que condiz com o3 achados do material presente-
mente estudado (caso 848).

Os resultados obtidos da andlise de um tumor de Uilms
(caso 243) Fforam interessantes. principalmente pelo fato de que aték
o presente nfo foram descritos nessa patologia.

Esse tumors também chamado nefroblastomas. & a neoplasia

renal mais comum na inftdncia e corvresponde a 6% de todos os neoplas-

mas pedidtricoss com uma incidéncia de 1:40.000 recém-nascidos

(COMPTON et al.., 41988:% ROWN et al.. 492€9: COWELL et al.. 19289).
Histologicamentes mostra grande diversidade e & indistingulivel das
fases iniciais do desenvolvimento do rim (SKUSE & ROWLEY. 198%:
WANG~WUU et al., 1990). A maioria dos casos & esporddica e cervca de
1% ¢ familial., com padrdo de heranga autossdmica dominante. expres-
sividade varidvel e 43% de penetrdncia. 0 tumor gevalmente ¢ diag-
nosticado na idade de 2 a 9 anosg & pode ocovver uwuni ou bilate-
ralmente. Todos oz casos bilatevais ¢ cervca de 30X dos unilatevais
parecem ser herdados € tém idade de mamifestagio mais precoce que os
esporddicos (HOFFMAN, 1989: SANDIRERG. 1990).

Oz pacientes com tumor de Wilms podem apresentso  oubvas
anomalias fenotipicas que incluem anividias hemi-~hipertrofia. nevos
piamentados, alteragdes renais e citomegalia visceral (MILLER et
al.: 12443 SKUSE & ROWLEY.: 19289). Entre eles & definido um subgrupos
referido como complexo WAGR. que apresenta tumor de Wilms. aniri-
dias. displasia gonadal e rvretardo mental (NARAHARA et al.. 1984;

SEAWRIGHT et al.. 198835 WOLMAN et al., {99¢:i SANDBERG. {99@). També&m
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na sindrome de Beckwith-Wiedemanns gque inclui onfalocele. macroglos-
sia & macrossomias o0 afetados apresentam um risco de 5 a 10¥ de
desenvolverem neoplasias embrionhrias. inclusive tumor de  Wilms

(LITTLE et al.. 19885 RBROWN et al.. 1992). Alguns deles apresentam

anomalias cromossomicas constitucionais envolvendo o brago curto do

cromossomo 1is especificamente a regifo 14ipiS (HENRY et al.. 1989).
Com base no estudo de 58 cazos familiaie de  tumor  de
Wilms. a exemplo do que havia sido proposto anterviovrmente para o
retinoblastoma (KNUDSON,  1971).  KNUDSON & STRONG (1{972) concluivam
que tais tumores resultavam de duas mutagdes somhticas. Alguns anos
depois. foram descritas defici®ncias intersticiais do brago curto do
cromossomo 14 em pacientes com a associagio anividia-tumor de Wilms
¢ e2m gemesns monozigbticos concovdantes pars  anividia & retavdo
mental. mas discordantes para tumor de Wilms (FRANCKE et al.. 19783
VEKEMANS et al.. 1282). Esses achados reforgaram a teoria dos dois
passos mutacionais para o desenvolvimento do cancer (SKUSE & ROWLEY.
1989) 4 também confivmada pov um grande nlmero de dados moleculares.
A perda da hetervozigosidade para marcadores do segmento
$4p no tumor de Wilms foi descrita simultaneamente pov quatro grupos
em 1984 (FEARON et al.., ({9845 KOUFDSE et al.. (92845 ORKIN et al..
1984% REEVE et al.. 1984) e posteviomente observada poy outros
pesquisadores (BROWN et al.. 412895 MANNENS et al.. 1i9290). Oz resul-
tadoss associados aos dados citogenkticos. evidenciaram que dois
geness em 1ipi3 e 14ipi%S. estBo associados ao tumor de Wilms mas nHo
sA0 0 mesmos responshveis pela aniridia (DAVIS et al.. 19881 GRUNDY
et al., 1988:% LITTLE et al., 12885 HENRY et al.. 1989:% CALL et al..
19905 FRANKE. 19923 PRITCHAR~JONE et al.. 192903 WADEY et al.. 1990).

0 fato de dois genes participarem ns iniciagQo desse tumory indics um
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processo altamente complexo que deve atuar no desenvolvimento do vyim
(HOFFMAN, 1989). E possivel mesmo que outvos genes também esteiam
envolvidos, uma vez que algumas descrigdes recentes tém mostrado
casos  familiaiz de tumor de Wilms sem qualquer vearranjo constito-
cional em 1ip. tanto em nivel citogendtico quanto em nivel molecular
(GRUNDY . 198335 HUFF et al.. 1988).

No paciente 948, ndo foi detectada gqualquer anomalia

fenotipica aldm do tumor ow histdria de casos semelhantes na famd-

lia. A andlise dos linfdcitos também ndo revelow alteraades consti-
tucionais em 14ipi3~4% ou em outvas bandas cromossdmicas. As células
tumorais. contudos, exibivram um grande nlmero ¢ variabilidade de
associagdes telomkricas.

Os teldmeros sdo estruturas especiais localizadas nas
extremidades dos cromossomos que. apesar de ndo contevem genes. sdo
vitais para a integridade dos cvromossomos. mantendo-os esthveis e
impedindo-os de se Ffundivem espontaneamente (SALTHMAN. 492895 HECHT &
HECHT, 1994: MOYSIS, 41994). Sua importancia ¢ tal que os teldmeros
foram altamente conservados ao longo da evolugio. sendo encontrados
desde em protozoarios até no homem (HASTIE & ALLSHIRE. 19893 MOYZIS.
: g Ly

Associagbes teloméricas sfo eventos raros em linfdcitos e
fibroblastos normais na espécie humana, mas jd Tovam observadas em
células senescentes (BENN, 41976). expostas a virus (SALTHAN et al..
1982 ou cultivadas na  presenga de afidicolina  (FUSTER et
al..i29@). Albkm disso. também t&m sido encontradas em portadores de
ataxia telangiectasia. de xevoderma pigmentoso e da sindrome de

Thibevge-Weissenbach (DUTRILLAUX et al.. 19785 FUSTER. 1929¢% CASATI.
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{924, 0 mais intrigante & o nlimero crescente de descrighes a res-
peito da ocorvéncia dessas associagdes em vhriaz lesBes benignas e
em alguns tipos de cincer (PATHAK . 1938 SANDBERG . 199¢: FETEIN &
VERHEST, 1992). A primeira descriedo em neoplasias foi feita por
FITZGERALD & MORRIS (41984) em dois pacientes com leucemia linfociti-
ca & outras se seguiram em leucemia linfoclitica aguda (MORGAN et
al.. 19864), em histiocitoma Ffibroso maligno (MANDAHL et al.. {985).
em mixomas cardiacos (DEWALD et al.., 1987), em tumores renais
(KOVACS et al.. 19287). em carcinomas espinocelulares (ALEDD etal..
1988, 198%9b5 FATHAK et al.. {988) ¢ em ums linhagem linfoblastbide
de um paciente com linfoma (SALTHMAN et al.. 19289).

Foi sugerido que as associagdes telomdricas podem ser
resultado de alteragbes na estrutura e  fungio dos  teldmevos
(FRITGERALD & MODRRIS: 41984). Esses clementos apresentam sequincias

de base rvepetidas (FARR et al.. 12241 CREIDER. 1991) & s90 alongados

pela agio da enzima telomevase ouw encurtados pela agdo da  enzima

primase durante a sintese de DNA (HECHT & HECHT., 19%24i). & presenga
de sequéncias repetidas andlogas poderia facilitar o pareamento de
teldmeros antes da duplicagdfo cromossdmica. levando a posteriores
associagies caso fTosse mantido o pareamento na etapa seguinte do
ciclo celulars o que poderia ocorver em consequéncia de condigbes
especificas. tais como senescéncia. viroses. agentes quimicos e
neoplasia (HOLMQUIST & DANCIS. 19795 PATHAK et al.. 198351 SALTHAN et
al.. 19289% FUSTER et al.. 19925 HECHT & HECHT. 1{994).

A redugio das unidades de rvepetigio teloméricas id  foi
observada em células somdticas que sofreram muitas divisdes. como
aquelas provenientes de alguns tecidos de individuos idosos (HASTIE

et al.., 1992). Foi também detectada em carcinomas de pulmio. ovhrio
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chlona hesens & renais. entye elesy tumor de Wilms (HASTIE et al..
199¢%  BARDI et al.. 1994% SCHWARTZ et al.. 1291% HOLZMANH et al..
19923 PETEIN & VERHEST, 1929R2). 0 encurtamento progressivo do teldme-
ros provavelmente decovrente da perda da enzima telomevase jh veri-
ficada nessas condigdes (HASTIE et al.. 199@). pode tornar os cvro-
mossomos menos estdveis e facilitar o aparecimento de vearranjos.
pontes cromossomicass deficiéncias e duplicagbes (PATHAK et al..
198825 HASTIE & ALLSHIRE. 198%9:% HOLZMANN et al.. {992). ou afetar a
expressio  de genes prboximos ao local (SALTHMAN et al.. 1289). Sus
participagfo. portanto. n@o pode ser exclulida do desenvolvimento e
progressio do processo maligno (HECHT & HECHT. 1994).

A auséncia de fragmentos no caso 9268 e a baixa frequén-
cia de células com translocagdes reciprocas ou segmentos intercén—
tricos nfo identificados. esperados em virtude da formaeio de pontes
cromossdmicas, pode ser explicada pela presenga de um dnico centrd-
mero ativo ou da formagio continua de associagdes telomdricas. A
aparente nfo casualidade de certas fusdes indica que algumas asso-
ciagfes tém maior probabilidade de ocorréncia ou entdo sfo vantajo-
sas para as células.

Em relagfo 3 presencga de dois ou mais centrdmeros em um
cromossomos jda foi observado que alguns deles sfo inativos.: pois ndo

exibem proteinas detectdveis por anticorpos anticinetocoro (SALTHAN

et al.. 1999). e seuw NNA duplica anteriormente ao dos centromeros

ativos (WIG & STERNES. 4994). Interessante & que jid foram detectados
cromossomos de chlulas tumorais com seu bnico centrdmevo inativion
que pode conetituir um dos mecanismos da génese da  ancuploidiza  em

clncer (VIGC et al.. {989y (9905 VIG & STERNES: 1971).
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0 papel da poliploidizagBo nesse caso & desconhecidos mas
pode corvesponder a um dos passos oncogenéticos que foi precedido
pela mutag@o vresponshvel pelas associagdes terminais. As monossomias
ohservadasy em especial a perda do cromossomo 17, podem tambbm com-
preender  alteraghes secundirias que levam a defici@neia de genes
importantes no processo neoplisicos. como o pS3.

Estudos moleculares do tumor. tails como a investigagio ds

presenga de  unidades de repetigio telombricas & da  expressio  de

oncogenes @ de genes supressoress podevio esclarecer alguns detalhes
dos mecanismos envolvidos nos rearvanjos observados & a3 relagio
entre  as anomalias cromossdmicas e a patogenecss  desse  tumoy  de

Wilms.




V. RESUMO E CONCLUSDES

0 cancer ¢ uma doenga gendtica somdtica. A transformagio

a progressido neopldsica envolvem uma série de etapas nas  quais
ocorrem alteragdes gendticas constitucionais ou adquiridas que in-
cluem aberragbes cromossomicas ¢ ativagdo ou perda  funcional de

genes especificos. A identitficaeio dessas anomalias pode ser valiosa

no diagndstico. progndstico e classificagio dos neoplasmas. além de

auxiliar na escolha de uma terapia adequada.,

0 presente trabalho investigou a ocorréncia de anomalias
cromossomicas em linfbcitos normais & em c&lulas neoplisicas de 29
pacientes. {4 com lesdes benignas & {5 com lesHes malignas. A anhli-

dos linfbcitos nho mostvrou alteragdes constitucionais. mas detec-
tou instabilidade cromossdmica significativamente maior nos pacien-—
tes com lesdes malignas que naqueles portadoves de lesfes benianas.
Tal achado sugere que a instabilidade cromossdmica pode ser um fator
predisponente da  doenga  ouw que a3 propyia condigBo maligna  induz
ingtabilidade genktica.

0 estudo das regides heterocromdticas dos cromossomos
2, 416 e Y. realizado em 24 pacientes. revelou inversdo parcial da
regifio 9gh em dois deles & aumento da mesma vegifo em um  outro.

achados nfAo foram significativos para sugerir uma relagho
entre heterocromatina constitutiva & clncer.

Alteragdes clonais foram ohservadas nas células neoplb

de trés pacientes. Um deless portador de leucemia lintbide
agudas apresentou a tranlocagio t(4:17:1i1) e outros com leucemia
mielbide aguda. mostvou monossomia 8 ¢ 15, & um cromossomo marcador.

Tais alteraades confivmam observacdes prévias do envolvimento desses
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romossomos em leuwcemia aguda.  0s achados cariotipicos no terceirvo
pacientes. que apresentava  tumor de Wilmss consistivam de fushes
telombvicas em 87.6% das methfases, com envolvimento de quase todos
08 cromossomos. As associagdes teloméricas s3o eventos raros. nédo
sendo conhecidas descrigfes de sua ocorvéncia em tumor de Wilms.
Embora =as alteragdes do DNA nas fusdes teminais nfo estejam  hem
esclarecidas.: & possivel que a instabilidade telomérica participe da
oncogénese & da progressfo tumoral.

Oz outros casos estudados no presente trabalho mostyravams
além de methfases normais. anomalias numbricas e estruturais nfo
clonais. E interessante gque algumas delas consistivram de rearvanjos
envolvendo cromossomos ou bandas cromossomicas freguentemente alte-

rados em tumores semelhantes ou nos seus corvrvespondentes com maior

potencial maligno. Esses resultados indicam que os estudos citogend-

ticos podem constituiv  um auxilisar importante no diagnbstico

prognbstico das neoplasiasz.




VI. SUHMHHARY

Cancer ig @A somatic genetic disease. The neoplastic
transformation and the progression of cancer arve consideved as
multistep processes in which sequentially acquired ovr constitutional

gqenetic  abnormalities occurva including chyomosome abevrvationsa

activation and loss of specific genes. The identification of those

abnormalities BN assist in the diagnosiss pPrognosis and
subclassification of the tumors. and hence in the selection of the
apprapriate treatment.

The present study  dinvestigated the fFrequencies
chyromosome anomalies  in neoplastic cells and lymphocytes  From
patients. 44 with benign and 1% with malignant lesions.

The analysis on lymphocytes showed no  structural
numerical constitutional alterations but detected a higher rate of
spontaneous  chyomosomal instability in patients with malignant
dicease compared to those with benign lesions. This finding suggests
that chromosome instability may be a predisposing Factor  Ffor  the
development of malignancies or that the malignant condition ditself
may cause genetic instability.

The study of heterochromatic reagions of chromosomes 4. 9.
14 and Y was pevformed on lymphoocytes From 24 patients.  An o inv (9D
was observed in two individuals and 2gqh+ in another. These results
were not sufficiently significant to suggest a velationship between
constitutive hetevochromatin and malignancy.

Clonal changes ware found in neoplastic cells from three
patients. One had acute lymphoblastic leukemia and a (42373544  and

another one had acute myelogenous leukemia and monossomy 8 and 159
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and a marker chromosome. Both Findings canfivm previous ohservrvabtions
of involvement of those chromosomes in acute leukemia.

The karyotypic fFindings from the third cases a Wilms’
tumor s consisted of telomemic fusions in 87.6% of metaphases. with
involvement of almost all chromosomes. Telomervic associations  are
vare events and, to our knowledges this is the Tirst description of
their occurvence  in Wilms’ tumor. Although the DONA  changes  in
terminal fusions arve not completely elucidateds. it is possible bthat
telomeric instabilities could play a rvole in  oncogenssis  and  in
tumor progression.

Besides normal metaphasess the other cases in the present
study  showed numerical and structural nonclonal abnormalitice. 0
interest is the fact that some of them consisted of rearvangements
invaolving chromosomes or chromosome bands commonly  veavranged  in

similar tumors or in their malignant counterparts. Those results

indicate that cytogenetic studies can constitute an important tool

in diagnosis and prognosis of cancer.
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VIII. APENDICE

VIII.i. Meios de cultura e solugibes

a. Meios de cultura

ai. Meio de cultura completo para lintdcitos e blastos do

sangue periférico

100m]1 de meio RPMI 1640 (CULTILAR)
20ml de sovo fetal hovino (CULTILAR?
P2:.1%m1 de solugio de penicilina/estreptomicina (CEME) .,
concentragio final de 125U0/ml2iP5ug/ml)
0
Sua estocagem fol feita a 4 C por cerca de 39 dias.
A.2. Meio de cultura completo para células de tumores sdlidos
120ml de meio HAM F-41@ (CULTILAR)
fiml de soluglo de penicilinaestreptomicina. concentra-
gao final de 125U/ml1i25uqg/ml)
5 10 ou 20ml de sovro fetal bovino (CULTILAR)
iml de solugio de glutamina 200mM
2ul de solugio de insulina
0
Sua estocagem foil feita 3 4 C por um periodo  aproximado

de 3¢ dias.

b. Solugdo de Hanks sem Ca e Mg

1200 ml de dgua desionizada
- Ba.Gg de NalCl
B.49 de KCI

229 de glicose




&0mg de KH PO
24

47:-5!“1 de Na HPO
2

A

|
£7mg de vermelho de Fenol

A solugio foi distribuida em wvolumes de 120ml e estocada

Foram adicionados difeventes antibidticos d solugio de
Hanks., de acordo com sus Finalidade, se pava transpovite ou lavagem
da amostra. A anfotericina B sd foi utilizada na solugfo de lavagems
em fungfo da sua toxicidade. 0Os dois tipos de solugdes Toram estoca-
o
das a 4 C por um periodo de atéd seis meses.
b.f. Para transporte de amostras
- 100ml de solugdo de Hanks sem Ca & Mg
- 2ml1 de solugdo de penicilina/estreptomicina. concentra-
ga0 Tinal de 250U/ml2%0ug/ml
®.,”ml de sulfato de gentamicina, concentraeio final de
@y @4mag/ml
o)
A solug@o foil estocada a3 5 C por até &6 meses.
b.2. Fara lavagem das amostras de tecidos
= 100ml de solugio de Hanks sem Ca e Ma
= Pml de solugio de penicilina/estreptomicina. concentra-
Ao Ffinal de 252U/mli2%0ug/ml
= @a.2ml de sulfato de gentamicinaa concentragio final de

@ Q4mg S ml

- S0ul de anfotericina. concentragao final de 2.5ug/ml
C. Solug@o de penicilina/estreptomicina (1R.500U/m] 242 .500uq  ml )

A solugdo de uso Toi obtida a partirv de:
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@.5ml de solugio mie de penicilina com concentragio de
1.000.000U/ml. prepavada 2 partir da solugBo comervcial dilulida em
hqua desionizada estéril

- iml de solugio mie de estreptomicina com concentragdo

de 500.000ug/mls preparada a partir da solugfo comercial dilufda em

hgua decsionizada estbkvil
- 38.,5ml de solugido de Hanks sem Ca & Mg.
&

Az zolucHez mie & de uso Toram estocadas a -2¢€ C pory  um

periodo de um ano 2 seis meses.

d. Solugfo de sulfato de gentamicina (Garamicina -~ SCHERING)
(P@L)/ml)
A solugio comercial. que possui concentragio de 20U/ml.,

0
pronta para uso. Foi estocada a 4 C pov oum ano @ meio.

2. Solugio de anfotericina B (Fungizon ~-SQUIRBR) (Sml/ml)

S2ml de anfotericina R
i0ml de Ahgua desionizada estbril
2
A solugio foi estocada a -2@¢ C.

. Solugdo de L-glutamina (PUREX) (2@0mM)

2:929 de L-glutamina
100m]l deds=olucho de Hanks sem Ca ¢ Mg
Apds esterilizagio por TFiltragfo. fToi estocada em aliquo-
4]
tas de iml a 2@ C por um ano.

g. Solugio de insulina (RBIOBRAS U-40) (40U /ml)

A solugio comercial possui concentragio de 40U/ml e por-




tanto. esth pronta parauso. e 4

h. Solug?ao de colagenase (GIRBCD — TIFD ii) (200u/ML)

A colagenase foil dissolwvida em meio Ham F-4@  incompleto

para obtengio de solugio com concentragio final de 200U/ml. Em
] 5]

seguidaa foli mantida em banho-maria a 237 C por duss horas @. a 4 |
por i2 a 14 horas. Apds esse periodo: a solugio Toi esterilizada por

Q

filtvragho e estocada em aliquotas de 2.5m] a -2 C por dois a tres

i. Solugdo de colquicina (HOUDE)Y (16.7ug/ml)
{+0mag de colquicina (uma pérola)

40ml de Agun desionizada auvtoclavada

A soluGdo foi distribuida em aliquotas de Sml em frascos

escuros  que foram autoclavados povr 39 minutos ¢ estocados a

até seis meses.

J. So0lugdo de colcemide (SIGHA) (Pug/ml)

A solugdo de uso Toi obtida a partir de:
= {00ug de colcemide em 1i2ml de solueio de Hanks sem Ca e
0
Mg (=olucho mie 1Qug/ml). Foi estocada a -20 C aphbs FiltragBo.

- 2ml de solugio mie de colcemide em 19ml  de

Hanks sem Ca ¢ Mg (solugio de wuso 2ug/ml). Fol estocada a

k. Solugdo hipotdnica de citrato de sddio (L%)

~ solugio aquosa de citrato de sdéddio 1¥%. estocada
0
temperaturs ambiente ou a 4 por dois a2 trés meses.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



1.

tres mese

Solugfo hipotdnica de cloreto de potissio (9.075M)

54599 de KC1 em 1009ml de dAgua desionizada
o
Foi estocada & temperatura ambiente ou a 4 C.

=
=

Fixador

3 partes de metanol
- § parte de Acido acktico glacial

Faoi preparado minutos antes do uso.

Tampdo Sorvensena. pH 6.8

- A49ml1 de solugfo A
5iml de solugio B
PA2ml de Agua destilada

0
Foi mantido a 5 C por no madximo seis meses.

n.f. Solugio A

14,4969 de difosfato de sddio (NafQ )
4
5e0ml de Ahgua destilads

n.2. Solughn B

O

i3:61ig de monofosfato de potdssio (KH PO )
e 4
S500ml de Aguan destilada

Solugho de tripsina (SIGMAY (2.2%)

oy

diois

B.iR20g de tripsina dissolvidas em 62ml de solugio

<

de




A soluglo foil preparada minutos antes do uso.

P. Solugino salina de FRS

B8:@a de NaCl

Qui2g de KCI1

£:45%g de difosfato de sddio (HNa HFD )

2 4
Q.29 de monofosfato de pothssio (KH 0O )
o A

10208m] de Agua destiladsa

o
A solugio Ffoi mantida a 4 C por

no maximo seis meses.

q. Solugio salina 2 x

[ B

B.7609 de NaCl

4,449 de C H Na 0O
b5 7
- 500ml de Agua destilada
0

A solucBo Foi mantida a 4 C por no mhximo seis meses.

r. Solucio de hidrbxido de bhrio (5%)

- 3.0 de Ba(OH)Y .8H O

o 2 |
- .

o
Agua desionizada na temperatura de 50469 C

L2 7

Hml de

0

Foi filtrada em papel de Fltro ¢ estocada a 4 L por cevea

de quatro meses.
5. SolughBo reveladora

2.09 de gelatina HMerck
{a@m]l de Acido fhrmico puro

100m] de Agua desionizada

[u]
minutos & mantida % 4

solugdo foi agitada por 1@




t. SolughBo aquosa de nitrato de prata (S503%)

- 4409 de nitrato de prata (AghD )

2.0ml de hgua desionizads

A solugio Toi armazenada em Frasco escuros bem fechado &
0
envolto em papel aluminios. & mantida a 4 C.

u. Corante Giemsa (MERCK) (2%)

A solugdao mae foi obtida dissolvendo~se @.5g de Giemsa em
0
23ml de glicerina duvante aproximadamente duas horas. A A2 Ca 1
banho maria. Apds o esfriamento. foram adicionados 33ml de metanol e
a solugio foi mantida em vidro escuro por cerca de wuma semana. Apds
cose perfodo:. @ solugio foi fFiltrada e estocada & temperatura ambi-
ente.

A solugio de uso foi preparada diluindo-se @.5ml d=a

soplugdo maAe em 24,5ml de tampido S8rensen. imediatamente antes




VIII.2. Ficha padronizada para realiza¢do de exame citogenético

l.aboratbrio de Citogenética Humana - Departamento de Biologia

IBRILCE - UNESPF

- Rua Cristoyio Colombo, 2265 — Jdim. Nazareth

CEF 15054-000 ~ S%o José do Rio Freto - SF

PACIENTE

Nome RS aeats ==
Endevego

Hospital

HEDICO

Nome

HATERIAL

one (Q0172) 24-49466, rvamais 57 e 72

evas Datza Nascimento

Sangue () Medula Ossea () Nddulo linfdtico () FPele () Tecido Tumorzal

ODUtro8. cceesesasnesasss Data Colheits
DIAGHOSTICD CORSIDERADO

Leucemia tip0 coeeees

l.infoma tipo
Frimivrio
INFORMAGOES CLINICAS

D.mieloproliferativa tipo ........ Preleucemia
D. de ckl. plasmhtica .c..cveeanee Tumor sblido tipo

Dutro:

(1)

i. Em c=aso de retardo mentzxl e/ou malformagdes. descreva os principais

sinais clinicos:

2. Em caso de doenga

I I I I T I I I I I I I A A A

hematoldaica:

&) Medula: % Blastos ........ corpos de Auer ( ) celularidade

rielagin

setor er

L/I:-: L B L
itvdide

setor mieldide

setor megacariocftico ...

b) Sanague periférico: ¥ de blastos na peviferia ....

contagem

) Diferencials:

de: gl.brancos ..... al.vermelhos... plaquetzas...

..

promielo... mizlo... segment... So0s8ino... baso...

3. Cronologia da doenga: data do dizgndstico. . e e

presente condigdo:

Terapia: Quimio -
Radio -
Outras:

Outras informagde

: estdvel () ativa ( ) relapso ( ) desconhecidsa
infcio em duragio ...

infcio em . duragio .

NI CIo M. e anine SUUERGRO iafbte oo

s: Dcupagio do paciente

Exposigdo & carcindgenos: tipo

Histdriz
Radiogra
Fumante

Coment&rios ceseises

familizl de neoplasia (
fia recente ( ) AP0 Sicieisiels

¢ i ganros d gl e s aiaiets

AVA
6 7 Eunespw 12 13 14 15 1e 17 18

19






