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I. INTRODUEAOD

I.i. Neoplasias: definigdo e classificagio

0 termo neoplasia significa literalmente “crescimento
novo”s e neoplasma & a massa de cklulas resultante desse processo.
iz forma mais completa. um neoplasma pode sev definido como prolife-
ragbes locais de clones celulares atipicos, que apresentam cresci-
mento autdnomo € progressivo em virvtude de alteragdes induzidas por
fatores de diferentes naturezas. 0s neoplasmas sfo também conhecidos
como tumoves ou canceres. 0 termo tumov indica uma inchagBo de qual-
quer etiologia muito embova nem todos produzam inchagBo ouw  sejam
neoplasicos. Alguns deles sBo resultantes apenas de hemorvragia ou
edemas mas o wuso corrvente dessa palavra como sindnimo de neoplasma
consagrou seuw significado. O termo cancery & a denominagio Frequente-—
mente usada para todos os tumores malignos (ROBRINS. 192758 LLOFES et
al.. 1987).

Vdrios esquemas de classificagfo dos neoplasmas téEm
sido usados (RORBINS. 1975F HEIM & MITELMAN. 19287a). e modo aeral.
eles utilizam pavametros como o comportamento. =& benigno ou malig-
nos o aspecto histomorfoldgico ou., entfo, critédrios histogendticos
(LLOFES et al.. 1987).

Os tumores benignos sido lesdes que ndo pdem a vida do
hospedeiro em visco e as suas cédlulas nfo se intiltram nos tecidos
civcundantess ndo se separvam do clone primdvio e. portantos n&o
formam coldnias secunddrias ou metastdticas. Esses tumores tendem a
crescev  de forma ordenada ao longo de toda a sua superficie, salvo
s houverem obsticulos opostos pelos tecidos ao seuw redors &. guando

removidos, ageralmente proporcionam a cura do paciente. Em contraste.
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quase que a totalidade das células provenientes de lesdes malignas

possul a superficie de tal modo alterada gue sua adesividade as

células vizinhas fica reduzida. Isto permite sua infiltraglo entre
os constituintes dos tecidos novrmais civecundantes e a destvuigio dos
mesmoss sua  penetragBo nos vasos sangulineos e linfhticos. e  sua
movimentagfo até locais distantes formando coldnias secundivias. &s
chlulas malignas apresentam uma atividade veprodutora intensa o gue
confere wum crescimento vrdpido & massa tumorals € podem levar o
hospedeiro a morte (ROBRINS, 19275: LOFES et al, 1987).

A nomenclatura da majioria das neoplasias benignas ¢ feita
adicionando-se o sufixo "oma” an tipo celular que as constitui. As-
sims por exemplos sdo designados de miomas aqueles originados de cé-
lulas muscularess de adenomas os originados de células alandulares e
de lipomas os originados de c&lulas adiposas. Essa terminologia &
Gtil para tumoves benignos de ovigem mesenquimatosa. tais como  os
que crescem a partirv de mdsculos. o0ssoss tenddess cartilagem, gordu-
vas vasos, tecido linfdtico e fibroso. dado que suas células se as-
semelham as corvespondentes normais. Entretanto, as lesdes benignas
de origem epitelials citologicamente semelhantes entre si. 8o clas-
sificadas de modo vaviados, algumas com base na célula de origem. ou-
tvas de acovdo com o padvio histolbgico & outvas. ainda, conforme as
caracteristicas macroschpicas. For exemplo, o tevmo adenoma & apli-
cado tanto a neoplasias com arvanjos glandulaves quanto 3s que devi-
vam de gliandulas. embora esstas nfo apresentem necessariamente  tal
arranjo. 0 termo papiloma ou phlipo se refere a neoplasmas epiteli-
liais benignos que formam projesbes em dedo de luva ou vErTUCOSAS. A
partir do epitélio de superficies visiveis macro ou microscopicamsn-

L. Os tevmos cistoma ou cistadenomas POy sua vezs indicam grandes
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massas clsticas como aquelas que ocorvem no ovario (ROBRINS, (97%9).

Nio caso dos tumores malignos. a nomenclatwra & feita  de
acordo  com 3 origem do tecido afetado. Aqueles provenientes do
tecido mesenquimal sfo geralmente denominados savcomas, como o Fi-
brossarcomas que & composto por fibvdcitos., € 0 condrossarcomas
formado por condrdédcitos. Todavias hd alaumas excegdes a esta vegras
como & o caso das 1ov-emias e linfomas., que envolvem células san-
aguineas e afins. As neoplasias malignas que se originam de células
epiteliais de qualquer uma das trés camadas germinativas constituem
08 CRYCINOMAS. Cste dltimo grupo pode receber denominaGgdies mais
detalhadas de acordo com suas caracteristicas histoldgicas ou com o
brgfo envolvidos como por exemplos o adenocavcinoma das chklulas
renais e 0 carvcinoma broncog@nico. Além desses dois  grupos. oS
tumoves malignos podem ser classificados em neuvogénicos. quando se
originam do tecido nervosos. em tumores embrionfarios. quando surgem
de cé&lulas germinativas displisicas e em tumores de origem incerta
(ROBBINS, 197353 HEIM & MITELMAN. 1987a).

ClassificagOes mais amplas usam os termos simpless mistos
e compostos. de acordo com a semelhanga e origem das células. Assims
s80 considevados tumoves simples os formados por um sb tipo celular
e mistos oz gque apresentam mais de um tipo gevalmente derivados de
uma dnica camada germinativa, como os tumores mistos de alandulsa
gsalivar € o de Wilms. 0Os tumores compostos contém uma variedade de
tipos celulares representativos de mais de uma camada  germinativa.
Exemplos desse arupo sido o teratocarcinoma € o teratoma dermdide
(ROBRINS. 1975).

A Tabela 1 resume a classificagio das neoplasias benignas

e malignas. segundo HEIM & MITELMAN (1987a) com modificagdes.
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Tabela i. Classificagao das neoplasias benignas e malignas, segundo HEIM & WITELHMAN
(1987) com modificagoes.

I. Epitelial Carcinomas
Local de origem

Glandula salivar Agdenoma pleomérfico Adenoma pleomérfico maligno
Cistadenoma papilar
linfomatoso ou tumor
de Warthin

Carcinoma mucoepidermdide
Carcinoma adenocistico ou
cilindroma

Adenocarcinoma de células aci-
nosas

Tirbide Adenoma papilar. Carcinoma papilars folicular.
folicular e atipico medular e anapldsico

llente émeloblastoma beniano Aameloblastoma maliano

Estomago Folipose géstrica
Adenocarcinoma

Figado Hepatoblastoma

Intestino Folipose adenomatosa
Carcinoma de colon

ftero Carcinoma in situ
Carcinoma microinvasor
Carcinoma invasor

Ovario Carcinoma de ovario

Rim Hipernefroma
Nefroblastoma {(tumor de Wilms}

Bexiga Carcinoma das células transi-
cionais

Fele Carcinoma basocelular
Carcinoma espinocelular

Hama - Fibroadenoma
Carcinoma de mama

Fulmiao Carcinoma de pulmio
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Tabela {.

II.

(continuagio).

Hesenquimal
Tecido de origem

Hematopoiético

Huscular

Sinovial

Conjuntivo

Tumores neurogénicos

Tumores embrionario e
da célula germinativa

Tumores de histogénese
incerta

2 3 4 5 ©

Leiomioma

Neurinoma
Meningioma

Teratoma

Hevo melanocitico
adquirido
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Leucemia mieldide
Leucemia linfoblastdide
Leucemia mielobléstica
Linfoma de Burkitt
Linfoma folicular

Leiomiossarcoma
Rabdomiossarcoma

Sarcoma sinovial

Lipossarcoma
Fibrossarcoma
Condrossarcoma mixdide

Glioma
Neuroblastoma
Retinoblastoma

- Teratocarcinoma

Melanoma

Sarcoma de Ewing
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I1.2. Citogenética e cancer

As  primeiras referéncias a uma possivel relagdo entre
aberragdes cromossdmicas e neoplasias datam do fim do século passado
¢ foram discutidas pelo zodlogo alemdo Theodor Roveris. em 1{9i4. em
seus estudos sobre a teoria da mutagdo somdtica do clncer. De zacorvdo
com Boveris tais aberragfes seviam as modificagfes celulares respon-
sdveis pela transigdo entre a proliferagfo normal € a maligna. As
dificuldades técnicas da édpoca, entretanto, nfo permitiram gue suas
idéias fossem testadas. € as questdes relacionadas com o papel das
anomalias cromossomicas na génese do céncer sd puderam ser melhor
investigadas aproximadamente 4@ anos mais tarde. 0 desenvolvimento
de técnicas de cultivo de cé&lulas com o emprego de agentes capazes
de estimular e de interrvomper a divisdo celular, a aplicagio de
s0lugdes hipotdnicas que melhovavam a gualidade das preparvagbes & o
uso de tékcnicas especiais de coloragfo para bandamento cromossdmico
tornaram a analise cariotipica relativamente simples e acurada e
possibilitaram, dessa formas, o desenvolvimento da citogendtica do
cincer (SANDBERG. i98¢3: HEIM & MITELMAN. 1987a).

A primeiva anomalia cromossdmica consistentemente obser-—
vada em uma neoplasia humanas a lewcemia mielbide cvrdnicas consistiu
em um cromossomo do grupo 6 deficiente (NOWELL & HUNGERFORD. 1946@).
denominado Fhiladelphia ou Phl por TOUGH et al. (19641) e reconhecido
pory ROWLEY (192732) como um cromossomo 22 gque se apresentava envaolvido
em uma translocagios geralmente com o cromossomo 9. Desde entdo,
muitas alteragbes cariotipicas foram detectadas em PYOCessns
malignoss principalmente em leucemiass € o0s dados assim obtidos

contribuiram grandemente para a definigfo e o diagnbstico dessas
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doengas. assim como para o estabelecimento de subgrupos & parva o seu
progndstico (HEEREMA et al., 419853 LE BEAU & ROWLEY, {9863 NOWELL
et al., 1984; YUNIS & RRUNNIRG, 19846). For exemplos. a presenga do
cromossomo Fhiladelphia no tipo Mi de leucemia mielobldstica =@aawda,
e da translocagio t(8:i4)(qR4:5932) em leucemia linfoblistica aguda
estd relacionada com um mauw prognbstico. No entanto. os portadores
de leucemia mieloblistica aguda do tipo M2 com translocagio
E(BIR1) (gRR5a22) e aqueles com leucemia mielbide crdnica e cromosso-
mo Fhiladelphia apresentam vesposta satisfatbria a tevapia e. conse-

quentemente,  uma sobrevivencia velativamente longa (SANDBRERG. 19854

.LE BEAU & ROWLEYs 49864). A monitorizagio citogendtica da eficiéncia

do tratamento usados observando para isto o comporvtamento do clone
leucémicos, também tem se mostrado dtil nesses casos (HEIM &
MITELHMAN. 1987a).

Em relagd@o aos linfomass a correlagfo das anomalias cro-
mossOmicas com as categorias histoldgicas revela associagdes muito
especificas. 0 exemplo melhor documentado consiste nas trés translo-
cagbes vistas no linfoma de Burkitt, a E(8:314)(q24359382), @
E(2:8)(pi23q24) e a t(8:22)(gqR43q411). Todos ou praticamente todos os
pacientes portadores dessa doenga apresentam um dos reavvanjos cita-
dios . que  por sua ver s$ao muito raros em outvas neoplasias (YUNIS.
1984). Uma outra associagdo impovtante é a que ocorre entre os
linfomas foliculares e a t£(14:48)(q32:5921) (ROWLEY, 1988). Apesar da
consisténcia dessas anomalias nos dois tipos de linfomas. o seuw
valov progndstico ainda ndo foi esclarecidos provavelmente porque os
dados ainda sfo limitados e ndo permitem uma avaliagdo corveta dos
varios fatores que intevferem na sobrevivéncia do paciente (HEIM &

MITELMAN, 1987a).

AVA
AVAYEY

1 2 3 4 o © i unespr 12 13 14 15 16 17 18



No  caso dos tumores sblidoss embora na  Oltima dbcada
tenha sido publicada uma grande guantidade de  informagdes sobre
alteragdes cromossOmicas em vavios tipos diferentes de tumores. os
dados citogenéticos encontrados ainda sfo relativamente escassos.
Isto ocovrvre principalmente em consequeéncia das dificuldades tEcnicas
envolvidas., A complexidade caviotipica observada em amostras de
algumas lesdess obtidas quase sempre em estigios tardios da progres-
30 tumorals o vreduzido indice mitbtico £ a baixa qualidade das
methAfases constituem alguns dos obsthcoculos enfrentados. Apesar dis-
30y um nlmero crescente de dados sobyve anomalias cromossdmicas  em
tumores sblidos benignos e malignos tem sido utilizado na caractevi-
zagado € no progndstico dessas doengas. For exemplos a presenga de

numevosos marcadores em carvrcinoma das cdlulas transicionais de bexi-

ga  esth correlacionada com wuma maior agressividade da lesfo ¢ pode

s2v  wvaliosa na consideragio do tratamento a ser seguido. Do mesmo
modoy diferentes alteragdes cromossémicas observadas nesse tumor
associadas ao0s seus subtipos histoldgicos (SANDBERG. 19843
ATKINS. 198%9). Outro exemplo é a relagio entre um mau progndstico & a
observagdo de rvegides homogeneamente coradas (HSR), double-minutes
(dm) e abevragdes no brago curto do crvomossomo 1 em células de
newroblastoma (CASARTELLI. 19282).
fAs aberragies cromossdmicas também tém sido utilizadas na
identificagdo de neoplasias diversas, de natureza indiferenciada e
cujo diagndstico ¢ Ffrequentemente dificil de ser atingido. Exemplos
disso sd&0 o neuroblastomas o sarcoma de Ewings o rabdomiossarcoma &
o linfoma dsseo. As alteraedes do brago curto do cromossomo i em

newroblastoma. dos cromossomos 2. 3 e 43 em rabdomiossarcomas do
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brago longo do cromossomo i4 em linfoma & a presenga da translocagio
11722 em savcoma de Ewing podem fazer o diagnbstico de tais neopla-
sias. Além dissos a anblise citogenktica de efusbBes pleurais tem se
revelado de grande valor no diagnbstico difevencial de vhrvias doen-—
gas (SANDEBERG & TURC-CAREL . 1987).

Nos ftumores benignoss embora os resultados ainda sejam
muito limitadoss & geralmente aceito que a presenga de aberragdes
cromossdOmicas indica malignizagfo (SANDBERG, 19803 TEYSSIER et al.s
i985). Entretantos. alguns estudos veferem-se sobve a ocorveéncia de
anomalias em cklulas provenientes de lesbes benignas. tais como a
trissomia do cvomossomo 8 € a tvanslocagio reciproca t(4315)  em
nevos (RICHMOND et alas 1984). 08 rearrvanjos das bandas 1291i3~9i4 em
lipomas (DAL CIN & SANDEBERG, 1989: DAL CIN et al., 1988: FAULIEN
et al.. 1999). o envolvimento dos cromossomos 1. Pa ba 74 (2. 14 &
X, particularmente as regifes épie-24, 7q21-31, 12qi4-15, 14q22-24 ¢
a monossomia 22 em leiomiomas (BOCHOSIAN et al., 19883 GIRAS et
al., 19885 MARK et al.. 19903 MUGNERET et al... 19885 TURC~CAREL et
al.., 19883 KIECHLE-SCHWARZ et al.., 1990a,bi: NILEBERT et al., 1990:
VANNI et al., 1929@¢). a monossomia total ou parcial do cromossomo 22
e a perda do Y em meningiomas (ROGATTO & CASARTELLI. 1988). os
rearvanjos das  bandas Bgi2 e 1291i3-9i%5 & a defici@ncia do  brago
longo do cvomossomo 3 nos tumores de gl3ndula salivar (BULLERDIIEK et

al.. 19905 SANDROS et al.. 1990). Esses achados podema. em alguns

casoss  ser usados para fins diagndsticos. como um sinal do cardter

benigno da lesdos ou entdo para o estabelecimento de subgrupos
citogendticos como as  translocagoes t(iP314)(qid4-153549P3-24) I3
E(Ls2)(p36&ip2d4)s, a deficiéncia intersticial del(7)(qPi.2q34.2), & =a

trissomia do cromossomo 12 que determinam quatro classes diferentes

AVA
AVAYEY

1 2 3 4 o © i unespr 12 13 14 15 16 17 18



de leiomiomas (KIECHLE-~SCHWARZ et al.. 1990h).

Apesar dos problemas sem vesposta ainda sevem em  grvande
nhmeros as  informagbes citogenkticas.s ji obtidas em pacientes  com
cancevs tém sido cada vez mais usadas como um valioso recurso clini-

co no diagnbsticos prognbstico e monitovizagho dessas doengas. Al&m

dissoa. gragas & associagho dessas informagbes com as obtidas pela

binlogia molecular. alguns dos mecanismos patogenéticos envolvidos
na carcinogénese puderam ser rvecentemente identificados. Sem dOvida.
essa Area do conhecimento cresceuw muito desde o seu inicio no século
passado. Entvetanto. muitos dados ainda sBo necesshrios (HEIM &

MITELMAN, i987a).

AVA
AVAYAY

2 3 4 S 6 ¥ unespr 12 13 14 15 16 17 18



I.3. Riologia molecular e cancer

0 advento das técnicas de biologia moleculars. particular-
mente durante os anos 80, combinado com o vépido progresso nas Areas
da biologia celular ¢ tumorals tem ampliado dvamaticamente o enten-
dimento dos mecanismos implicados na iniciaefo e progressio neopld-
sica. A citogenktica & a tecnologia do DNA vecombinante tém conver-
gido para produziv informagdes mais precisas sobre as alteragdhes
gentéticas nas condigHes malignas. por exemplo através do wso  da
hibridizagio din situ com sondas para sequéncias localizadas nos
pontos de quebras cromossomicas detectadas em cédlulas neopldsicas
(WATSON et al., 19873 HEIM & MITELHMAN, 1987bi ATKIN, 1i989). 0Os dados
obtidos tém indicado que as anomalias cromossomicas modificam o
funcionamento de genes criticos envolvidos no controle da prolifera-
GAo ou da diferenciagio celular, ou de ambos (GORDON, 419853
FIMENTEL . 19853 ATKIN, 198%9: COROMINAS et al.. 1989).

Ne modo gerala. tves grupos de genes relevantes ao desen-

volvimento do céncer podem ser veconhecidos. 0 primeiro grupo &

formado pelos oncogenes que s3o genes que mesmo em dose simples,
induzem =a transformagio neopldsica em animais expevimentais ou em
linhagens celulares especificas. 0 segundo gvupo é constituido pelos
genes supressores de tumor ou anti-oncogenes, que $80 recessivos €
presumivelmente inibem o crescimento celular. Swa inativagBo. em
ambos os  howmblogos., deve ocovrver antes que detevminado tumor  se
desenvolva. Finalmente, o terceivo grupo, que ¢ bastante heterogé-
neos consiste de genes moduladores capazes de modificar a interagio
entve as cklulas neoplisicas e o ovganismo hospedeiro altevandos por

exemplos a resposta imune ao tumor (KLEIN & KLEINs 198%5).
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Ns  oncogenss foram inicialmente identificados em genomas
de um arupo de vivus de RNA. os retrovivus, sendo por isso denominas-
dos oncogenes virais (v-onc). Eles s@o apaventemente derivados de
sequéncias semelhantes presentes no aenoma de animais, os  proto-
oncogenes ou oncogenes celulares (c—onc)s 0% quais s&o0 incovporados
no  RNA viral por ocasifio da infecgio de clklulas de vertebrados por
retrovirus. 0s oncogeness atualmente em nhmevo superior a 50, sio
representados  por trdés letras velacionadas com o nome do vivus onde
oviginalmente Foram detectados. E suposto que os  proto-oncogenes
foram vigovosamente consevvados duvante o processo evolutivo & que
suas fungdes estejam relacionadas com o controle da divisio e proli-
feragdo celular, uma vez que seus produtos sdo fatores de crescimen-
to, receptores da membrana plasmdtica ou moduladovres da transmissio

de sinais atrvavés da membrana, alédm de substdncias que parecem atuar

no ndcleo celulars agindo dirvetamente na duplicagdo ou transcvigdo

do DNA (GORDON, 198%: KAHN & GRAF, 1988).

A proliferagio celular normal & o resultado de uma série
complexa de rveagoes mediadas pelos fatoves de crvescimento. Tais
substédncias reagem com os veceptores presentes na membvana plasmati-
ca emitindo sinais que sdo transmitidos ao ndcleo e resultam no
aumento ou diminuigdio da divisio celular. Existem muitas indicagles
de que os oncogenes podem intevferivy no controle desse processo  em
quatro niveis: na produgio aumentada de fatorves de crescimentos. na
alteragio de seus receptores de membrana, na transmissdo intra-
celular andmala de mensagens da membrana celular para o ndcleo, e
finalmente na interagido direta com as estruturas nucleares
(WEINBERG. 1985).

Fara que o potencial cancevigeno dos oncogenes seja atin-
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gido & necesshvios, preliminarvrmente, que eles sejam ativados atrvavés
die  mudangas regulatbrias ou estruturais. A melhor evidéncia de
ativagio por desregulagio, vesultando em expressio alteradas. & deri-
vada de estudos sobve rearvanjos dos locus do oncogene c-myc & das

imunoglobulinas em linfoma de Burkitt. Nesse caso especificos. o c—

myc & translocado para locais prbximos as sequéncias reguladoras das

imunoglobulinas sem sofrers contudo. modificaglOes importantes na sua
estrutura codificadora. Essa mudanga de posigio faz com que o onco-
gene permanega sob influéncia de mecaniesmos veguladorves de transcri-
Gaos que novmalmente mantém altos niveis de imunoglobulina nos
linfdcitos B, e dessa forma acarreta a expressdo elevada do c-myc
(BOEHM & RABRITTS. 198%9).

A amplificagfo de oncogenes também leva a quantidades
aumentadas de seu produtos embora a atividade por cdpia génica seja
normal. 0 exemplo melhor conhecido & o da amplificagio do N-mNc  em
newvoblastomas, que esth significativamente corvelacionada com  um
prognbstico desfavorbvel (BRODEUR & SEEGER., 1984).

A ativagdao de oncogenes por mudangas qualitativas do gene
estrutural envolve mutagdes em ponto ou alteragles de sequéncias
importantes. As mutagdes em ponto parecem ser de particular impor-
tancia no caso dos oncogenes ras (KUMAR et al., 1990). As alteragdes
de sequéncias génicass causadas por translocagfes rveciprocass cons-—
tituem o mecanismo mais frequente de ativagdo de alguns oncogenes €
geralmente resulta na formagio de um novo gene. 0 melhor exemplo & o
do oncogene c—abls que & translocado da banda 9934 para a  banda
22qii em leucemia mieldide crdnica. As investigagdes citogendticas e

moleculares., em muitos pacientes com essa doenga., mostraram que 08
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pontos de quebra em 224911 8o restritos a uma pequena regifo conten-
do apenas 5.8 gquilobasess que & chamada “"breakpoint cluster region®
(bcvyde 0O gene bov-abl quimbrico codifica um polipeptideo de P10
quilodaltons (Kd) nas cédlulas leucémicass =0 contrdrio do produto
abl novrmal de 145 Kd (GROFFEN et al., 1984: CHEN et al.. 1988).

Embova os processos de ativag@o oncog@nica sejam parcial-
mente conhecidoss pouco se sabe sobre as consequéncias dessa ativa—
£30. De qualquey modos. tal mecanismo & provavelmente insuficiente
para causay cAncer 1986) . Outras modificagbes genkti-
cas devem ser necessirvias para que o processo maligno ocorras.  entve
elas destacam~se as que afetam um outyo arupo de genes, os antionco-
AENEs .

A primeiva indicaeio de que mutagdes recessivas em célu-
las somdticas poderiam causar o cédncer surgiu de estudos sobre =

supressdo do fendtipo tumoral em cédlulas hibridas. formadas pela

fusfo de células normais e neopldsicas. Outvas investigagles, ao

longo dos anos. sugevivam que locos normais evam capazes de contro-
lar a expressio de proto-oncogenss & que a perda ouw inativagfo de

dois alelos teria wm papel crucial na aénese de muitos tumores.

genes veceberam o nome de antioncogensss genes SUpPressores ou
emevogenes (HEIM & MITELMAN. 1987b: OGREEN, 1i988: SAGER, 198%9). 0Os
estudos de neoplasias heveditlriass tais como o retinoblastoma & o
tumor  die Wilmse trouxevam muitas evidéncias de gue tal processo
ocorre em duas etapas independentes no desenvolvimento dessas doen-
Gas. A primeirva delas consiste na mutagfo de um  antioncogene na
linhagem gevminativa, de modo que o alelo anormal pode sey encontra-
do em todas as cklulas do organismo. 0 segundo passo compreendes 2

perda  ouw inativagdo do outro alelo em uma célula somdtica. Somente
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quando os dois antioncogenes estiverem altervados & que o processo de

malignizaglo ocorrerd (KNUDSON, 19855 CAVENEE., 1{986).

Na sua forma mais simpless essa hipdtese permite explicar
apenas o desenvolvimento do retinoblastomas. J4 que o tumor de Wilms
parece apresentar mais que um gene supressor (MANNENS et al..

SLATER et al.. 1992@). Entrvetanto. em outvras neoplasias. parece
ocovrer um processo de miltiplos passos no qual genes promotores e
supressores devem ter papédis fundamentais. Apesar dissos os antion-
cogenes continuam a sey desativados em apenas duas etapass. uwma para
cada um dos genes homblogos. Em fungio dessa idéia. os testes que
investigam a perda de hetervozigosidade nas células tumorais podem
ser  importantes na detecgio e cavacterizagio de genes supressores
(SAGERs 1989). Esses testes vubtilizam os polimorfismos de comprimento
dos fragmentos de rvestrigfo como marcadores de ligagRo e permitem =a
investigagio de perdas alédlicas em cédlulas tumorais de um paciente.
Tal pesquisa tem sido feita em DNA proveniente de diferentes

de neoplasias. & tem sido sugerida a influgncia de genes supressores
no  sew  desenvolvimento nos casos em que essa pevrda & confivmada
(MANNENS: et al., 1928835 DEVILEE et al.. 199¢:1 VAN der HOUT et al..
i99@: VORECHOVSKY et al., 199@).

Apesar do  agvande ndmevo de investigagdes sobre genes
recessivos  em cancevs existem atualmente apenas dois antioncogenes
bem estabelecidos no genoma humanos o do retinoblastoma no cromosso-
mo i3 & o P53 no cvomossomo 7. OQutro candidatos. no cvomossomo 14
parece estar envolvido com a manifestagdo do tumor de Wilms

(HOFFMAN, 19893 MARX, 19893 SAGER. 1989).
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I.4. Condigbes de cultivo de células tumorais

Um dos principais fatoves limitantes do estudo citogend-
tico de tumores sblidos & o baixo indice mitbtico encontrado na
maioria deless o que torna seuw cultivo necessirio para obtengfo de
methfases, € e©s55€e processo nem sempre & hem sucedido (SANDRERG et
al.. 19885 ATKIN., 4i989).

Uma cultura de células pode ser definida como sendo o
crescimento ou manutengdo in wvitro de cédlulas. dispersas naturalmen-—
te ou. no caso dos tecidos sdlidos, por desagregagio mecinica.

enzimdatica ou quimica (REY. 19847 FRESHNEY, 1987). . Existem dois

tipos bdsicos de culturas: as primdrias e as linhagens. As culturas

primdrias sdo obtidas divetamente a partir do tecido original e as
linhagens s&0 subculturas ad infinitum dos cultivos primdrios. As
culturas primdrias, ao contrdrio das linhagens, tendem a ter o mesmo
caridtipo que o tecido parental, ou sejas o ndmero cromossdmico € o
mesmo € a cromatina sexual € conservada (BIRD & FORRESTER, 1981:
LEIBDVITZ. 1986).

Alauns tipos celulares crescem em suspensios. mas outvros
necessitam de uma superflicie de fixagHo. Nesse Oltimo caso. as
cklulas podem apresentar morfologia fibroblastbide com formato irre-
gular ou alongado. ou epitelbides & portanto sevem poligonais
intimamente adevidas (BIRD & FORRESTER. 19813 FRESHNEY. 1{987).

0 ambisnte para cultura implica primariamente no fFrasco
de cultivos no meios na temperatura e na fase gasosa. 0 frasco deve
apresentar as condigfies adequadas para que as cédlulas se fixem nas
situagdes em que isso for exigido, e iniciem o crescimento. 0 meio

minimo & composto de aminodcidos e wvitaminas, suplementado com
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elementos  essenciais  ao metabolismo celular. & temperatura de

cultura depende do animal a partirv do qual a amostra foi retirvada e

oscilagdes de alguns graus acima ou abaixo do btimo podem destyuir

todas as ckélulas. Finalmente. o0s constituintes importantes da fase
gasosa compreendem o oxigénio e o gds carbdnico. cujos niveis variam
de acordo com o tipo celular e as condigbes utilizadas (FRESHNEY,
1987).

As culturas de cédlulas neopldsicas apresentam exigéncias
similares &s das cdlulas normais, entretantos © SUCESSO NESHES
casoss  principalmente nos tumores sdédlidos, € significativamente
menos frequente.

A morfologia pobre dos cvomossomos € a complexidade dos
caribtipos constituem os principais problemas dos estudos cujos
objetivos compreendem a andlise citogendtica (SANDEERG & TURC-CAREL,
i987). FPorédm, algumas inovagoes técnicas tém permitido a obtengio de
figuras mitdticas em ndmero e qualidade satisfatdrios. em especial
no que diz respeito a desagregagio tecidual, suplementagio do meio
de cultura, sincronizagdo da divisdo celular e hipotonizagio adequa-
da (REY. 198435 FRESHNEY. 1987). Apesar dissos. nem sempre sio obtidos
bons resultados & as preparagoes divetas s3o algumas veres utiliza-

pelo menos em alguns tumoves como os de colo de Otevo (ATKIN et
al.. 1i999®). Como nem sempre & possivel a obtengfo de methfases da
prdpria  lesfo por causa do baixo fndice mitdtico, uwsualmente siHo
necessdrios o0s cultivos de curta duragdo. Esses, assim como as
preparagies divetas, vefletem & constituigio cromossdmica do tecido.
uma vez que somente um pequeno ndmevo de divisdes celulares ocovrre
no peviodo de incubagio.

Ds turmcres sédlidos geralmente apresentam dreas necvdticas
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QULE » duntamentes com o tecido conjuntivos. a gorduva e os  colgulos.
necessitam ser retivados antes de seuw cultivo. 0 material tambbm
deve ser desagregado & o método mais simples para isso & o mecinicos
embova somente 1@ a 20X das células assim isoladas s3o0 wviaveis.
conforme vevela o teste com azul de tripano. As células mortas.
também presentes no matervials. costumam libevar enzimas poderosas que
podem destruiy 0os elementos vivosi: devem sevs por 1isso0s removidas ou
nevtralizadas (LEIBOVITZ. 198&). Um outvo tipo de dissociagio teci-
dualsy 2 enzimbtica, & geralmente exigida quando & necesshrio um
grande nflunero de células e a colagenase & a enzima mais comumente
usada por ser menos traumdtica (TRENT et al.. 1984).

Fara iniciar o cultivo, alauns pesquisadores dispdem
camadas celulares alimentadorvas na base do frasco sobre a  qual a
amostra & semeada. E provavel que tais camadas fornegam fatoves de
crescimento ou nutricionais imprescindiveis parva determinados
tumoves (LEIBOVITZ. 41986). 0 nlunero de células vihveis no inlicio da

cultura deve ser satisfatbrio de modo a compensar agquelas que nlo

i el % "~ = 5
adevem ouw que nao se dividem. Concentragoes de hxi@s a &xi@ et o N

las/ml  tém sido sugeridas como adequadass mas esses valores podem
variar de acordo com o tipo celular considerado (BIRD & FORRESTER.
i961).

A solugdo utilizada no transporte do espécimem ou durante
a dissociagio precisa ajudar a manter vivas as células e a combater
focos iniciais de contaminagdo. 0 meio de culturas por sua vez, deve
fornecer os componentes necessdrios para 0s  processos vitais  da
cédlula alédm de fatores bdsicos adequadoss como a pressio osmdtica e

a concentvagdo hidrogenidnica. 0Os vdrios meios disponiveis contém
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aminolicidos essenciais. wvitaminas. saiss carboidratos e outros com-
postos em diferentes proporgdes. 0s aminodcidos sdo necessdrios para
a sintese de proteinas e de dcidos nucleicos € para o transporte
ifnicos sabe-se que dez aminodcidos sfo considerados essenciais in
vivo e doze in wvitro. Muitas células também vequevem glutamina em
altas concentragies. em especial as transformadass; ou sejas agquelas
que adquirivam um fendtipo maligno sob determinadas condigdes de
cultivo (BIRD & FORRESTER. 1981).

A glicose é a fonte de energia mais frequentemente usada.
Na glicdlise, ela é metabolizada em piruvato, lactato ou acetacetato
e depoiss no ciclo do dcido citricos & convertida em gds carbdnico.
0 acdmulo de 4cido ldctico no meio de cultura de células transforma-
das sugere que o ciclo do dcido citrico nesses casos ndo deve ser
tdo eficiente in wvitro quanto in vive, e outras fontes de carbono.
provavelmente a glutamina, sfo utilizadas (FRESHNEY. 1987).

Fequenas quantidades de vitaminas do grupo B e oubtras.

cujas necessidades variam de acordo com as concentvagdes de  soro

usadass também s890 essenciais e muitas dessas substincias constituem

coenzimas envolvidas no metabolismo celular. 0s sais s30 os compo-
nentes mais importantes parva o controle da osmolalidade e do pH  do
meios € participam das atividades enzimdticas e da adesio das célu-
laz a0 frasco. Além desses. outros componentes como os nucleosideos,
0os intevmedifvrios do ciclo do Acido clitricos os piruvatos 04
lipideos devem estar presentes no meios principalmente quando as
quantidades de soro sfo reduzidas (FRESHNEY, 1i987).

0 soro constitui a fonte de determinadas proteinas e
hormbnioss mas an mesmo tempo pode conter substincias que inter ferem

no crescimento celulayry comos porv exemplos inibidovess toxinas. anti-
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corpos ou agentes infecciosos (FISHER et al.. 1959853 TOZER & FIRT.
12645 GUILEBERT & ISCOVE. 1974% HARRINGTON & GOOOMAN. 198@). As
alobulinas, =a fetulna e a transferina s3o protelnas séricas impor-—
tantes para a adesdo das células ao frasco ou para a neutralizagdo
de dons como o fervo., tornando-os menos tdxicos e disponiveis para
as reagles metabdlicas (FISHER et al., 19583 TOZER & FIRT. 1964:
GUILRERT & ISCOVE., 197&4). Alauns polipeptideos do soro também indu-
zem a proliferagio celular: sAo eles o fator de crescimento plaque-
thrio (ANTONIADES et al.. 19279). o fator de crescimento de fibro-
blastos (GOSFODAROWICZ & MORAN., 1974}, o fator de crescimento
endotelial (FOLKMAN et al.. 1979). o fator de crescimento epidévrmi-
cos o fator com atividade de estimulagio multiplicante e os fatores
de crescimento IGF-1i e IGF-2 (FRESHNEY, 1987). Estes dois Oltimos
sho polipeptideos que apresentam grande homologia estvutural & insu-
lina e ligam-se aos mesmos veceptores desse hormdnio que est@o
presentes na  superficie celular. Fodems desse modos promover =
captagio da glicose e aminodcidos pela célula, como faz a insulina e
estimular o crescimento (WATSON et al.. 19873 SINCLAIR et al..
iees).

A hidrocortisona estd também presente no soro em quanti-

dades varidveis e facilita a adesfo e proliferagfo celulares (FREDIN

et al., 19793 McLEAN et al.. 1986). 0s hormdnios esterdides, por sua

vezs intevagem com veceptores protédicos especi{ificos localizados no
citoplasma, € os complexos resultantes ligam—-se a detevminados si-
tios cromossdmicos e ativam a sintese de RNA (FAYVAR et al.. {(981i).
Além dessess varios outros hormonios. nutrientes e metabblitos in-

tevmedibrios séricos s80 importantes para o metabolismo  (FRESHNEY .
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1987).

Muitas células cancevosas crescem em meio de cultura
enviquecido com quantidades menores de soro que aquelas exigidas
pelas cklulas novrmais covvespondentes. Este fato reflete as caracte-
risticas de cada tipo celular e pode ser consequéncia da produgio
incontroldvel de fatores de crescimento pela célula neopldsica
(DELARCO & TODARDO, 49783 CUTTITTA et al.,s 1985). De qualquer modo.
embhora a necessidade pava determinados componentes do soro  seja
MENOT NESSE CAG0s isso pode ndo ser verdade para outvros dos seus
componentes que devems entd&os ser adicionados ao meio de cultura
para gque as chlulas sobrevivam.

As pequenas exigéncias séricas por parte das culturas de
tumovres tém sido usadas na selegio de células malignas em detrimento
das normais. Outras condigles também costumam ser adotadas para essa
seleGgdaos como meios € substratos seletivos, células alimentadoras e
clonagem. 0Os meios seletivos disponiveis sfo poucos . em gerals sio
desenvolvidos a partir de meios jd conhecidos enrviquecidos com

horménios & outros nutrvientes, e usados com baixas concentragies

sédricas (CARNEY et al.. i?Bi). Os substratos com propriedades

adesivas reduzidas também podem auxiliar na selegio de determinadas
células tumorais pouco dependentes da ancovagem. A ubtilizagdo de
frascos com uma camada de células confluentes tratadas com mitomici-
na C ou irvadiagdo impede gervalmente o crescimento de Fibroblastos
(FRESHNEY . 49287). Do mesmo modos a clonagem em agar seleciona  as
células neoplisicass embora sua efici®ncia na formagio de coldbnias
seja muito baixas frequentemente menor que @.4i%  (TRENT. 193603

FRESHNEY, 1987).

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 S 6 ¥ unespr 12 13 14 15 16 17 18



I1.5. Objetivos

Em vista do exposto. e considerando a escassez de dados
citogenéticos em tumores sblidos. em especial nos benignoss. propds-—
s 0 presente trabalho que teve como objetivos:

a. Identificar condigdes favordveis para o cultivo de
células tumorais e para a obtengdo de um ndmero satisfatdrio de
metdfases passiveis de andlise na situagdo laboratorial disponivel.
Fara tanto. foram feitos testes preliminaves sobve diferentes fato-

res refervidos na litevatura como adequados ao crescimento & manuten-

Gao de cédlulas neopldsicas in vitro. Tais fatores incluivam hovrmd-

NLOS s meios de culturas, L-glutaminas frascos de cultivo. densidade

celular & concentragio de soro varildveis.

b. Fesquisar a ocorvéncia de aberrvagdes CYOmOSsSOmLcCas
clonais e nfo clonais em amostras de tumores sdlidos benignos e

malignos.

c. Fornecer subsidios para diagndstico e progndstico nos

casons em que isso fosse possivel.
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II. MATERIAL E METODOS

I1.1i. Haterial

No presente trabalho foram estudadas amostras de 18 le~
s0es de naturezas diversas. dez benignas e oito malignas. colhidas
anteriormente a tratamentos vadio € quimiotevdpicos. Destas, nove
Foram utilizadas pava investigagio de condigdes Favoriveis ao ocres-—
cimento de cklulas tumorais (Tabela 2) e onze forvam utilizadas para
andlise citogendtica (Tabela 3). As amostras foram enviadas pelos
Nepartamentos de Ginecologia ¢ Cirwrgia da Faculdade Regional de
Medicina de $S3o0 José do Rio Preto e por clinicas parvticulares da
cidade. 0s tumores foram selecionados entye os mais frequentemente
encaminhados & exédrese nos servigos citados.

Os pacientes. nove do sexo feminino e apenas dois do sexo
masculino ¢ com idade variando de 25 a 446 anos. pertenciam a popula-
g30 rural e wrbana de S3o0 Jos& do Rio Preto e de municlipios wizi-

nhoss & @ram da classe social baixa ou mEédia.

II1.2. HMétodos

fA. Métodos utilizados para ensaios sobre as condigbes de cul-

tura

Com a finalidade de investigar condigdes favordveis ao
crescimento  de células tumovrais foram feitos ensaios preliminarves

sobre & influéncia da densidade celular no infcio do cultivo. tipos

diferentes de frascos e meios de culturas. suplementagio do meio com

concentragdes de 20« 10 & 5% de soro fetal bhovino e suplementagio do

meio completo com L-glutamina., insulinas. hidvrocortisona e estrbgeno.
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Todos os expevimentos foram feitos em teste cego. salvo
aqueles que envolviam diferentes frascos, wmeios de cultivo & concen-
tragdes varibveis de sovos, que permitiam ao observador reconhecer o
fator em avaliagdon. Com excegio da varidvel em andlise, as demais
condigdes de cultivo foram mantidas constantes em cada caso.

Na avaliagfo do crescimento celular em diferentes tipos
de meio de cultura, a suspensio de células obtida de um mesmo teci-
dos apds desagregaGdo enzimdtica, foi dividida em quatro frascos (1.
IT, III e 1IV). O frasco I recebeu 5 ml de meio RFMI 1640, o 11
receben  igual quantidade de HAM F-1¢.,2 o III de Eagle ¢ o IV de
Dulbecco HMEM acrescido de RFMI na proporgio i:4i. 0s experimentos
para a avaliagfo dos demais fatores empregaram o meio MAM F-1@ que
Jd havia demonstvrados, em etapas anteriores, permitir um bom cresci-
mento celular de védrios tumores.

Fara observagdo da influéncia da suplementagdo do meio de
cultura com glutamina € horméniosy as concentragdes usadas das
drogas foram aquelas sugeridas por diferentes autores. No caso da
insulina a concentvragio final foi de 4 U/100 ml (CASARTELLI. comuni-

cagan pessoall)sy no caso da glutamina foi de 2:92 o/ml (LEIBDOVITZ,

i986)s da hidrocortisona foi de {0°© My ou sejas 2.5 uwa/ml

(FRESHNEY s 4987) e do estybgeno foi de 1 ug/ml (CASARTELLI. comuni-
cagao pessoal). Estas substdncias entraram na composigio do meio
completo utilizado por ocasidio da semeadura, & em todas as trocas de
meio realizadas no decorrver do experimento.

Em relagfo aos tipos de rvecipientes usados para cultivo
foram testados os frascos pldsticos Descarplast de 25 ml (Rio de

Janeiros RJ) e Costar (Cambridaes, HMA)s que sio descartdveis. os de
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vidro pyrex do tipo Leightons ¢ 08 de vidvro comum utilizados comer-
cialmente para venda de Leite de Coldnia.

Para andlise do efeito da densidade celular, a suspensdo
obtida apds a desagregagio do tecido foi centrifugada € o sedimento
recebeu 4 ml de meio completo. Para cada @+4 ml deste matevial foi
acrescentado @.4 ml de corante azul de tripano @.4%. que agiu povy um
perfodo de $ a 4% minutos. A mistura assim preparada foi transferida
para um hemocitdmetro (camara de Neubauer)s em quantidade suficien-
te para que se formasse um filme entre a cdmara e a laminula. A
células foram examinadas ao micvoschbpio em campo escuro. com objeti-

va de 1@ x. Como a solugfo de azul de tripano cova apenas oc&lulas

g Z 2 i
mortas. foi possivel contar em cinco quadrados de 4 mm do hemooi-

tdmetro tanto as cédlulas vidveis quanto as ndo vidveis. mas a
andlise foi feita apenas para as células vivas. 0 ndmero de cédlulas
por ml da suspensio original foi estimado através da fdrmula abaixos
conforme RIRD & FORRESTER (i981), sendo o fator de diluigdo resulta-
do do quociente da divisio da concentragfo inicial da suspensio
(nlumero de células vilveis/ml) pela concentragfo desejada (nlmevo de

cElulas/ml).

Células vidveis contadas Fator de Fator No. de
e gamn sems sms Geet Sems Sams Gmee Sbms An gemt NSRS S4mS GeSS MSRS SER GeS SSE SRS GES EEH RS PR S S bems Sees Se Se Swe S X Cc’nve]ﬁ,go X de- = Cé‘lu]ac_;/'
Guadrados Analisados da camara diluigio ml
(10 )

A obtengdo dos dados em cada um dos expevimentos foi
feita através da contagem didria de cédlulas adevidas ao frascos. no
periodo compreendido entre o sequndo e o sétimo dia de cultura. em

campos de um microscopio invertido (aumento de &3%) com mais de tvés
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cElulas. Os campos microschpicos foram escolhidos. geralmente.  &m
ndmero de 410 por véplica & na propovgio 3:4:3 nos trés tervgos trang-
VET SALES do frasco. A pesquisa dos campos em cada uma destas dreas
foi sempre iniciada no canto diveito inferior do recipiente. tendo
como veferéncia a tampa do frasco posicionada & esquerda; € prosse-
guiu no sentido infevior-superiors e da diveita para a esquerda.
Foram considervados os 1@ primeivos campos  encontrvrados segundo 2
metodologia descrita acima.
0 seguinte padrio foi utilizado parva comparagio das dife-
rentes réplicass
+ campo 3 a 2 cédlulas.
++ I CAMPO i@ a 49 células.
+++ Campo 50 a 99 cédlulas.

campo mais de 190 células.

Na presente andlise, 0% campos com menos de trés células
ndo  Fforam considerados porque na primeira semana de cultivo as
células em geral ndo se distribuem homogeneamente no fundo do frag-
co. Nesse modos podem ser encontrados muitos locais sem crescimento,

o gue nem sempre reflete a situagio real de toda a cultura.

B. Mbtodos para a obtengfo de preparagbes cromossomicas

As culturas de cédlulas foram desenvolvidas segundo tdéoni-

ca proposta por LIMON et al. (1984) com modificagdess descrita =a

SEQULY . As Fédrmulas para preparagio dos meios de cultura e solugdes

utilizadas estio detalhadas no Apéndice.
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Bi. Colheita das amostras

Uma amostra do tecido (cevea de @.5-1.0 cma) foi obtida
assepticamente & transferida para um recipiente estéril com meio de
cultura ou  solugio salina. 0 espbcimen foi mantido 3 temperatura
ambiente ou a 5°C e enviado ao labovatbrio devidamente identificado

sempre que possivel, acompanhado de informagdes sobre a idade do
pacientsy, profissio. exposigio a cavcinbgenos & moutagénicos. € pre-
senga de outvos casos de neoplasia na familia. A fim de assegurar a
viabilidade das cklulas. o periocdo entre a coleta e o processamento

do material n3o ultrapassou 24 horas.

B2. Frocessamento inicial do tecido

No laboratdrios a amostra foi sempre manipulada em camara
asséptica (c&mara de fluxo laminar vertical). Inicialmentes o tecido
foi lavado em trés banhos consecutivos de solugio de Hanks com

penicilinas gstyeptomicinas. gentamicina e anfotericina €. em segui-

! 5 : 3
da. dissociado mecanicamente em pequenos fragmentos de 12 mm « com

o auxilio de tesoura e bisturi. 0 matervial foi transferido para um
frasco com @,5 ml de colagenase (concentragao de 2.000 U/ml) & 4.5
ml de meio completos € permanecew incubado a 37°C por £ a 2 dias
para desagregagio enzimdtica. Apds esse peviodos a suspensio celu-

lar foi centrifugada a 800 vpm e lavada uma vez com meio de cultura.

B3. Cultivo celular

0 sedimento obtido foi distribuido em frascos pldsticos

descartiveis de 25 mla. Costar ou Descarplasts com 4 ml de meio de
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cultura completo & incubado a 37 € por no minimo tveés dias. Apbs 24
horas. o meio dos frascos com o material necrbtico foi substituido e
o crescimento celular & a atividade mitbtica foram avaliados diarvia-
mente em micvroschpio invertido.

As culturas que mostraram ndmevo suficiente de metdfases

atk 7 dias apbs a semeadura sofrervam intevrupgio de cultivo com

adigio de colcemide (concentragao final de @492 ug/ml) por uma hora

e trinta minutos. Esse blogqueio fois algumas vezes. realizado ime-
diatamente apds a sincronizagio da divisfo celular através do uso de
metotvexato (concentvagi&o final de 10 M) por 17 horass seguido da

=

adigfio de timidina (concentragio final de 193 M) por 5 horas.

B4. Hipotonizagios, Tixagdo e coloragao do material

Apds o bloqueio descritos, o sobrenadante foi substituido
por 8 ml de solugfo hipotdnica de citrato de sddio @,8% pré-aquecida
e o frasco foi rveincubado por 30 minutos. As células forams entdos
gentilmente destacadas com o auxilio de um raspador ("scrapev”) e
suspensan fol centrifugada povr 8 minutos a 8¢¢ ypm. Fosteriormentea
o material foi fixado em solugdo de metanol-acdtico 3:1 e montado em
l1dminas geladas e dmidas, que foram envelhecidas em estufa a 90-92°C
por 2@ minutos, e submetidas & técnica de bandamento Gy segundo

GROUCHY & TURLEAU (4977) com modificagdes.

BS. AnAlise cromossomica

A andlise cromossomica foi realizada em microscdpio dpti-

co marca Carl Zeiss Jenas, modelo Jenamed 2. 0 material foi fotogra-
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fado em microschpio Standard WL com equipamento fotogrifico MC 434
(Carl Zeise  Oberkochen) com Filme Panatomic X 32 ASA ouw Kodalith
Orthofilm 6556, type 3 (Kodak). 0 negativo foi revelado com revela-

dor Kodak D-72. em diluigio {2i. por dois minutos A temperatura de

G i & 5 -
PO Ca e as chpias foram feitas em papel Kodabromide F3 e Kodabvome

Frint RC F3. A identificagio e classificagio dos eventos citogenéd-
ticos AFoi feita de acordo com a Faris Conference (i271) & ISECN
(1i278) .

As aberragles cromossdmicas estruturais e as hipevdiploi-
diags foram classificadas como clonais quando presentes em pelo menos
duas metifases provenientes de véplicas diferentes da mesma cultura.
No caso das hipodiploidias. a clonalidade sb foil considerada quando
a altevagio foi vista em células de tvrés ou mais réplicas da cultura

(MITELMAN. 198535 MERTENS et al.. 1989).
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Tabela 2. Lesbes utilizadas nos testes preliminares sobre
0o efeito de diferentes fatorves no crescimento

celular.

Adenocarcinoma ulce~ Forcentagem de soro
rado de sstdmago

Hepatoblastoma Meio de cultivo

Sarcoma sinovial Porcentagem de soro

Mioma uterino Adigao de estrdaeno

Bhcio colbide multi- Frascos de cultivo
nodular de tirvbide

Carcinoma basocelu~ Adigdao de hidrocor:
lar tiszona

Nevo Adigio > L-glutamina

Carcinoma espinoce- AdigAo insulina
Tular de pele

Carcinoma basocelu- Iensidade celular
lar de pele

cm 1 2 3 4 5 © i unespr 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 3. Idade & sexo dos pacientes & o diagnbstico histopatolbgico

das 11 lesdes estudadas.

o=

Diagnbstico histopatolbgico

Cervicite cronica inespecifica
com metaplasia escamosa endocer -
vical.

Carcinoma in situ de colo de
Otevo.

Cervicite cronica inespecifica
com metaplasia escamosa endocer -
vical.

Cervicite cronica inespecifica
com metaplasia escamosa endocsr -
vical.

Adenocarcinoma vlcerado da pe-
quena curvatura do estdmago.

Bbcio colbide multinodular de
tirbide
Bheio colbide multinodular de
tirbide

Savcoma sinovial pouco diferen-
ciado

Bhcio colbide multinodular de
tirbide

Bbocio colbide multinodular de
tirbide

Carcinoma adenocistico de gléndu-
la salivar
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III. RESULTADOS

I11.41. Ensaios preliminares sobre condigbes de cultura

Com =a finalidade de avaliar as condigbes Ffavorivels ao
cultivo de células tumovais. foram feitos ensaios preliminaves sobre
a influéncia de diferentes fatores, tais como densidade celular no
infcio do cultivo., tipos de frascos e meios de cultura. suple-
mentagdo do meio com concentragdes varidveis de sovo fetal bovino. e
suplementagio do meio completo com L-glutaminay insulinas hidro-

cortisona e estrdgeno. 0s resultados sdo apresentados nas Tabelas 4.

Os casos 553 e &42P também Fforam estudados citogenetica-
mente enquanto o0s casos 630 e 654 mostvaram crescimento celular que
permitiv a2 realizagBo dos testess mas as metlfases obtidas n3o
exibivam gualidade técnica satisfatbria para a andlise cromossOmica.

s casns AS59. 7Tié. 7234 712 e 598 foram utilizados apenas para a
avaliagfo das condigles de cultivos, porédm sua andlise citogendtica
constituiu objetivo de estudo de outros projetos vealizados no mesmo
laborathrio.

0 crescimento celular foi observado 24 horas apds
semeadura nos casos 422, &54. 659y 7iRs 716 & 723x 48 horas no caso
598 e 553, € 72 hovas no caso &30. As células apresentaram morfolo-
gia fibroblastbide (lesbHes 598, S53. 4LPE. 65%9, 7i2 e 630). epite-~
lidide (lesdes 716 e 654), ou ambas (lesdo 723), durante o desenvol-
vimento do experimento. Como as amostvas tambdém ervam utilizadas para

estudo citogenfticos a2 anilise das condigdes de cultivo foram sus-

pensas assim que o indice mithtico atingiu niveis satisfatbrios pava

que o bloguein da divisio celular pudesse ser realizado. De qualquer
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mado., esse peviodo nfo wltvapassou o sétimo dia de cultwra, &poca em
que 05 fibroblastos normais passam a se tornar predominantes.

Os diferentes meios utilizados para cultura de um  tumor
de fligado diagnosticado como hepatoblastoma (caso $998) possibilita-
ram o crescimento celular em todas as véplicas, 48 horas apds
semeadura. No entantos. a vantagem do meio Ham F—-1@¢ sobre os demais
foi evidente como pode ser conclufido do ndmero de campos com mais de
50 células. & o menos adequado foi o Dulbecco/RPFMI (i:4) (Tabela 4).

*

Em relagdo as difeventes concentragdes de soro. os resul-
tados obtidos em um tumovr de estdmago (caso 953) revelaram inicial-
mente aumentos & depois declinio do crescimento celular nas culturas
com 5 e 10% de soro. A Tabela 4 mostra que. nessas situagdess Toram
encontrados apenas 3 campos com bom crescimento celular nos trés
dias de andlise. HNa culturas com meio suplementado com 20% de

os campos com mais de 50 células estavam presentes em ndmero maior
durante esse mesmo peviodo. Resultado semelhante foi observado no
cultivo de um sarcoma sinovial (caso &622) em que foram testadas
concentvagdes de 20 e i0% de sovro. Ao longo dos gquatro dias de
culturay nos dois frascos com 20% de soro foram contados 49 campos
com mais de 100 céklulas e nos frascos com 1@% de soro apenas 29
campos desse tipo foram vistos.

ODutros fatores avaliados foram a adigdo de L-alutamina,
insulina e estvbgeno ao meio utilizado para cultura de amostras de
um nevo (caso 7i2)s de um carcinoma espinocelular (caso 71é6) & de um
mioma utevino (caso 630). respectivamente. 0s frascos que receberam

essas substdncias mostravam wum ndmero maior de campos micvoscdpicos

com mais de 50 cédlulas que aqueles sem tais substancias (Tabela 5).
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No teste com adigfo da hidrocortisona ao meio de cultivos em  um
carcinoma basocelulayr (caso &59), os resultados n&o mostraram tal
diferenga. Aparentementes esse hormdnio nfo estimulouw o crescimento
celulay nas condigdHes wtilizadas. conforme pode sev concluldo dos
nhmeros de diferentes campos micvoscbpicos nos frascos teste e
controle (Tabela 5).

Na avaliagdo da influéncia do tipo de recipiente sobre o
cultivo, foram usados Frascos pldsticos Descarplast ¢ Costar, e
frascos de vidro do tipo Leighton & o wsado como embalagem de leite
de coldnia, em uma amostva de bbcio colbide multinodular (caso
&34y, Durante os quatro dias de cultivos. o0s Frascos Descarplast e
Leighton apresentaram maior ndmero de campos com mais de 100 célu-
las:s que os frascos Costar e leite de coldnia (Tabela 6).

0 efeito de semeadura em diferentes densidades celulares

foi awvaliado em wm carcinoma basocelular {(caso 723)s tendo sido

e i o 4 .
utilizadas suspensdes com 2.,92x10 celulas/ml e 1,01xi®4 célu—

las/ml. No frasco cujo cultivo foi iniciado com a maior densidade
celular  fovam contados 42 campos com nlmero de células supevior
{00y enquanto que no frasco com a menoy densidade nenhum campo desse

tipo foi observado durante os sete dias de andlise (Tabela &).
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Frequéncia dos tipos de campos microschpicos nos testes

com meios de cultivo e concentragdes de soro diferentes.

Condnuﬁes Répli Campos micy ogcdpicog Feriodo
de ;

++ R s

RFMI 164@
HaM F-10
lLagle

Nulbecco/RFMI (1:4)

Forcentagem
de soro

422 Forcentagem 20%
de soro

10% I Q i0 i9 4
@

II

em que nao f01 PDbhivE contar

4

campo com 3 & ? células ++ p campo com 19 a 49 cédlulas
campo com 50 a 99 células ++++ 1 campo com mais de 100 cdlulas

AYA"AY
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Tabela 5. Frequéncia dos tipos de campos micvoschpicos nos  testes
com a adiggao de L-glutaminas insulinas hidrocortisona e

estvdgeno ao meio de cultivo.

Composto REp1li- Campos micvoschpicos Feriodo
adicionado ca e e e e

L-glutami- teste 36
na 38

controle : : i3
i

Insulina

controle

Hidvocor—- teste
tisona

controle

Estvbgeno eate i i9 i1 i@
19 ié 14 i0

contrale I 28 i1 4
II 2% i3 Q 3

campo com 3 a ? cédlulas ++ r campo com 19 a 49 cédlulas
campo com 50 a 29 células ++++ I campo com mais de 199 célul
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Tabela &. Frequéncias dos tipos de campos microschpicos

com frascos de cultivo ¢ densidade celular

diferentes.

Varibvel Campos microschpico

obob R .

g
+

.‘. ,P,P

Frascos lNescarplast £.7 20

de

Cultivo ié 3

Costar

l.eighton 15 23

l.Leite de Coldnia i3 i3

2,00xi0
cEl/ml

Nensidade
celular

f,0ixi0" i0

cEl1/ml

,'...+
PR BT TN &

campo com 3 a 9 cklulas
campo com 59 a 29 cklulas
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(dias)
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IIT.2. An&lise citogenktica

0 presente estudo analisou citogeneticamente sete lesdes
benignass sendo tvés cervicites crdnicas de colo de Utero ¢  quatro
bocios multinodulares de tivoide. e quatvo lesBes malignass dos
quais  um carcinoma in situ de colo uterino. uwum  adenocarcinoma de
estomagos um sarcoma sinovial & um carcinoma adenocistico de glandu-
la salivar (Tabela 3).

No processamento inidcial da amostya, & desagregagio enzi-
mhtica do tecido teve duragfo de 24 hovas nas lesdes de colo uteri-
nos @ de 72 hovas nas restantes. As cultuvas com crescimento
ram bloqueio de divisio celular 3 a 7 dias apds a semeaduras com o
uso de colcemide apenas (casos 9524, 554, 553, 559, 604, 622, 637,
664 € véEplicas II e IV do caso 428) ou apbs processo de sincroniza-—
an da divisio celular com metotvrexato e timidina (casos 544, 542 e
réplicas > III do caso &428). As células mostraram morfologia
fibroblastdide (casos 524, 544, 542, 554, 553 e 4622): morfologia
epitelidide (caso 959, 604, 628 e 637) ou ambas (caso 664) (Figura
1) & evam mono ou binucleadas.

Com excegdo dos casos 622, 6P8 e 664 o ndmero de metdfa-
ses obtidas foi pequeno & a morfologia dos cromossomos dificultou =
analise completa das células. Além dissos. a técnica de bandamento G
nio teve sucesso em todos 08 casons. © algumas vezes resultou apenas
em coloragdo usual dos cromossomos. A andlise parcials que indica a

identificagio de pelo menos sete pares cromossdmicos em uma metdfa-

se. nem sempre permitiun conclusdes a respeito do carvidtipo presente.

A Tabela 7 mostra os achados citogendticos dos casos SP4, 5441, 542,

H04 e 4637, e as Tabelas 8y 9 e 10 os achados dos
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casos 628y 428 e S84, vespectivamentes, cujas caractevisticas serfo

descritas a seguir.

I1I.2.14. Cervicite crdnica inespecifica com metaplasia endo-

cervical

Foram analisadas citogeneticamente trés lesfes benignas
do colo uterinoa todas histopatologicamente classificadas como cey—

vicite cronica inespecifica com metaplasia endocervical.

A pacientes nao-fumante e ndo exposta a carcindgenos

conhecidos.s relatou histdria de leuwucorvdia intensas dov abdominal e

dismenorréia por seis meses. 0 resultado do exame colpocitoldgico

foi Papanicolaou Classe 11s negativo para células neopldsicas mas
positivo para cé&lulas metaplisicas atipicas. A bibpsia de cone do
colo resultouw  em um fragmento de tecido impregnado de mucos. de
consisténcia firme e coloragio esbranquigadas e com uma de suas
faces envolta por epitélio espesso. 0 diagndstico anatomopatoldgico
foi cervicite crénica inespec{fica intensas, com metaplasia escamosa
endocervical.

Farte do material colhido na bidpsia foi submetida &
desagregagdo enzimatica e mantida em cultura por sete diass. quando
entdo sofreu bloqueio da divisdo celular com o uso de colcemide. Foi
observado crescimento celular dois dias depois da semeadura e as
celulas evam fibvoblastbides. Das trés véplicas semeadas foi obtida
apenas  uma  methfase. que mostrouw caribtipo normal em coloragio

usual.

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 S 6 ¥ unespr 12 13 14 15 16 17 18



A pacientey n&o-fumante e ndo exposta a carcindgenos
conhecidos. procurouw o servigo de Ginecologia com queixa de leucor-
véia dintensa e dor no baixo ventre. 0 resultado do primeiro exame
colpocitoldgico foi Papanicolaou Classe IV, fortemente suspeito para
a presenga de células neopldsicas. 0s tecidos resultantes da bidpsia

realizada na época apresentarvam coloragfo rvdsea~eshbranquieada e

consisténcia eldstica, e o diagndstico anatomopatoldaico foi dis-

plasia acentuada do colo uterino. A paciente foi submetida a cirur-
gia de conizagio parcial e dois anos apbs retornou ao ambulatbrio
apresentando as mesmas queixas da primeirva consulta. 0 resultado do
novo exame colpocitoldgico foi compativel com Papanicolaou Classe
Il negativo para células neopldsicas. 0s fragmentos de tecido
obtidos na segunda bidpsia apresentaram coloragdo branco-amarelada
brilhante e consisténcia macias € seuw diagndstico histopatoldaico
foi de cervicite crdnica inespecifica com metaplasia escamosa endo-
cervical.

Farte da amostvra colhida foi submetida & desagregagio
tecidual & cultivada por sete dias. Apbs esse periodo sofreuw sincro-
nizagdo da divisio celular com metotrexato & timidina. seguida de
tratamento com colcemide. 0 crescimento celulay foi observado 24
hovras apbhs o inicio da cultura e as células mostvaram movfologia
fibroblastbide. Das trés réplicas montadas. foram obtidas 21 methfa-
sess trés analisadas parcialmente € duas completamente em coloragio
usual ou bandamento G. Os carvibtipos observados em duas cé&lulas
foram compativeis com 446, XXs duas possuiam nlmevos cvomossdmicos

iguais a 41 & 47 & a oubtra mostrouw tetvaploidia e deficigncia do

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 S 6 ¥ unespr 12 13 14 15 16 17 18



brago longo do cvomossomo 4. del{4)(ql2) (Figura 2).

Caso 551

A paciente procurou o ambulatdrio de Ginecologia com
queixa de avdéncia miccional e leuwcorrvéia intensas @ negou tabagismo
ou exposigio a carvcinbgenos. Foi sumetida a bibpsia de cone do colo
uterino apbs exame colpocitolbgicos que  teve como resultado
Fapanicolaouw Classe II1s com suspeita para células neoplisicas. Os
fragmentos de tecido obtidos mostravam coloragio branco-amarelada &
consisténcia macia. e sew diagnbstico histopatolbgico foi cervicite
cronica inespecifica com metaplasia escamosa endocervical.

Farte da amostra foi submetida & desagregacio enzimdtica
e mantida em cultura povr 9 dias. apbs o que foi tratada com colce-
mide. Dois dias depois da semeaduva foi observado crescimento celu-
lar € a morfologia da células eva fibroblastdide. Das quatro répli-
cas montadas foram obtidas 17 metdfases, trés analisadas pavcialmen-
te e uma completamente em coloragdo usual ou bandamento G. Uma

célula apresentou endovreduplicagio (Figura 3). duas tinham hipodi-

ploidias & a outvra manifestou ndmevo cromossomico normal.

III.2.2. Carcinoma in situ de colo uterino

Caso 541

A pacientes fumante e sem histdria de exposigio & outros
carcinbgenons. foi encaminhada ao servigo de Ginecologia com resulta-

do de exame colpocitolbgico do tipo Fapanicolaouw Classe IV, forte-
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4p

mente sugestivo da presenga de células neoplisicas. A repetigfo do

gxame no mEsmo servigo mostvou um Fapanicolaou Classe V. positivo

para células neopldsicas. A bidpsia de colo resultou em Fragmentos

de tecido amarelo-brilhantes. de consisténcia eldstica, com epitédlio
eshbranquigado em uma de suas faces. 0 diagnbstico histaopatolbgico
foi carcinoma in situ do colo uterino.

0 fFragmento de tecido rvecebido pelo laboratdrio de cito-
genética foi desagregado s em seguidas. cultivado durante 7 dias. No
gsegundo dia de cultura foram observadas cédlulas em crescimento com
movfologia fibroblastbide. 0 blogueio da divisio celular foi reali-
zado com o uso de colcemides apbs processo de sincronizag@o com
metotrexato e timidina. Fovam obtidas tveés methfasess todas com

caribtipo normal apbs a anilise em coloragio convencional.

III.2.3. Adenocarcinoma ulcerado da pegquena curvatura do

estomago

Caso 953

A paciente procurou o ambulatdrio de Cirurgia Geral do
Hospital de Tase com queixa de dor abdominal & cblicas ivvadiadas
pava o tbrax. fraqueza, anorvexia. emagrecimento & intolerancia a
alimentos gordurosos. Na ocasifios negou tabagismo € exposigfo a
cavcinbgenos conhecidos. A gastroduodenoscopia realizada revelou
neoplasia gdstrica e a paciente foi submetida a gastrectomia subto-
tal radical. 0O tumovr mostrou coloragiao amareladas supevficie irve-
gular e granulosas € consisténcia eldstica. 0 exame histopatoldaico

revelouw adenocarcinoma ulcerado da pequena curvatura do estdmago.
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43

Farte da amostva foil encaminhada para anilise citogenkti-

ca e depois de desagregadas. fol cultivada durante sete dias quando
entfo sofreu blogueio da divisdo celular com o uso de colcemide. 0
crescimento celular foi obsevvado 24 horvas apds o infcio da cultura
e as celulas mostraram morfologia fibroblastbide. Foram obtidas trgs
metifases. apenas duas analisadas em coloragio convencional. uma com

4% .~0 & a outrva com nlhmero cromossdmico prboximo 5 92.

II1.2.4. Bbcio colbide multinodular de tivbide

Foram feitos estudos citogendéticos em quatrvro lesdes  be-
nignas de tivbide. todas classificadas como bbcio colbide multino=-

dular.

Caso 559

A paciente. nfo-fumante e ndo exposta a carcindgenosa
foi submetida =& ftiroidectomia subtotal apds exame de captagdo
cintilograftia de tivbide. que vevelouw presenga de bbocio nodular com
nbdulo frio. Ao exame macvoschpicos. a3 lesio apresentou forma gros-
seivamente pivamidal . coloragio pavdo-amarelada brilhantes consis-
téncia macia e aspecto coloidal. 0 exame histopatolbgico confirmou o
diagnbstico de bbcio colbide multinodular.

0 fragmento de tecido vecebido foi submetido & desagre-
gagio enzimhtica e foi cultivado durante cinco dias. apbs o3 quais
sofreu bloqueio da divisio celulavy com o uso de colcemide Vinte e
quatro horas apds a semeadura foi observado crescimento celular & a

morfologia das células eva epitelidide. Dessa cultuwra foram obtidas
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cte metifases, trés delas analisadas em colovagio usual ouw banda-

mento G duas com 44 cromossomos @ uma com pevda de varios cro-

MOES0OMOE .

A pacientes sem histdria de exposieio a carcindgenoss foi
encaminhada ao servigo de Cirurgia Geral com queixa de aumento da
tirdide hd aproximadamente 30 anos, dificuldade de deglutigdos sudo-
rese intensa & ganho de peso. 0 exame de captagio e cintiloarafia da
tivbide revelou presenga de bbcio nodular com nbdulo frio. Apbs
tivoidectomia subtotal. o espbcimen apresentous. a0 exame macvoschpi-
cos  colovag@o pardo-amarela brilhante. consist®ncia macia. aspecto
coloidal e forma grosseivamente pivamidal. O exame histopatolbgico
evidenciou hbcio colbdbide multinodular.

Uma parte do material retirado na cirurgia foi desagrega-
da enzimaticamente. colocada em cultura por sete dias e. depois
desse periodos foi tratada com colcemide. No primeirvo dia de cultura
foram observadas cédlulas em crescimentos, todas com morfologia epite-
lidide. Das 28 metdtases obtidas. 16 eram passiveis de andlise. trés
das quais Fforam totalmente analisadas e 13 apenas parcialmente em
coloragfo usual ou bandamento G. Uma cklula mostvou poliploidiaa.
outvra apresentou uma translocagio t(514) & virias monossomiasa. bris—
somias € tetrassomias. duas tinham perdas cromossdmicas casuais
sendo uma  delas  tvissomica parva o cromossomo 10, & quatvro  evam

noOVmais.
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A paciente procurou o ambulatdrio de Civurgia Geral com
queixa  de aumento da tivbide hd cevea de 30 anos ¢ dificuldade de
deglutigio. Na ocasifio. negou exposigio a carcinbgenos € seu exame
fisico rvevelou presenga de tirvbide de tamanho anormals. mbvel &
deglutigBo e de consisténcia elistica. A cintilografia evidenciow
presenga de bbocio nodulay com nbdulo frio e a paciente foi submetida
a tivoidectomia subtotal. A lesho apresentous A0 @XAME MACTOSCOPLCO.
forma grosseivamente pivamidal. colovagio pardo-~amavelada brilhante
e aspecto coloidal. 0 exame histopatolbgico vevelouw bhcio mult inodu-
lay com excessivo achmulo de colbide.

A cultura iniciou o crescimento no primeivo dia apds a
semeadura & as células. com morfologia epitelibide sofrevam bloqueio
da divisdo celular com o uso de colcemide nas réplicas II e IV
precedido por sincvonizagio com metotrexato & timidina nas véplicas

e IIT. Foram observadas 138 metbfases., 20 das quais permitirvam
apenas  a  contagem do nlmevo cromossomicos. 24 Foram analisadas  em
colovagdo usual. 27 foram analisadas parcialmente e sete totalmente
apds bandamento G. 0 estudo citogendtico desse caso revelou i1
células com um cvomossomo extra do grupo Cy em seis delas identifi-

cado como sendo um 7 (Figura 4). duas cédlulas mostvaram trissomia de

um Ca identificado em uma como sendo um 7. associada A trissomia de

um cromossomo 17 (Figura 5) & nove outrvas apresentavam carvibtipo com
trégs cromossomos extrass. gque  em trés delas consistivam nos cromos-—
somos 7+ 10 & 17 (Figuvra 4).

D trés clones,s 47 .XXs+7, AB XX 474417 © AP XX 47 4 4+10,+17
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foram vistos em pelo menos duas véplicas diferentes da cultura. Nio
foram observadas outras trissomias. exceto as do 2 e 14 em  uma
cédlula também portadora de algumas monossomias. Duas metdfases poli-
pldides também foram encontvradas, alédm de células aparentemente
normais ou dos clones andmalos com perdas cromossomicas casuais. 0Os

principais achados citogendticos estio apresentados na Tabela 8.

Caso 437

A paciente, com queixa de aumento da tirdide por aproxi-
madamente cinco anos & dificuldade de deglutigBon foi submetida 2
tirvoidectomia subtotal apbs exame de cintilografia. que vevelou a
presenga de bdcio nodular com nddulo frio. 0 exame histopatoldaico
da lesdo confivmou o diagndstico de bdcio coldide multinodular. A
anamnese nao revelou qualquer tipo de exposigio a agentes cancerige-~
NS .

Apds remogdo civdroica e desagregagio enzimdtica., parte
do matevial foi colocada em cultura durante seis dias. € o bloqueio
da divisio celular foi vealizado com o uso de colcemide. 0 cresci-
mento celular foi observado 24 horas apds o indcio da cultura € as

cElulas mostraram movrfologia epitelibide. Fovam detectadas 49 meth-

fasesa quatro das quais analisadas totalmente em coloragio usual e

duas parcialmente em bandamento 6. Duas cé&lulas apresentaram

caribtipo 45.-7TC8 uma 45,70 & trés evam normais.
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I11.2.5. Sarcoma sinovial pouco diferenciado

0 pacientes ndo~-fumantes sem exposiGgio & carcindgenos e
apresentando retardo mentals foi encaminhado ao servigo de Cirvurgia
Geral do Hospital de Base em vivtude da presenga de uma massa  tumo-
ral na coxa direita com aproximadamente dois anos de  evolugio
cevea de 39 cm de didmetvos borvachosa e indolor 3 palpagio. Apbs
exErese, a  lesfio mostrouw formato ivregulavrmente ovbhides. coloragho
amarvelo-pardacenta e consisténcia extvemamente macia. 0 exame histo-
patolbgico diagnosticouw um sarcoma sinovial pouco diferenciado.

As células obtidas do tumor foram cultivadas durante sete
dias ey em seguida. tratadas com colcemide. 0 crescimento celular

iniciou-ses. em  todas as réplicas. 24 horas apbs a semeadura & as

chlulas apresentaram movfologia Ffibroblastbide duvante todo o perio-

do de cultivo. Foram observadas 78 metifasess 24 das quais analisa-
das em coloragio usual & uma em bandamento G. A maioria delas mos-
trou hipodiploidias com ndmevos cromossomicos variando de 3

(Figura 7). sete foram normais & uma polipldide. A Tabela 9 apresen—

ta os caribtipos observados nas cé&lulas analisadas.

III1.2.46. Carcinoma adenocistico de glandula salivar

0 pacientes que eva fumantes foi encaminhado ao ambulatd-
rio de Cirurgia Plistica do Hospital de Base para retirada de massa

tumoral na hemi-mandibula diveita. 0 processos de aproximadamente
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quatro meses de evolugios. foil detectado apbs trauma e diagnosticado

histopatologicamente em outro servigo médico como ameloblastoma.

Apbs exbrese da lesfo e de parte da mandibula. o exame histopatolb-

gico revelow carcinoma adenocistico de glandula salivar com infil-
tragbes na mucosa orals segmento bsseo da mandibula e partes moles
circunjacentes.

Uma amostra do matervial foi colocada em cultura por sete
dias e bloqueio da divisdo celular foi realizado com o uso de
colcemide. Foi observado crescimento celular em todas as rvéplicas P4
horas apbs a semeaduras e as células apresentarvam morfologia epite-~
libide & fibvroblastbides em proporgdes aproximadamente iguaiss. du-
rante todo o peviodo de anfdlise (Figura 1). Das 44 metifases obti-
dasa i3 foram analisadas em colovagBo usuvals dez foram analisadas
parcialmente & quatvo totalmente apbs bandamento G. 0 estudo citoge-
néetico revelou dez células com caribtipo 46.XY: seis com 45.-053
quatro  com A5 XY 2 =22.del1 (10) (pi2) (Figuva 8)3 quatvo com perdas
cromossomicas casuais € uma com poliploidia.

A monossomia 22 e a deficiéncia do brago curto do cromos-
somo 19 foram consideradas alteragies clonais uma vez que estiveram
presentes em células provenientes de frascos de cultivo diferentes.
Os principais achados citogendticos deste caso estio apresentados na

Tabela 10.
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Tabela 7. Dados citogen&éticos dos casos 9524,

601 e 437.

959 .

Nimero de me-
thtases obti-
das
Cervicite cronica
inespecifica de colo utevino

Caso
total ou
mente anali

sS4 i

S4a el

Carcinoma in situ
de colo uterino

541 3

Adenocarcinoma uwlcerado da
pequena curvatura do estdomago

3

Bhcio colbide multinodulayr

de tivbide

H99

4601

¥ Achado citoagendtico/Ndmero de célul

1 2 3 4 5 © i

a5

3

Namero de methfases
parcial-

464 XX/ 14

A6 XX/
41/1
4771

PR XXXXdel (4) (gR2) /14

446/1
45, XK. -15714
T44/1
Tes1

46, XX/3

45, ~C/ 14
ORI

46 XX/ 2

4@5"‘“5"{‘!"[:5'—’: ’._-"!"..‘

A& XX/ 4
445“C5“E/1

45, +10,-32.~13/1
43, (536) /4
TR/ 1

A4 XX/ 3
45.-TC/2
45, -TN/1

13 14 15 16

17

{774 |

18



Tabela 8. Frincipais

Coldide Multinodular

L:

1le 111 & V1
ELT

ITie 111
11
tQ )
L1X

ITI & III
II1

I1Y e VI

unesp

em 1 2 3 4 5 6 7

achados citogengticos de um Bboio

de Tirdide (caso &628).

ﬁLhadna
Citogendticos

46 5 XX

4447 4 +C

AL -7 47

A +C . +17

CIPE | PR RUPES R P A &
49 3 +C 4 +0 5 +E

A7 =4 4T o+ Ca+17

A9 3 +C 47 4417
AB=4F7 4+ T 2+ LG +i7
48 cromossomos
92 Cromossomos
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Tabela 9.

Achados  citogendéticos de um Sarcoma Sinovial pouco dife-

renciado (caso &622).

Nimero de
Células
ffetadas

7

Ré&y

V.V e
v
v

Y

ica

VII 46.XY

1P

A2, ~ConCs—F =0
41 3424 =Cy=Ca=Cy=Dy=Dy=F

L e A DR e

41 4-7TBy=Dy~Ey~F y~F

41 3B 0y =C oy =7E

393 =Cy=D =D y=Ey~Ey~F 2 ~06

39 3By =By=Caly=TlyEy~E
39,-23-Cs=Cy=Cy-Dy~E -G
38,-Ca~Ca=Ca~Cs~Es~Fs—F =6
38,1 y=By-Ca=Cy~Es~Es~F =6

374l arBaCarLCa=Cu-Dy=Ea-Fo-F

3‘49"'1;"E;"'C5"C5"’Dg"'D5"”Ep“'Eg""F5""F;”"B:“‘Gg

21 " g " ,._B . -R " *'.: . ....B . ._l‘: M ..-C u - " 3 " .‘.C " - “ e ¥ -l " | s 3
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Tabela 1@. Frequéncia de células com carvibtipo normal e

com aberragdes coromossomicas numéricas e
estruturais de um Carcinoma adenocistico de
Glandula Salivar (caso 4664).

Niimero de cep lic: Achados
Citogendticos

444 XY

A5, XY s ~22.del (10) (pi2)

A5
405 ""E ,"‘C L] "’[! 5”"E _!"'E ] "‘I:

48 L] o ] T8 n S ] =v47
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Figura 2. Methfase tetvaplbide do caso 542 mostrando a deficien-
cia do brago longo do cromossomo 4. del(4)Y(qe2). As
setas mostram os cromossomos 4.
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Figura 3.




Figura 4.

Methfases do caso 428 com trissomia 7. (Aa) cariograma
representativo do caridtipo 47 XX.+7; (b) visio geral
da mesma methfases (c) visdo geral de uma cklula com
caridtipo 42.:XX. 47 4-4,~-78,-1i8,-19,-29. As setas indicam
0 cromossomo 7.
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Figura 5. Methfases do caso 428 com as trissomias 7 e 17
cariograma representativo do caridtipo 48.XX .47 .+17:
(b) visho geral da mesma metifased (c) visio geral
uma  cklula com ~aribtipo 45 XX +7 2 +4i7 =02 ~19.~19. As
setas & pontas de seta indicam os cromossomos 7 e 17.
respectiivamente.

] (a?l

o e
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Figura 4.

q'ﬁ, ;‘”
o ”
h.

Methfases com as trissomias 7. 10 & 17 do caso 428, (a)
cariograma representativo do caridtipo 49 XX +7 . +10,+4173
(b) visio geval da mesma metihfases: (c) visio geral de
uma cElula com caribtipo 48, XX 47 .0+1{Q 4 +17 40, As setas.
0o asteriscos e as pontas de seta indicam os cromosso-
mos 7 10 e 17y vespectivamente.
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Figura 7.

(a ¢ b)) Methfases do casno 422 com 42 CromosSsomos.
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Figura 8.

¢

del(10) 10

(a) Caviograma representativo de uma célula do caso 4464
com caridtipo 45, XYs-22.del (i) {(pi2d: (b)
da mesma metifases (c) methfase pavrcial mostrando a
deficidncia del(i@)(pif).As setas e pontas de seta
indicam os cromossomos 10 e 22, respectivamente.

visdao geval
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IV. DISCUSSAOD

No presente trabalkho forvam vealizados alguns ensaios
preliminarses  com a finalidade de detectar a influéncia de fatores.
tais como hormonios. L—-glutaminas densidade celulars tipos de fras-
cos & meios de cultura e concentragdes varidveis de soros sobre o
crescimento de células tumorais in vitro. Além disso, foram analisa-
das citogeneticamente, apds culturas de curta duragios. sete lesdes
benignas & quatro malignas. Duas apresentaram aberragdes cromossdmi-
cas clonais numéricas e/ou estruturais. uma mostvou uma populagio de
ctElulas hipodiplbides & em oito Fforam observadas células novmais. ou
também methfases com anomalias nao-clonais.

Ds principais problemas surgidos durante o desenvolvimen—
to do  trabalho foram o inerventes ao cultivo de células. como a
contaminagBo de espkcimens por ocasifio da bhibpsias transportes
semeadura ouw mAanuseio. a adequagio do meio de cultura e sua suple-
mentagios. & a eficiéncia ou validade dos reagentes utilizados.

Al1ém dessas dificuldadess até certo ponto transponiveis.
outras menos controldveis também existiram. Entre elas pode ser

citado o prdprio comportamento das cédlulas. nas condigdes de estudo.

certamente consequente de sua constituwigio gendtica ou de  influén-

cias humovais recebidas in vivo ¢ levadas para a condigf@o in vitro.
Serio feitas a seguir algumas consideragdes sobre  as
condigdes de cultivo celulars e o6 resultados obtidos nos testes
realizados, assim como sobre a andlise citogendtica dos tumores
sdlidos humanos e as alteragdes encontradas nas lesdOes estudadas

pelo presente tvyabalho.
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IV.i. Ensaios preliminares sobre condigdes de cultura.

Alguns ensaios preliminares sobre condigdes de cultivo
foram realizados pelo presente trabalho. 0Os rvresultados mostravam =
influéncia positiva de vdrios fatores sobre o crescimento de células
tumorais in wvitro. Um dos efeitos mais evidentes foi aquele decor-
rente da presenga de glutamina em culturas de células de um nevo.
Tal efeito jd havia sido obsevrvado por outros autoress que empregan
esse aminodcido rotineivamente na composigio do meio completo (TRENT

L3

et al., 19886). A insulina e o estvdgeno também estimulavam o cresci-
mento celular e, pelo menos & primeiva dessas substiancias tem sido
utilizada no ocultivo de muitos tipos diferentes de tumores
(FRESHNEY . 41987). A hidvrocortisonas ao contrdrio do espevado. ndo
mostrou gqualgquer efeito em um teste realizado com cé&lulas de  um
carcinoma basocelular de pele. E provivel que tal achado seja conse-
quéncia da concentragio usada da drogas. uma ver que alguns trabalhos
referem-se a utilizagio desse hormdnio em niveis mais elevados. For
exemplos LEIBOVITZ (4986) & MERTENS (comunicagfo pessoal) sugevenm
gque a2 hidrocovtisona deva ser usada em gquantidades iguais a  3.461
wa/ml e 400 uwa/mly respectivamentes cerca de 19 a 1000 vezes maior
que aquela empregada pelo presente trabalho (0.5 uwg/ml).

Em relagdo aos meios de culturas o bom resultado obser-
vado no caso do Ham F-1@¢ foi presumivelmente consequéncia de sua
constituigio mais vica em alguns componentes. como alanina. aspava-
gina. cistedna. vitamina Bi2, hipoxantina e timidina, quando compa-—
rada & constituigdo dos outvos meios utilizados (FRESHNEY., 1987).

As quantidades varidveis de soro empregadas para o culti-

Y0 de um adenocarcinoma de r—:stémagcr e de wum sarcoma mostraram Lm
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hom crescimento nos frascos com concentragdes de 20%. le acordo com
a literaturaa eesa situagio nfo & recomendivel pava cultivo de cé-
lulas malignas. Entretantos os testes fovam realizados antes do
sétimo dia de cultura quando os fibroblastos normais ainda ndo  sdo
predominantes sobre as células neopldsicas (CHEN & SHaW. 1973:
MIYAMOTO et al. . i988). Aldm dissos concentragbes baixas de sovo
resultaram  em parada de crescimento no caso da cultura de estdmago.
sugerindo  que alguns fatores importantes estavam em  quantidades
insuficientes nos dias imediatamente pds-semeadura, ou entio gue as
cklulas presentes ervam  apenas Fibroblastos ¢ foram selecionadas
negativamente.

No presente estudo foram avaliadas também as densidades
celulares iniciais de 2.0Pxi0 e 1a9ixi@ chlulas/mla em um carci-
noma  basocelular de pele. 0 sedimento obtido apbs a desagregagio
tecidual nBo permitiv o uso da densidade sugerida pela  literatura.

= . 5
em torno de 9 a é6xi@° células/mly mas o teste mostrou que mesmo

; 4
densidades celulares de 2,02%i0 células/ml levam a bons resultados

em determinadas situagbes.

Os resultados obtidos sobre a influéncias dos tipos de
frascos de cultura no crescimento de células de um bbcio multinodu-
lar de tirvbide mostrou a eficiéncia dos frascos de plastico
Descarvplast e de wvidro do tipo Leighton. 0z recipientes de wvidroas
como o de Leighton & o de leite de coldnias apresentam a vantagem de
reutilizagios contudo podem libevar subst3ncias thxicas gue  wvayviam
de acovdo com sua procedéncia. Além dissos necessitam ser correta-
mente  lavados e estervilizados apbs o usos de modo a  gavantiv a

viabilidade de culturas subsequentes. 0s recipientes plasticos de
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poliestivenos. como o Descarplast e o Costarse apresentam wvantagens
praticas porque Jjid vém esterilizados. e essa estevilizagdio. no caso
obtida por radiagios, garante até certo ponto a auséncia de fatores
tdxicos e de micvoorganismos. Tanto os frascos de vidro quanto os de
pldstico devem fornecer condigdes para que as células se Ffixem ao
substrato. 0UOs motivos pelos quais os frascos Descarplast e de
Leighton  pevmitivam melhor crescimento devem estav rvelacionados com
a prédpria constituigdo do material do recipiente ou com outvas de
suas qualidades. & com as caracteristicas do tipo celular utilizado.

Em resumo. 08 ensalos vealizados no presente trabalhos
concluiram gque o meio Ham F-1@ suplementado com 29X de  sovo. [&=
glutamina e insulina. & os frascos Descarplat e de Leightons. consti-
tulivam condigdes adequadas pava o cultivo in vitro de determinadas
cklulas tumorais na situag@o laboratorial disponivel. Além dos fato-

res  acima citadosa a adigdo de estvybgeno ao meio de cultivo &  uma

2 G 4
densidade celular inicial da orvdem de 2x1i¢ cE&lulas/ml tambéEm  acar-

retaram um bom crescimento celulary em certos casos. lDeve sev enfati-
zado que os resultados obtidos nfe permitem generalizagies. uma ver
que o numero de testes foi limitados. mas servem de base para  que

novos estudos sejam realizados.

IV.2. Constituigio cromossOmica dos tumores sblidos humanos

Um  grande nfimevo de trabalhos tem sido publicado sobre

altevaghes cariotf{picas em ftumores sdlidos. 0 novo catdlogo de
aberragies cromossomicas em neoplasias, a ser publicado em 41994
deverd conter informagdes sobre aproximadamente 3000 dessas lesdes.,

o que corrvesponde a apenas #0% dos dados disponiveis em  cancer .
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fragho esta muito inferior & sua contribuigfo relativa & morbidade e

mortalidade das doengas neoplisicas. Um dos grupos que ilustya bem
essa  situwagfo & o dos tumores epiteliais. que causam quase 80X de
todas as mortes por cancer no homem mas fornecem aproximadamente 10%
dos dados (TRENT et al., 1989: MITELMAN., 199@).

0D conhecimento dos eventos citogendticos nas etapas ini-
ciais de desenvolvimento de um tumor sblido & muito limitado. Esta
situagio & provavelmente decorvente do fato da maioria das lesdes
ser estudada em esthgios muito avangados. o que dificulta o reconhe-
cimento da alteragf@o primiria entre as numevosas anomalias secundh-
riass em geral presentes por ocasifio do estudo. Embora a altevagio
primiria tenha um significado patogenético importantes. as secundh-
rias podem sey de interesse no entendimento da progressio tumorals e
a distingio entre as duass na maior parte das vezes ndo & atingida
(TRENT et al.. 198%9).

fis aberragdes cromossdimicas jd detectadas em neoplasias,
incluindo leucemias e linfomas bem como tumores sdlidoss compreendem
uma  variedade de vearrvanjos estvuturais e de aberragdes numbéricas.
Na revisio feita por TRENT et al. (i989), um total de 149 anomalias
estruturais foram identificadas em 43 tipos de doengas neopldsicas.
e todos os cromossomos Forvam envolvidoss com excesiao do Y. MITELMAN
(1984, 1984) e HEIM & MITELMAN (i986b) também obsevvavam que a dis-
tribuigio dos pontos de quebra & vestrita a um quarto das bandas de
um cavibtipo padrios. e ques. de forma anhloga. as trissomias € monos-
somias niAo sio casuais. Presumivelmente, detevminadas regides cro-
mossomicas contém genes essenciais para o desenvolvimento do proces-
a0 maligno. Indicagdes de que isto vealmente deve ocorvver provém de

ohservagdes sobre a coincidéncia de localizagio de oncogenes e de
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pontos de quebra em cancers. apresentada na Tabela 14 (TRENT et al..
i989). DNesse modos nAo suvpreende o fato de que muitas alteragdes
cromossomicas sejam consistentemente associadas a essas  doengas. o
que & especialmentes verificado nas leucemias e linfomas. No caso dos
tumores sdlidos, o ndmervo dessas corvelagdes ¢ pequenos. como pode
observado na Tabela 12 que resume o0s dados estudados por
TEYSSIER (i989). e & provavelmente decorvrvente da complexidade
instabilidade citogendtica no grupo. Apesar dissos, =@ andlise de um
grande ndmero dessas lesdes tem sugerido o envolvimento preferen~
cials ou ndo casual, de alguns cromossomoss em especial do 1 3. 7

i1 (ATKIN, 1989:; OLAH et al., 19893 TEYSSIER. 1989). Esse achado

sugere que a E,‘VOILIGQ{D clonal geralmente segue um I3Etd'l"§.'t} QG.‘I"létiCC)

bdsico para diferentes neoplasias.

As altevagdes cromossomicas provavelmente levam a eventos
moleculares que afetam ndo somente sequéncias de oncogenes ou de
anti-oncogenes, mas também reguladorves de diferenciagfo ou de pa-
dries metabdlicos especdficoss € genes que codificam fatores envol-
vidos no crescimento ou nas interagbes celulares (DUTRILLAUX &
MULERIS. 1984). Embora os dados obtidos em leucemias e linfomas
indiquem que esesa idéia seja corretas poucas s80 as evidéncias de
tais modificagdes causadas por aberragdes cromossomicas em  tumores
shlidos (TRENT et al., 1989). (s casos mais citados referem-se
amplificagdo do oncogene N-mnc em neuroblastomas que manifestam
double minutes ouw regides homogeneamente coradas (BRODEUR & SEEGER,
i988), e da expressdo aumentada do gene do receptor do fator de
crescimento epidévrmico em lesdes com alteragdes numéricas e estrutu-

rais do cromossomo 7 (BELL et al.. 1986).
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Fm relagin hs lesdHes benignas. existem poucos dados na

literatura sobre as abevvaeies cariotipicas presentes e sobvre o0

possivel efeito dessas abervragdes no comportamento ou na evolugio do

tumor e na proliferacio celular (MITELMAN. 198%: SANDRERG. 41988). le
modo gevals €& aceito que tais lesdes apresentam uma constituigdo
cromossOimica normal em virtude das observagdes de auséncia de figu-
ras mitdticas e de ndcleos atipicos em preparagoes histoldgicas, =o
contrdrio do que ocorve nas neoplasias malignas.: € de conclusdes
baseadas em andlises citogendticas realizadas sem o auxilio de
técnicas de bandamento cromossdmico (SANDBERG, 1980). Entretanto.
estudos recentes em vdvias condigdes considevadas benignas. com base
no seuw comportamento e dados histoldoicos, tém levado & sugestio de
que  as abervagdes cromossdmicas nem sempre estio ligadas ao estado
maligno ouw entfo que alguns tumores benignos devem ser considerados
pré-malignos ou mesmo malignos (SANDEBERG. 419883 TEYSSIER et al..
1785). Pov exemplos. tanto os leiomiomas gquanto os seus covresponden—
tes malignos, o8 leiomiossarcomas. apresentam rearvanjos das regides
7qeRd-q32. a2 e 1291445 (HAVEL et al.. 19893

al.. 1992a.b). Do mesmo modos. o% lipomas mostram o envolvimento
consistente das bandas 12913-9i4, o que também & descrito em lipos-
sarcoma  mixbide (DAL CIN & SANDEBERG. 19893 FRIGERE et al., 19903
SREEKANTAIAH et al.. 199@).

A aparente coincidéncia de alteragfes em uma mesma regido
CYOmMOSSOMLCR tanto em processos malignos quanto em seus equivalen—
tes bendgnos.s indicam um padr&o citogendtico semelhante no desenvol-
vimento dessas condigles, embora a exata proximidade dos pontos de
quebra e os genes afetados ndo sejam conhecidos. e qualquer modos

tais sistemas constituem um excelente material para investigagdo dos
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eventos moleculares envolvidos nNno processo CANCETOE0 & I3OIZ.1€'I"I.?J.(:I s

necer informagdes sobre

0

comportamento de diferentes doengas & sSuas

intevrelagdBes com respeito H transformagio neoplhsica (SANDEBERG et

al.. 1738).

EFstas consideragoes sfo essecials para o entendimento & =&

analise dos casos que

7

passavns a discutir.
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Tabela 1i. Localizagio cromossomica de oncogenes humanos & os pontos de quebra rela=-

cionados em diferentes tipos de neoplasias. segundo TRENT et al. (i989)

com modificagbes.

(Oncogene Localjizagio
cromossomica do
oncogene

ip36.2-36.1 leucemia mielbide aguda-M3

HYCL-1
NRAS
SKI
REL
FIH

ARAFE
FUTH

MYC1

ARL

HRAS1
INTZ2.SEA
ETS1
KRASE
INTi.GLTA
AKTL.ELKZ
EREE2-THRA
INT4
ERBAZL
YES1
ETS2.ERG
YESF
HRASZF

ip32-p31i
ip32

ip22 e/ou ipi3

igei.i-q24
2pid-cen

6p2i

7pid-qi
Bq24
Bgcd

9q34
iipia.o
i11qi3
11923.3
iepig.i
12qi3
14932.3
179ii-qil
17q2i-q22
17923
iB8g921.3
2iq22.3
22qii-qi?

Apii.4-pifi.2

leucemia linfocitica aguda
leucemia linfocitica aguda
melanoma maligno

melanoma maligno

leucemia linfocitica cronica

dognga linfoproliferativa
cronica

linfoma maligno

linfoma de Burkitt
leucemia linfocitica aguda
doenga mieloproliferativa
leucemia mieldide aguda
linfoma maliagno

linfoma maligno

leucemia linfocitica aguda

lipossarcoma mixbide

linfoma maligno

leucemia mieldide aguda M-3
leucemia mielbide aguda
leucemia mielbide aguda-M4.H3
linfoma maligno

leucemia mieldide cronica
leucemia linfocitica aguda

sarcoma sinovial
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Tabela 12. Alteracdes cromossomicas recorventes em tumoves sdlidos
segundn F1Y“Gfkh (19P“..

hltc*rauc

del () (gl
del (3){pidpi)

Cavocinoma de Mama ~Ba=13

Carcinoma ode Hexiga del(iip)
.63 )

A7 4139

Carcinoma de Colon —47(i7p-)a 48
alteragies numéricas € estvuturais dos
cromossomns 1.8.7 e 13

Mz Tanoma alter apg s estruturals dos cromossomos
fI, " .\ = :'

Glioblastoma rearranjos das bandas 9pfd4-pter

'*'y . 1. '3'

Neuroblastoma deficiéncia da banda 1ip3i
dup (i7q)

dmin /HSK

inoblastoma dup (iqg)
dup (&p )
-413
Nefroblastoma reavranjos de 1iip

mAdenoma de Colon alteragoes numéricas € estrutur:
cromossomos 1. 7 :

JEiomioma 1
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IV.3. Lesbes benignas e malignas do colo uterino

As  lesdes benignas do colo uterino compreendem as cervi-
cites cronicas € as metaplasiass entve outvas. A cervicite & um
processo  inflamatdrio. geralmente causado por agentes infecciosos.
que pode evoluir pava uma metaplasia. & metaplasia ¢ uma alteragio
reversivel na  qual as células adultas sAo substituidas por outvas
recsultantes da difevenciagio anovmal de células primitivas  indife-
renciadas ou da divisio de cé&lulas diferenciadas existentes. A
pevrmanéncia  do  fator  que predispbe & metaplasia  pode  induzir &
transformagio maligna do epitélio metaplisico (LOPES et al.. 1987).

Az displasias s3ao lesdes pré-cancevosas que podem ovigi-
nar—se das metaplasias e caracterizam-se por alteraghes do tamanhoas
aspecto e organizagio da célula adulta. o sAo consequentes de ivvi-
tagtes cronicas ouw inflamatbrias. 0 comportamento dessas lesfes &
varifvels a maioria rvegride enqguanto uma pequena fragio progvide

para uma condigido maligna (ROBRINS. i27%: LOFES et al.. 1987).

D cancer de colo de Otevo & o tumory mais  frequente  em

L

mulheves de vhvios grupos populacionais (LOPES et al.s 19878 MURTY
et al.:, 1988). 0 mais comum ¢ tipico & 0o carcinoma. enquanto os
garcomas representam apenas 1% do total. 0s carcinomas sio de trés
tipos principaist in situy, microinvasor e invasor. 0 carvcinoma in
situ ¢ uma lesfo restrita ao epitédlio superficial e representa o
grau  extremo da lesdo pré-cancerosa. E constitufdo por células
morfologicamente idénticas as da maiovia dos carcinomas da cérvice
mas com adesividade diminuida, o que reduz sua capacidade de infil-
tragdo em outros tecidos. A definigdo do carcinoma microinvasor

constitul um dos mais controvertidos assuntos na patologia do colos
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e o principal ponto de discussio refere-se A profundidade da  inva-
sH0. Alguns admitem que havendo difusBo no estroma em até i mm  de
espessura a neoplasia deve ser considevada microinvasivas. enquanto
outvos aceitam nesse grupo os carcinomas que alcangam até % mm de
espessura. 0 cincer & considervado invasor ou clinico quando diagnos-
tichvel macroscopicamente. No inicio do processos esse tipo atinge
apenas o cérvice mas, 5 medida gque progride ¢ suas dimensBes tornam-
s¢ maiores. tende pars a disseminagiho pelo organismo & Fformagio de
colonias metastiticas (LOFES et al.. 1987).

lentve os diversos fatores envolvidos na etiologia do
cAancer cevvical & de outros tumores genitais. as infecgdes por wvirus
do papiloma e por outvos vivus como o Herpes simplex tém vecebido

atengio especial. isto porgue a detecgio de tipos especificos de

alguns desses virus em lesbes préE-malignas esth associada com o

risco aumentado da neoplasia. Embora o papel desempenhado pelo
genoma viral na génese do cdncer do colo nfo seja completamente
conhecidos, existem evidéncias de gue suas sequéncias se integram no
INA em locais prdximos a proto-oncogenes (FOFESCU & DI FAOLD, 19893
COUTURIER et al.. 1990a) ou em regides frequentemente rearvanjadas
em diferentes tipos de neoplasias (SASTRE~-GARAN et al., 1999).
Alguns modelos experimentais tém mostrado que as sequéncias do virvus
cooperam  com o oncogene mutado c=Ha-ras na transformagido maligna e
ques em certas situagdHes. podem promover a cis—ativagio do proto-
oncogens c-myc. £ interessante citar que a amplificagfo ou expressio
aumentada dos oncogenes c—Ha-ras ¢ c-myc tém sido detectadas en
cothgios avangados dos cavcinomas de colo (RIOU, 19885 SAGAE et al..
?8?).

o ponto de vista citogendtico. as lesdes do colo de
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Gtevo oferecem um dos melhores sistemas para estudo de difeventes
estdaios do processo de malignizagio, desde uma displasia simples

0 carcinoma invasor. Além dissos essas lesdes apresentam =
vantagem de serem frequentemente detectadas como resultado de inves-
tigaghes citolbgicas em campanhas de prevensgio do clincevs & do
material para estudo sev facilmente removido.

As andlises cromossOmicas nesse grupo de doengass entre-
tantos apresentam alguns pyroblemas. Um deles envolve as variagdes na
nomenc latura usada pava as virias condigdes, € a consequente  difi-
culdade em comparay vesultados de difeventes labovatbrios. por exem-
plo em casos de carcinoma microinvasor € de carcinoma in situ. este
Gltimo considevado 2s veres uma altevagio pré-neoplisica ¢ outras
veres uma alteragio maligna (SANDBERG. 198@). Outvo problema decor-
re do  fato do material dervivado de tecido de colo novmal ou  de
lesBes iniciais apresentar nlmevo extvemamente baixo de methfases.
de  modo que os resultados obtidos até o presente 80 poucos & nio
permitem genevalizagdes (SANDBERG. 19803F HEIM & MITELMAN. 1987a). Ha

verdades, o material cromossomico de lesdes cervicais ndo possul

geralmente boa qualidade técnica para andlise, com alagumas excegdes

no caso de preparagies dirvetas (ATKIN & BAKER., 198P, 19841 419089;
BELLLO & REY, 192883 SREEKANTAIAH et al.. 1988: ATKIN et al.. 1i990).
NDs dados da litevatura indicam que o epitélio cervical em
seu estado novmal e em condigBes inflamatbrias tem constituwigio
diplbide, embora evidéncias para isso sejam muito poucas. Contagens
de 92 cromossomos ouw prdximas a 92 sdo comuns em displasias e carci-
nomas in situ. o que & confirmado pelas estimativas do conteddo de

INA em suas células (HUGHNES & CSERMELY, 19863 RASK-HMADSEN & PHILIF,
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74

1973 2 i97¢) . Em um tervgo dos carcinomas invasores o
nlumero  modal & triplbide ou tetvaplbide. mas as altervagdes 8o
tantas & a qualidade das metifases tho pobre que mesmo o nlmevo
cromossomico  nem  sempre  pode ser detevminado  (HEIM &  MITELMAN,
1987h) . SREEKANTAIAH et al. (1987) sugeriram que & ocorréncia de
poliploidia em células provenientes de lesdes malignas de cévrvice
pode ser consequéncia  de processos de condensagio prematura dos
cromossomos (FCCY & endorveduplicagios pois a andlise realizada em
150 neoplasias cervicais revelou FCC em frequéncias mais altas nos
tumores que apresentavam hiperdiploidia.

Os estudos vealizados por ATKIN & BAKER (49882, 41984) e
ATKIN et al. (1990) em 43 cavcinomas do colo rvevelaram nOhmeros
cromossdmicos entre 41 e 100 alédm de vdrias anomalias estvuturais.
Os rearrvanjos envolveram principalmente os cromossomos 4 ou S 1
17w 182 3o o e 9. rvespectivamente pela ordem de frequéncia.
Abevragdes estruturais & numbéricas dos cromossomos 4 e 8 Foram
também observadas em lesdes cervicais pov BELLO & REY (4988) ¢ por
SREEKANTALAH et al. (i988).

0 pequeno ndmero de metdfases passiveis de andlise parece

vealmente ser cavacterf{stico das cédlulas de tumoves de colo.

SREEKANTAIAH et al. (i988) estudaram 150 espécimens, em 17 dos quais

somente uma célula pdde ser analisada, em 3 deles apenas caridtipos
parciais foram obtidos e em 4ii. o dnico dado foi a contagem do
nmevo cromossbmicos dos 119 vestantess duas ou mais c&lulas foram
estudadas. Deve ser citado gue essse trabalho fol realizado em prepa-
ragies diretas. apaventemente preferidas pelos avtores que investi-
gam tais lesdes. ATKIN & BAKER (4i982)., em nove cavcinomas também

processados  pelo método divetos obtiveram geralmente menos de
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methfases analisbveiss vArias com apenas alguns cromossomos identi-
ficados., e relatarvam as dificuldades de anflise.
Além  das anomalias cromossomicas identificadas nas célu-
A,

las de tecidos altevados do colo. Jja foram observadas frequéncias

aumentadas de quebras cromossdOmicas. de trocas  entve cromhtides-

irmis. de hetevromovfismo de bands C do cromossomo {4 e de decrbscimo

da atividade de genes rvibossdmicos na linhagem constitucional de
mulheves portadovas de lestes displisicas do colo que evoluiram parva
neoplasia. Tais achados levavam 3 sugestBo de que hd uma fintima
relagio entvre os fenbtipos constitucionais & a evolug@o do clncer a
partiv de condigdes pré-malignas. Se tais observagdes fovem confir-
madasy, essas alteragdes poderio representar um eficiente marcador
biolbgico na definigio de displasias do colo que apresentam risco
aumentado para progressdo neopldsica (MURTY et al.. 198%5. 1988).

No presente trabalhos as culturas obtidas de 3 processos
inflamatdrios croénicos de colo (caso 524, 542 e 551) e um carcinoma
in situ (caso 541) resultavam em um ndmero pequeno de metdfases
cromossomos de qualidade ndo satisfatdria apds utilizaefo de técnica
de bandamento 6. A maioria das células apresentou constituigdo
dipldide e nfo foram observadas alteragdes numéricas ou estruturais
semelhantes Aaquelas descritas na literaturas. com excegio de duas
células polipldides. uma delas com deficiéncia del(4)(qPP).

Aberragbes estruturais envolvendo cromossomos do grupo R,
particularmente um pequeno isocromossomos 1(4p) ou 1(Spl. & células
poliplbides Foram descritas por ATKIN & BAKER (1{98R., 1i984) & por
ATKIN et al. (1992) em carcinomas de colo. 0 isocromossomo i(4p) ou
1(Sp) foi wvisto em 77% dos 43 tumores estudados. € gevalmente esteve

presente em duplicata e nos casos com nhmeros cromossdmicos maiores
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do que 44. Levando-se em conta o tamanho da amostra analisada por
esses antores, tal rearvando provavelmente constitui umsa das alteva-
g0Es  mais comuns em carcinoma cervical 2. dado que foi observado
como & Unica aberragdo em vdrios tumores. ¢ possivel que sua forma-
Gao represente um evento precoce na  transformagdo maligna. Nesse
pontos. & interessante salientar que o presente trabalho detectou um
cromossomo 4 com deficiéncia de brago longo em uma célula de lesdo
diaagnosticada como processo inflamatdrio de um colo que Jjid havia
apvesentado cé&lulas pré&-neoplisicas anteriormente (caso 542). Esse
achado pode nio ser rvepresentativo do matevial im wivo. dado que nio
foi clonal nas poucas células obtidas. entretanto pode tambéEm indi-
car o inicio do processo de transformagio neoplasica. 0 acompanha-
mento clinico & citogenético do caso poderia esclarvrecery essa questio

mass infelizmentes. a paciente mudou-s& para uma cidade muito distan-

te de 5850 Joséd do Rio Preto e nfo foi possivel sua reavaliagio.

IV.4. Tumores benignos e walignos de tirbide

Os tumores de tirvbide constituem wma importante causa de
movbidade na populagio geral. 0s benignos ou adenomas sdo classifi-
cados, de acordo com o apecto histoldgico que manifestam, em 3 tipos
principais. o folicular. o papilar e o atipicos sendo os dois
primeivos  as formas mais frequentes. Todos sles compreendem lesHes
encapsuladas derivadas do epitélio da tivbide. histopatologicaments
semelhantes ou idénticas aons nbdulos observados no Wltimo estbaio do
bhoio multinodular atbxico. 0 adenoma possul um pequeno  potencial
CANCET D80 &4 segundo  alauns autorves. o bdcio apresenta a mesma

cavactevistica (REGD, 19763 INGRAR & WOERER. 19813% ROBRINS. 19753
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VaN den BERG et al.. 199@¢). Do ponto de vista clinicos o0z bbcios
multinodulares s8o imporvtantes pelo fato de constituirem um diagndsg-
tico diferencial das neoplasias pelo seuw tamanhos localizagio e
fungfo anormal (ROBRINS. 1975).

Virtualmente, todos os tumores malignos de tirvdide sfo de
origem spitelial . portantos. carcinomas. Embora esses tumores pos-
sam apresentar tipos diversos e variantes histoldgicass a tendéncia
& agrupi-los sequndo coritérios que considevam ao mesmo  tempo oS
aspectos histoldgicos & o comportamento clinico. Jlessa forma, eles
s&o classificados em papilar. foliculars medular e anapldsico ou
indiferenciados sendo que os primeivos sdo considevados de baixa
malignidade. o medulary de malignidade mEédia e o anaplisico de eleva-
da malignidade (LOFES et al.. 1987). 0 carvcinoma medular podea
alaumas vezess apresentar—-se como manifestagio de algumas sindromes
genet icamente condicionadas comos por exemplos o feocvomocitoma
familial. A combinagdo deste dltimo com o céncer de tirvedide consti-
tui a chamada sindrome de Sipple ou neoplasia enddcorina mdltipla

(MEN), também referida como MEN IIa e IIb ou MEN II e MEN III para

designar a combinagio de sindromes sem e com neuromata de mMUCOSR.

respectivamente (FISHER. 1985).

As  andlises citogendticas de lesfes de tirdide tém mog-
trado geralmente constituigdo dipldide nos adenomas (BARTNIZKE et
al.s 19893 OLAH et al.. 1999). Alguns estudos. entretanto. referem-
se diferentes aberragfes cromossdmicas estruturais ou numéricas
nesses tumovess tais como o vearvanJo da banda 10922 & as trissomias
4y He e T 12 & 16 (BARTNIZKE et al.., {9895 BONDESON et al.. {9293

VAN den BERG et al.. 1992).

As andlises fotométvicas de DNA nas condigdes tivoideanas
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benignas mostvam gue alguns adenomas e bbcios multinodulares possuem
picos compativeis com constituigfo diplbide enquanto outros apresen-
tam conteldos aneuplbides. As Unicas modificagdes histolbgicas dos
tecidos analisados que poderviam explicar as medidas de  aneoploidia
em lesfes benianas parecem sery a atipia celular e as dreas de hiper-
fungio (EENGTSSON et al.. 1984: GREENERBAUM et al.. 1989 JOENSUU et
al.. 19863F BRONNER et al.. 1?88: HOSTETTER et al.. 1288).

Em relag@o aos tumores malignoss diferentes altevagdes
numéricas ou  estruturais foram vistas. nenhuma delas recorvents
(WURSTER-HILL. 19843% MARK et al., 12873 ANTONINI et al.. 1289:
BONDESON et al.. 41989). com excegido dos rearrvanjos sstruturais  do
19924 em carcinomas papilares estudados por ANTONINI et al. (1989) .
HERATH et al. (i989) e S0ZZI et al. (1i999) e da deficiéncia iiq em
trgs carcinomas papilares descritos por OLAH et al. (1i99¢).

COHN et al. (1984), BACKDAHL. et al. (1985). ARFS et al.
(1988), HOSTETTER et al. (1988) e SHRUEDER et al. (4988) verificaram
que  a quantidade de INA nuclear de tumoves malignos esth relacio-
nada com a sobrevida média dos portadores. Ds  tumores euplbides
parecem estar associados com uma sobrevivéncia relativamente maiovr
que aqueles aneuplbides.

No presente trabalhos foram analisadas quatro lesdes de
tirbide (casos 559, 401+ 628 e 437)s duas das quais apresentaram
células normais ou pevdas cromossomicas casuais, oubtra exibiu uma
translocagao t(5:6) ndo clonal e poliploidia., e a quarta mostrou
trissomia dos cromossomos 7, 10 e 17. Em consequéncia dessas dltimas

terem sido obsevvadas em dois ou mais frascos de cultivos as  trés

alteragbes Fovam consideradas representativas de tveés clones: aquele

com 47 .XX<+7.  um outro com 48 XX +74+17 & um tevceiro que deve ter

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 o © i unespr 12 13 14 15 1e¢ 17

18



e oviginado da nio disjungfo do cromossomo i@ no segundo clone.

0 cromossomo 7 & considerado um dos mais  frequentemente
envolvidos em neoplasias (MITELMAN, 419893 TEYSSIER. 1989). Nesse
cromossomo Ja foram mapeados o gene pava o rvreceptor do o Fator de
crescimento epidévmico (EGFR) & o OncoaeEne met (SHIMIZU et
al.. i980. HMcKUSICK. 19865 SFPURR et al.. 19284), ambhos de grande
relevancia no processo da carcinogénese (KAHN & GRAF, 41988). 0
RFCE ¢ encontrado na superficie de células epiteliais e sua ligaGgio
com o fator de crescimento epidérmico. um pequeno polipeptideo de 53
aminodcidos. estimula & proliferagfo celular (KAHN & GRAF. 1988).
0 oncogene met estd inclufdo na classe das proteinas  quinases e
também estd relacionado com o fator de crescimento epidérmico (DEAN
et al.. 1985).

Cédpias extras do cromossomo 7 tém sido consistentemente
correlacionadas com 0% niveis elevados de RFCE em diferentes tumoves
(KDPROWSKY et al.. 1985: PELL et al.. 1988): e o proto-oncogene c—
erb B. que codifica uma porgio desse veceptor e & também mapeado no

nado mostra qualquer alteragidao estyutural nessas neoplasias.  Em

virtude desses fatos. tem sido sugerido que a presenga de codpias

extras do  gene normal pava o RFCE & nio sua  alteragio estrutuval

leva & proliferasgio celulay (NOWELL. 19898 TEYSSIER. i989).

No cromossomo 10 estd localizado um oncogene designado
TSTA:, sequéncia transformante de tivdide {. cuja atividade parece
estar relacionada com rvadiagio acidental ou terapéutica (FUSCD et
al.. 19873 SMITH et al.. 1i9289). E interessante citar que esse gene
encontra~se na mesma regifo crvomossdmica que o locus da  sindvome

hereditdria MEM Ila & b que. como jd foi citados, manifesta carcinoma
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medular de tivbide e feocvomocitoma (KAZAZIAN & JUVIEN. 1928735 MATHEW

et al.. 19873 JACKSON et al.. 1988). Existem evidéncias de que outro

gene relacionado com a fungdo tiroideanas o do receptor 3 do hormd-

nio estimulante da tivdide, também estd localizado no cromossomo 190
(SMITH et al.. 128%9).

Em relagfo ao cromossomo 17, MIYAGIMA et al. (1989)
descreveram dois  proto-oncogenes homblogos ao c—erb A mapeados
nesse cromossomos.  que codificam proteinas com diferventes proprieda-
des de ligagio ao hormdnio T3.

As trissomias 7, 40 e 17 presentes no bdcio multinodular
=atudado podem estay rvelacionadas com genes envolvidos na  prolife-
ragio celular ou na fungfo tivoideana. Entretantos cdpias extras dos
cromossomos 7 e 10 tém sido descritas também em células ndo-neopld-
gsicas de rvim (SZACS et al.. 1990), cédrebro (HEIM et al.. 1992) e
muasculo (VANNI & LICHERI. 41992), entre outras. Em vista disso. as
abervagoOes detectadas no presente trabalho podem vefletiv instabili-
dade gendmica das células da lesfo. mas ndo ¢ possivel descartar
possibilidade de que elas sejam apenas uma caractervistica dos fibvo-

blastos normais do estroma (BARDI et al.. 1i9%90).

IV.5. Adenocarcinoma de estomago

Aproximadamente 95% dos tumores de estdmago sdo adenocar—
cinomas. © frequentemente estho localizados na regifo antral ouw na
pequena cuvwvatura do brgio. Existem pelo menos duas entidades clini-
copatoldgicas distintas com o nome de carcinoma gdstrico. Uma delas
# o tipo intestinal. expansivo ou epidémico. que  apresenta  alta

incidéncia em populagio de alto risco e & precedida por um  longo
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processo pré-canceroso. A outray gevalmente chamada difusa ow infil-
trantes @ relativamente mais frequente em populagdes de baixo visco
e nido & precedida por estdgios pré-cancerosos (MING, 419773 MOERTEL,
1i98P)Y. 0  caAncer adstrico pode evoluir a partir de certas condigdes
clinicas como a gastrite cronica atrdfica, =a dlcera péptica € ou-
tras. nas quais frequentemente sfo encontradas alteragdes da mucosa
gdstrica considervadas provdveis precursoras de processos malignos.
Tais alteragdes compreendem a displasia e a metaplasia intestinal,
esta dltima caracterizada pela presenga no estdmage de células com
fendtipo intestinal (LOFPES. 1987).

Fxistem poucos estudos citogendticos em carcinoma de
estOmago. OCHI et al. (i984) descveveram inlGmeras alteragdes em
cinco ftumores €. as mais frequentes foram a trissomia 12, a pevda do
cromossomo Y 2 o envolvimento recorvente das bandas  ip22. 2p2i
i2p1i3 em reavrrvanjos estruturais. FERTI-FASSANTONOFOULOU et al.
(1987) analisarvam S carcinomas ghstvicos. 3 com nlhmeros cromossdmi-
cos proximos a 46 e 2 deles prbximos a 69. &s abervagdes do cromos-
somo ¢ foram as mais comuns.  Nimevos cvomossomicos modais variando
de 446 a 82 fovam obsevvados por CASTEDD et al. (i999). em seis
adenocarcinomas ghstvicos. os oromossomos 3. F. B & 18 foram os
mais  frequentemente envolvidos em alteragdes numéricas e estrutu-
ralE.

A4 correlagfo observada entre o padrdo de distribuigio do
INEG nuclear nas células malignas € o comportamento bioldaico do
tumor tem sido de avande valia no estabelecimento do progndstico

Aessn doenga. Assims a incidéncia de metistases em nbdulos linftbides

coth significativamente aumentada em portadores de tumores ansuplbi-

des em relaghio aos de diplbides. & esse fato implica em uma sobrevi-
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da relativamente curta no  subgvupo  aneuplbide de CArCinomas
(KORENAGA et al.. 19883 S0WA et al.., 1988:%i YONEMURA et al.. 178583
BakR4 et al.. 1989).

Recentementes tem sido observada a expressdo independente
de estrbgeno do gene pS2 em células novrmais € neoplisicas do esthd-
mago. Fsse gene & transcricionalmente controlado por estrdgeno em
carcinoma de  mama horménio-dependente e parece estar envolvido no
controle da prolifevagdo celular. Existem evidéncias de que a trans-—
crigdo abevrante do pS2 ocovrve em  alauns  tumorves gdstricos
(THEISINGER et al.. 199¢).

No presente trabalhos a monossomia de um cromossomo O & &
poliploidia fovam as Gnicas alteragbes observadas em apenas 2 cé&lu-

las de um adenocarcinoma da peguena curvatura do estdmago.

IV.4. Sarcoma sinovial

Ds  sarcomas sao lesdes relativamente raras orviginadas do
tecido mesenquimal & representam menos de 1% de todos os  tumoves
malignos. S0 mais frequentemente encontrados em pacientes com menos
de 29% anos de idade e podewm ser devivados dos tecidos muscular.
adiposos conjuntivos. sinovial e de vasos sanguineos. A maiovia
deles manifesta-se desde o inicio como malignos embova alguns possam
se  desenvolver a partiv de um corvespondente benigno. como os  an-
giossarcomas que surgem de angiomas apbs tevapia por radiagio. Sua

classificagio & feita de acovdo com o tecido de orvigem cCcomos. porv

exemplo. o0t rabdomiossarcomas derivados de misculos estriados. os

condrossarcamas que se desenvolvem a partiv de ossos e carvtilagens e

0 sarcoma sinovial que se ovigina do mesotdélio sinovial. Este dltimo
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corresponde a cerca de 8% de todos os sarcomass apresenta caracte-
risticas histoldoicas do tecido sinovial e é encontrado em rvegides
em que esse tecido é predominantes como na bainha dos tendfes e na
bursa (MORTON & EILEBER. 1982).

e modo geral. existem poucos dados na litervatura sobre

estudos citogenéticos em savcoma sinovial. As investigagdes JjhA rea-

lizadas relatam a translocagio consistente t(Xii8) nesse tipo de
lesdo (TURC~CAREL et al.. 19873% NOGUEIRA et al.s 1988: LIMON et al..
1990). Nos cinco tumores analisados por LIMON et al. (1i999). aldm da
translocagio citadas Foi detectada hipevdiploidia em trgs casos &
hipodiploidia nos dois outros. EL-NAGGAR et al. (1i99¢). por sua veR.
demonstraram que &67% de 46 tumores apresentavam valores do  conteldo
de  INA compativeis com nlmevos cromossomicos diplbides & significa-
tivamente corrvelacionados com 3 sobvevida maiovr que os aneuplbides.
No presente trabalhos células hipodiplbides com 31 a 45
.
cromossomos foram observadas em um espicimem estudado. Em virtude da
mh qualidade das preparagdes. ndo foi possivel caracterizar as abev-
ragoes numEricas ou as possiveis abevragdes estrutuwrais. De qualguer
modo. a hipodiploidia pode ser significativa dado que jh foi relata-
da  por outros autores em savcoma sinovial. Além dissos pode sstar
relacionada com o elevado grauw de progressio da lesfo analisadas uma
ver que em alguns tumores shlidoss como pov exemplo carcinomas  de
ovdrio € mama, =a hipodiploidia tem sido observada em estdgios mais
avangados da doenga & associada com a pervda de genes SUPressores
recessivos  (NIELSEN et al., 1999). A andlise de outros tumores
sinoviais poderd esclarecer se tal alteragdo realmente ocorre nesse

grupo de lesdes.
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IV.7. Carcinoma adenocistico de glandula salivar

As  glandulas salivarves constituem a estrutura glandular
com maior ndmero de neoplasias sendo a pardtidas. a submandibular & a
sublingual as mais frequentemente acometidas. As lesdes benignas
mais comuns siao o adenoma pleombdbrfico ¢ o cistadenoma papilar linfo-
matoso ou tumor de Wavthin. enquanto que as malignas <80 o carcinoma
mucoepidermbides o adenoma pleombrfico malignos. o carcinoma adeno-
cietico ou cilindromas e 0 adenocarcinoma  de cklulas acinosas
(ROBRINS, 4927558 SHEDD. 1982).

0 adenoma pleomdrfico foi, durante muito tempos conhecido
como tumov misto de orvigem salivar em consequéncia do fato de apre-
sentar uma grande vaviedade de componentes histolbgicos. Atualmente.
a denominag@o mais utilizada & a de adenoma pleombrfico. pois  sua
histog@nese sugere que seja devivado de células epiteliais & mioepi-

teliais dos ductos glandulares: pode apresentay wum  comportamento

benigno ouw maligno & geralmente afeta a glandula pardtida (RORRINS.

19755 SHEDD. 4982).

0 cistadenoma papilar linfomatoso ou tumov de Warthin
constitul wuma neoplasia benigna rvelativamente rara que ocovrs quass
sempre na regifo inferior da pavdtida sobre o @&ngulo da mandibula. A
histogénese desse tumor ainda ndo é bem conhecida mas suple-se que
ele derive da proliferagdo de restos de gldndulas salivares retidos
entre 05 nddulos linfdticos adjacentes durante o desenvolvimento, ou
situados dentvo das prdprias pardtidas (ROBRINS. 19753 SHEDD, i982).

Em velagEo aos tumores malignos., os mucoepidermdides s&o

aqueles que  se originam das células mucosas e bhasais dos ductos
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salivares = constituem ceveca de 10 a (5% de todas as neoplasias
galivares. 0 carcinoma adenocistico corvesponde a uma forma malign=z
do fumor misto de alandula salivar, € invasivo € costuma enviar
metdstases para géanglios linfdticos regionais ou para visceras dig-—
tantes. 0 adenocarcinoma de células acinares, POr SUA VEZ. provém de
células de rveserva dos ductos glandulares intercalares que se dife-
renciam em células acinares. € em geral afeta a pardtida (ROBRINS.
192755 SHEDD. 1982).
Com excegdo do adenoma pleomdrfico. todos os demais neo-
plasmas salivares sdo raros ou comparativamente raros. Apesar dissos
tumores tém recebido atengio especial por védrias rvazdes.
dentre as quais podem ser citadas: a multiplicidade de tipos histo-
patolbgicoss as controvérsias em velagio B histogénese de  alguns
tumovess os problemas envolvidos na classificaegio histopatolbgica e
a ocovréncia de vivios tipos com compovtamento biolbgico nBo previ-
sivel (SANDROS et al.. i99@).
0 adenoma pleomdvrfico benigno ¢ um dos tumores sdlidos
humanos melhor cavactevizado citogeneticamente, com mais de Poo
casns Jjh descritos na litevatura. As alteragdes cariotipicas consti-

toiEma em gerals vearvanjos envolvendo preferencialmente regides dos

cromossomos 3. 8 e 12.  HNas lesPHes malignas. o nhmevo de andlises &

bastante limilados, principalmente em consequéncia da varvidade de
ocorrencia desses tumores. Nos Oltimos dez anos. Foram carviotipadas
apenas 33 dessas lesHes, & 05 vearvranjos mais Frequentemente detec-
tados em todos os subtipos histoldgicoss Fforam as deficiéncias ou
raramente as translocagdes. envolvendo o brago longo do cromossomo
4. Dutvas alteragdes menos comuns foram a pervda do Y € a trissomia 8

(STENMAN et al., 1986a, SANDROS et al., 1990). Esses achados s&o
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consistentes com a idéia de que a progressio cromossbmica em  dife-
rentes subtipos de tumoves de glandula salivar segue niveis simila-
ress muito embora algumas abevragdes tenham sido mais observadas em
certos tumores comos poy exemplos a deficigéncia 49 em cevca de 9Q¥%
dos  cavcinomas adenocisticos e. a perda do Y em  aproximadamente
metade dos tumores de células acinosas (SANDRDS et al.. 1990).

No presente trabalhos um cavcinoma adenocistico de glin-
dula  salivar fol citogeneticamente analisado (caso &64) & mostvou
células com cavidtipo normals células com perdas cromossdmicas  Cca-
suais ow poliploidia es uwm clone portador de uma deficiéncia do
brago curto do crvomossomo 1€ & monossomia 22. Apesar das anomalias
cromossOmicas detectadas nesse caso ndo se enquadrarvem no  padrdo
cariotipico observado em lesbes de gladndula salivar, elas sfo fre-
quentes em outvos tipos de neoplasias humanas. For exemplos. a defi-
ciéncia  1@p~- jh Ffoi descrita em linfomas e leucemias nBo linfociti-
cas agudas (MITELMAN, 198%).

A monossomia total ou & sido
descrita em diferentes tumores neuvogénicos, como o meEningioma & o
neurinoma, & algumas vezes & também obsevvada na linhagem constitu-

cional dos porvtadores (WESTFHAL et al.. 1989: CASALONE et al.. 19903

COUTURIER et al.. 1990h). A explicagio molecular para essa associa-

GAo & ainda desconhecida. mas existem indicagdes de que anti-onco-

genes presentes nesse cromossomo estejam envolvidos no processo  de
iniciagio neoplisica. Recentementes essa hipbtese vem sendo testada
atvavés da andlise da perda de hetevozigosidade em INAs constitucio-

oFol

nais & tumorais de meningiomas €  neurinomas  com  monossomia 22

(COUTURTIER et al.. i990bs DEFPREZ et al.. 1999). Desse modos & possi-
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vzl gque o tumory analisado pelo presente tvabalho também tenha  evo-
Tuido =& partiv da pevda de genes relevantes das vegides cromossbmi-
cas do i@p & do 22.

E  interessante salientar gque = =altervagio cariotipica
vista no ftumor de glandula salivar estudado nunca foi descrita em
tumores desse tipos sejam eles benignos ou malignos. FE possivel.
portantos que tais alteragdes definam um novo subgrupo entre  as

lesdes de glandula salivar ou que. na verdades. a condigfo analisada

pertenga a uma entidade diversa. A favor desta idéia estd o fato de

que o tumov apresentado pelo paciente foi diagnosticado no primeirvo
exams  histopatolbgico como ameloblastoma, uma neoplasia de  13mina
dental considevada sev decovvente possivelmente de tvauma & inflama-
GROoa fato este também referido na anamnese colhida. 0 ameloblastoma
e 08 tumores malignos de glandula salivar sdo entidades histopatold-
gicas muito semelhantes mas com progndstico e tratamento diferentes.
No primeiro caso., a lesdo ¢ radiovresistente com tratamento cirvdvrgi-
co de rvesultado favordvel gquando a excisio & completa. HNo segundo
casos 0 tratamento também & civdroico seguido geralmente de radiote-
rapias € a sobrevida ¢ de pelo menos cinco anos (BROOKE & FISCHMAN,
1282).

0 dnico estudo citogendtico em ameloblastoma detectado na
Bibliogvrafia consultada foi o de STENMAN et al. (1986b): que relata
a  monossomia 22 em trés cklulas de um entre trégs ameloblastomas
analisados. Desse modos as informagdes citogendticas & os  dados
clinicos e histolbgicos sugevem que o caso 444 nio se trata de  um
tumory de glandula salivar e sim de um ameloblastoma. e veforgam
impovtincia de anhlises desse tipo com finalidades de diagnbstico

prognbstico de tumorves shlidos.
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Muitas neoplasias humanas apresentam uma alteragio cro-
mossomica consistente. gque tem sido wusada na definigfo & no diagnbs-
tico dessas doengas assim como no estabelecimento de subarupos com
aplicagio no progndstico € na sobrevivéncia dos pacientes. Entretan-
tosy a maioria dos estudos citogendticos Jjd publicados em céncer
deviva de neoplasias hematoldgicas. Taso ocovvre principalmente  em
consequéncia das dificuldades metodoldgicas no cultivo de cdlulas
provenientes de tumores sdlidos. Apesar dissos 0 estudo deste dltimo
arupo  de doengas vepresenta uma drea bastante promissora dentro da
citogendtica considerando-se que o0s resultados j4d obtidos tém sido
cada wvez mais utilizados como valioso recurso clinico no diagndsti-
cos prognhstico & monitorizagio destas doengas.

0 presente trabalho investigow as condigdes Favordveis
para o cultivo de células tumorais a ocorréncia de aberragdes
cromossdmicas clonais ou nAo clonais em lesdes benignas & malignas.

Ds  ensaios sobve condigdes de cultura realizados em trés
tumores benignos e seis malignos concluivam que o meio HAM F-4i¢
gsuplementado com 20 % de soros L-glutamina e insulinas e utilizado
em frascos Nescarplast. constituid uma forma adequadsa para o cultivo
in wvitro de determinadas células tumorais em condigles especificas.

Alédm desses fatores, a adigdao de estrdgeno & uma densidade celular

el W 4 :
inicial de 2.02x1i0 células/ml também acarretam uma melhovra no

crescimento celular em certos casos.
Ns estudos citogendticos foram rvealizados em culturas de
curta duragio de sete lesdes benignas e quatvo malignas, anteriores

a tratamentos vadio & quimioterdpicos. As  benignas  compreendevam
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cervicites cronicas de colo utervino & quatvo bbcios multinodu-

laves de tivrbide, e as malignas compreendevam wm savcoma sinoviala

um carcinoma in situ de colo de dtero. um adenocarcinoma de estdmago
e um carcinoma adenocistico de glandula salivar.

Nuas lestes dinflamatdrias de colo de dtevo mostyaram

caridtipos normais nas poucas células analisadas. e dois carcinomas

e tvés bdcios multinodularvres mostravam abervragdes ndo clonais. prin-

cipalmente numéricas.. Uma cédlula polipldide com del(4)(q22) foil

vista em uma outva cervvicite. Esta anomalia foi considerada relevan-
te tendo-se em conta que estudos anteviorves indicavam o i(4p) ou o
1(5p) como uma das aberragdes mais comuns em carcinoma de colo de
tero.

A4 andlise citogendtica de um sarcoma sinovial revelou
ndmervos cromossomicos infervioves a 46. Esse achado pode estar corre-
lacionado com estdaios avangados da doenga como tem sido visto em
tumores de ovhrio e mama.

Trés clones foram detectados em um bdcio multinodular de
tivdide, A7 XX 47, A8, XX 474447 & 49 XX 47,440,417 . As trissomias 7.
i® e 17 sfo achados comuns em neoplasias hematoldgicas e em tumovres
asédlidos e podem estar relacionadas com genes mapeados NESSEs Cromos-
somoss envolvidos na proliferagio celular ou na fungdo tiroideana.
Entretantos a&s trissomias 7 e 10 tém sido detectadas em células
normais de pacientes com cancers de modo que tais achados podem
representar uma  instabilidade gendmica do parénquima  tumoval ou
serem apenas uma caracteri{stica dos fibroblastos normais do estroma.

Finalmente., uwum clone anormal foi encontvado em um carci-
FYETIEL adenocistico de glandula salivar com caribtipo A5 0 XY w

2R.del (1Y (piR). As deficiéncias do 1i9p 3o encontvadas em muitas
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lewcemias @ linfomas & a monossomia 22 & frequentemente presente  em

pacientes com tumores neurogeénicos. mas tais alteragdes nunca foram

descritas em tumores de gliandula salivar. 0Os dados clinicos & histo-
lbgicoss além das informagdes citogenkticas obtidas na literatura
s0obre tLl[TID'I'E'.“‘IS- rjduntugﬁi‘nima, SUugeETem que O IJ'I'E‘ES-(-E‘I'ltIZ'}? CASD ':5-E“.’j'<1 LLm
ameloblastoma e ndo um carcinoma adenocistico. Tais resultados re-
forgam =  importdncia de andlises desse tipo com finalidades de

diagndstico e progndstico de tumores sdlidos.
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VI. SUHHARY

Much has been published on the chromosomal changes in
human malignancies and on the wse of such data in the definition and
diagnosis of these diseases and establishment of subsets within
apparently existing entities and their application in the prognosis
and survival of patients. Howevers most of that information has been
obhtained From leukemias and lymphomas. The veasons for the pauwcity
of published reports on solid tumor karvoloay reside in the usuallwy
low proliferative fraction of solid tumors and the inability to
procure  chromosomes morphologically suited for chromosome-banding
analysis. All these difficulties notwithstandings 3 growing number
of consistent cytogenetic abnormalities in both malignant and benign
solid tumors are now being revealed.

The present study investigated factors influencing in
vitro cell proliferation and clonal and nonclonal  chromosoms
abnormalities in  short-term cultures initiated =after collagenase
disaggregation of biopsies from 18 solid tumors.

The analyses on culture conditions were performed
three benign and six malignant lesions from the total sample and

results  showed that the factors inducing good cellular arvowth of

specific cells were the plating of 2.2 i0* cells/ml on

lescarplast  or  Leighton flasks with Ham F-41@ medium supplemented
with 29% fetal calf sevums. glutamines insulin and estrogen.

The cytogenetic studies were pervformed on  seven benian
and four malignant tumovs. They were three inflammatory lesions and
one carcinoma in situ of uterine cervixs, one stomach adenoCarcinomas

Tfour multinodular goiters of thyroid.:. one synovial sarcoma and one
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cystic carcinoma of salivary gland.

Two inflammatory lesions of uterine cervix showed novmal
kavygotypes in a very few cells. and two cavcinomas and three goiters
showed nonclonal abevvrations., mostly numerical deviationss in
pavticular. chyomosome  losses. Besides novrmal  and  hypodiploid
metaphases. one variant cell with =an abnormal constitutions
FEAXAXXdel (4 (g22)y  was seen in one inflammatory lesion of uterine
cervix., The abnormality was relevant with rvegard to obsevvations in
garlier studies which indicated id4p) or i(Sp) as one of the most
common abervrvations in carcinomas of uterine cervix.

Cytogenetic analysis of one synovial  savocoma  vevesled
chromosome numbers less than 446. This finding may be corvelated to
increasing stage of the disease as seen  in ovarian  and  byreast
Eumors.

Three clones were detected in a multinodular goiter,
A7 W XX a7 0 A XX +7 w87 and 424X+ 70 +10 . +47 . Tricomiecs 7. 10 and i7
are common findings in hematologic malignancies and in solid tumors
and diffevent genes located on those chrvomosomes arvre related to cell
proliferation or thyroid function. However. trisomies 7 and 1@ have
bheen repovted in short-term cultures of nonneoplastic cells  From
patients with cancer and so those findings may rvepresent gEnoOmiLc
instability  in the tumor pavenchyma but they also may characterize
astromal fibroblasts.

Finallys one abnormal clone was found in one adenoid

cystic CAVCInOma of salivary gland with karyotype 45 e XY o

P2.del(i9)(pi2). Deletion of 19p are found in a wide wvariety of

leukemias and lymphomas and monosomy 22 is often present in patients

with neurogenic tumors. However i both of them were never seen in
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tumovs of salivary

of previous cytogenetic

represent an ameloblastoma

results emphasize

diagnosis and also

management .

gland.

Clinical and histological details and data
studies suggest that the present case may
and not a tumor of salivary gland. The

that cytogenetic analysis may provide wvaluable

prognostic information of benefit to patient

6

7
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VIII. AFENDICE

VIII.i. Heios de Cultura e Solusoes
a. Meios de cultuwra completos

Os meios de cultura utilizados foram de diferentes tipos

e procedéncias e suplementados da seguinte maneiras

~10® ml de meio Ham F-1@¢ (CULTILAEB)., RFHMIL1640 (CULTILAR).

Mulbecco MEM  (DIFCO) ouw Eagle (CULTILABY com penicili-

na/estreptomicina em concentragdes finais de 129 U/ml:
25 ug/ml.

2@y 1@ ou B ml de sovo fetal bovino (CULTILARY.

=1 ml de glutamina em solugio de 200 mM.

~@ui ml de solug@o de insulina.

Sua estocagem foi feita a 5° C por um periodo de atéd 1%

b. Solugio de Hanks

A solugfo de Hanks recebeuw diferentes antibidticos depen-—
dendo de sua finalidade. s para trvansporte da amostyas do hospital
ao laboratbvios ou se pava lavagem do tecido. Como pode ser obserwva-

do na descrigio abaixo. a anfotericina foli utilizada apenas na

solugio de lavagems. em virtude de sua grande toxicidade. Ambos os

tipos foram estocados a 5° C por periodos de atéd & meses.

b.i. Fara transporte

~-13® ml de solugidao de Hanks sem Ca e Mg (CULTILAR).
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ml de solugio de penicilinasestreptomicina.  concen-
tragio final de 250 U/mli25dug/ml.

-@.2 ml de gentamicinas concentragio final de .04 masml.

b.2. Fara lavagem do tecido

-120 ml de solugio de Hanks sem Ca e Mg (CULTILAR).

-2 ml de solugio de penicilinasestreptomicinas. concen-
tragdo final de 250 U/ml:259 ug/ml.

=@.2 mi do aentamicinas concentragio final de .04 mgasml.

~-5@ ul de anfotericina. concentvaglo final de 2.5 uwl/ml.

C. Solugio de colagenase - (GIRCOD-tipo I1) (2.200 U/ml).

A solug&o de colagenase foi obtida dissolvendo-se
substdncia em meio de cultura incompleto. ou sejas sem soro e demais
suplementoss, numa concentragio de 2.000 Usml. Apds seu preparo.  a
solugio foi mantida em banho-maria a 37° C por 2 horas e, em segui-

e a 4° C por 12 a 14 hovas. A solugdo foi entfo esterilizada por

Filtvagio e guardada em aliquotas de @45 ml a ~-20° C por dois

MmiziziEs o

d. Solugfo hipotdnica

A solug&o khipotdnica compreendeu uma solugio aquosa  de
= 0

citrato de sddio @.8¥%. estocada em temperatura ambiente ou =a 9

por dois a trés meses.
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e. Solugio de colcemide (SIGMAY (2 ugs/ml)

~500 uwg de colcemide em 12 ml de solugdo de Hanks (a0
Tugio mie 19 ug/ml estocada a ~20° C apbs Filtragio).
~2 ml da soluglo mAe de colcemide em 1@ ml de solugio

de MHanks (solugfo de uso 2 ug/ml estocada a 5° C).

fo Solugido de L-glutamina (2¢@ mM)

-2.922 g L-glutamina.
~10¢ ml de solugio de Hanks sem Ca & Mg.
Apos @ esterilizagdio por filtvagem Ffoi estocada em

aliquotas de 1 ml a -2 C.

Solugdo de insulina (BIDBRAS U-4@)

A& solugfo comercial possul concentragio de 40 U/ml & estd

pronta para uso. Foi estocada em aliquotas de 4 ml a 5° C.

Solugdao de penicilinaestreptomicina (12.500 U/ml1i2.500

ug/ml)

~2,% ml de solugio-mie de penicilina com concentragdo
1.900.000 U/ml. preparada a partir da solugdo comercial
diluida em Agua desionizada estévil.
=4 ml de soluglo-mie de estveptomicina com concentragio
S50 .000 uwug/ml.  prepavada z partiv da solusBo comevoial
diluida em hAgua desionizada estéril.

=38.5 ml de solugfBo de Hanks.

. e o,
fAs solugoes mae e de uso foram estocadas a ~20 O
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A

pronta para

1.

Solugio de gentamicina (SCHERING)Y (20 U/ml)

solugio comercial possul concentragdo de 20 U/ml e estd

uso. Foi estocada a 5° C.

Solugio de anfotevicina (SQUIRBE) %5 ma/ml)

-39 mg de anfotericina.
~i® ml de Agua desionizada estbéril.

; oo : =0 =
Sua estocagem foi feita a 5° (.

Fixador

-3 partes de metanol .
-1 parte de &cido acktico.

0 Fixador foi feito minutos antes de seu uso.

m. Solugfio de metotvexato (LEDERLE) (1075 M)

~@.254 ma de metotrexato em 29 ml de solugfo de Hanks sem
: 5 e ey ;

Ca @ Mg (solugio mas 1@ " M estocada em aliquotas de 4 ml
a =2 C apbs filtragem).

=1 ml da solugfo mie em 92 ml de solugio de Hanks sem Ca e

Mg (solugio de uso 1070 M estocada em allquotas de 0.5 ml

a =28 C).

Solugfio de timidina (SIGHMA) (103 M)

L

=5 mg de timidina.
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il

P. Solugio de estvogénios conjugados (Premarins AYERST

w20 ml de solusio de Hanks sem Ca & Mg ouw bdgua desioniza-

da .

Sua estocaagem apds Filtragio foi feita em aliquotas de

-20° C.

0. Solugio de succinato sddico de hidvocortisona (S0LU-

CORTEF s UFP JOHN) (i@°6 i)

~400 myg do sal de hidrvocortisona em 200 ml de Agua de
nizada estéril (solugio mie 1083 M estocada a -2¢° C
escuro apbs Filtragio)d.

~-59 ul da solugio mEe em 5@ ml de meio completo (solugdo

de uso 108 M ou 2.5 wa/ml estocada a ~-20° C no escuro).

{4
ug/ml)

~P®  mg de estrogénios conjugados em 42 ml de meio

pleto (solugio mEe 500 uwa/ml estocada a -2¢° C no escuro
apds esterilizagio por filtragdo).

-400 ul da solugdo mie em S50 ml de meio completo (solua&o

de uso 1 was/ml estocada a ~-20° C no escuro).

q. Corante arxul de tvipano a @.4%

= 400 mg de azul de tripano.
1@ ml de solugio salina.

o e, R
A solugio & estocada a 5 €.

AVA
AVAYEY

3 4 o © i unespr 12 13 14 15 16 17 18



AVA




