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1. INTROLUÇÃO

I.ií. Neoplasias: definição e classificação

O termo neoplasia significa literalmente "crescimento

novo”. e neoplasma E a massa de cElulas resultante desse processo.

Dm forma mais completas um neoplasma pode ser definido como prolitfe­

rações locais de clones celulares atiípicos. que apresentam cresci­

mento autónomo e progressivo em virtude de alterações induzidas por

fatores de diferentes naturezas. Os neoplasmas são também conhecidos

como tumores ou cânceres. O termo tumor indica uma inchação de qual

quer etiologia muito embora nem todos produzam inchação ou sejam

neoplâsicos. Alguns deles são resultantes apenas de hemorragia ou

edemas mas o uso corrente dessa palavra como sinónimo de neoplasma

consagrou seu significado. O termo câncer & a denominação frequente»

mente usada para todos 053 tumores malignos C(RDEEBINS., 1975; LOFES et

al... 1987).

Vários esquemas de classificação dos neoplasmas têm

sido usados (ROBBINS, 19755 HEIM & HITELMAN, 19874). De modo geral.

eles utilizam parâmetros como o comportamentos se benigno ou malig­

nos o aspecto histomorfológico ous entãos critérios histosenéticos

(1.0FPES et al... 17987),

Os tumores benignos são lesões que não pôóem à vida do

hospedeiro em risco e as suas células não se infiltram nos tecidos

circundantes: não se separam do clone primário e. portanto. não

formam colônias secundárias ou metastáticas. Esses tumores tendem à

crescer de forma ordenada ao longo de toda à sua superfícies salvo

se houverem obstâculos opostos pelos tecidos ao seu redora e. quando

removidos. geralmente proporcionam a cura do paciente. Em contraste.
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quase que a totalidade das celulas provenientes de lesões malignas

possui à superficie de tal modo alterada que sua adesividade às

celulas vizinhas fica reduzida. Ieto permite sua infiltração entre

os constituintes dos tecidos normais circundantes e à destruição dos

Mesmosa sua penetração nos vasos sanguíneos e linfáticos. e sua

movimentação atbk locais distantes formando colónias secundárias. À:

cElulas malignas apresentam uma atividade reprodutora intensa o que

confere um crescimento rápido à massa tumorals e podem levar o

hospedeiro à morte (ROBEINS, 1975: LOPES et al, 1987),

À nomenclatura da maioria das neoplasias benignas é feita

adicionando­se o sufixo “oma” ao tipo celular que as constitui. As

sims por exemplos. são designados de miomas aqueles originados de cê­

lulas musculares, de adenomas os originados de células alandulares e

de lipomas os originados de celulas adiposas. Essa terminolosia

til para tumores benignos de origem mesenquimatosa.s tais como os

que crescem a partir de músculos. ossos. tendões, cartilagem, gordu­

ra; Vasos. tecido linfático e fibroso. dado que suas células se as­

semelham às correspondentes normais. Entretantos as lesões benionas

de origdgem epitelial. citologicamente semelhantes entre si. são clas­

sificadas de modo variado. algumas com base na célula de origem. ou­

tras de acordo com o padrão histológico e outras. aindas conforme as

caracteristicas macroscópicas. For exemplos o termo adenoma & apli­

cado tanto a neoplasias com arranjos glandulares quanto às que deri­

vam de glândulas. embora estas não apresentem necessariamente tal

arranjo. O termo papiloma ou pôlipo se refere a neoplasmas epiteli­

liais benignos que formam projeções em dedo de luva Ou vVEerrucosass. A

partir do epitélio de superficie. visíveis macro ou microscopicameno­

te. Os termos cistoma ou cistadenoma., por sua vez. indicam grandes
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massas cisticas como aquelas que ocorrem no ovário (ROBEINS, 1975).

No caso dos tumores malignos. a nomenciatura E feita de

acordo com à origem do tecido afetado. Aqueles provenientes do

tecido mesenquimal são geralmente denominados sarcomass como o fi­

brossarcomas que &é composto por fibrócitoss e o condrossarcomas

formado por condrócitos. Todavia: há algumas exceções a esta vreara,

como é ocaso das lov"remias e linfomas, que envolvem células san­

guíneas e afins. As neoplasias malionas que se originam de células

epiteliais de qualquer uma das três camadas germinativas constituem

oO6&6 carcinomas. Este último grupo pode receber denominações mais

detalhadas de acordo com suas características histológicas ou com o

orgão envolvidos como por exemplos o adenocarcinoma das cElulas

renais e o carcinoma broncogênico., ÁAltkm desses dois oqarupos. Os

tumores malignos podem ser classificados em neurogênicoss quando se

originam do tecido nervosos em tumores embrionários,. quando surgem

de cElulas germinativas displásicas e em tumores de origem incerta

(NOBEINS., 19753 HEIM & MITELMAN. 197872).

Classificações mais amplas usam os termos simples; mistos

e compostos. de acordo com à semelhança e origem das células. Assim.

são considerados tumores simples os formados por um só tipo celular

e mistos o: que apresentam mais de um tipo geralmente derivados de

uma única camada germinativas como os tumores mistos de goláândula

salivar e o de Wilms. Os tumores compostos contém uma variedade de
tipos celulares representativos de mais de uma camada germinativa.

Exemplos desse grupo são 0 teratocarcinoma e o teratoma dermóide

(ROBEBINS., 1975).

A Tabela í resume à classificação das neoplasias benionas

e malignas. segundo HEIM & MITELMAN (19874) com modificações.
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Tabela í. Classificação das neoplasias benignas e malionas.
(1987) com modificações.

IT. Epitelial
Local de origem

Glândula salivar

Tirbide

lente

Estômago

Figado

Intestino

Útero

Dvário

Rim

Bexiga

Fele

Mama

Fulmão

Adenoma pleomórfico
Cistadenoma papilar
linfomatoso ou tumor
de Warthin

Adenoma papilar.
folicular e atípico

âmeloblastoma benigno

Folipose gástrica

Folipose adenomatosa

­ Fibroadenoma
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seoundo HEIM & MHITELHAN

Carcinomas>

Adenoma pleomórfico maligno

Carcinoma mucoepidermóide
Carcinoma adenocistico ou
cilindroma
Adenocarcinoma de células aci­
nosas

Carcinoma papilara. folicular.
medular e anaplásico

Ameloblastoma maliono

Adenocarcinoma

Hepatoblastoma

Carcinoma de colon

Carcinoma in situ
Carcinoma microinvasor
Carcinoma invasor

Carcinoma de ovário

Hipernefroma
Nefroblastoma (tumor de Wilms)

Carcinoma das células transi­
cionais

Carcinoma basocelular
Carcinoma espinocelular

Carcinoma de mama

Carcinoma de pulmão

12 13 14 15 16 17 18



Tabela 1. (continuação),

1. Hesenquimal
Tecido de origem

Hematopoiêético

Huscular ­ Leiomioma

Sinovial

Conjuntivo Lipoma

Tumores neurogênicos
­ Neurinoma
—­ Heningioma

Tumores embrionário e
da célula germinativa

Teratoma

Tumores de histogênese
incerta

HNevo melanocítico
adquirido

1 2 3 4 5 6 7
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Leucemia mielóide
Leucemia linfoblastóide
Leucemia mieloblástica
Linfoma de Eurkitt
Linfoma folicular

Leiomiossarcoma
Rabdomiossarcoma

Sarcoma sinovial

Lipossarcoma
Fibrossarcoma
Condrossarcoma mixóide

Glioma
Neuroblastoma
Retinoblastoma

Teratocarcinoma

HMelanoma

Sarcoma de Ewino
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I1.?. Citogenttica e câncer

As primeiras referências à uma possível relagão entre

aberrações cromossómicas e neoplasias datam do fim do século passado

e foram discutidas pelo zoólogo alemão Theodor Boverisa em 1944. em

seus estudos sobre à teoria da mutação somática do câncer. De acordo

com Eoveris. tais aberrações seriam as modificações celulares respon+

sáveis pela transição entre à proliferação normal e à maliona. Às

dificuldades técnicas da épocas entretanto. não permitiram que suas

idéias fossem testadas. e às questões relacionadas com o papel das

anomalias cromossómicas na gênese do câncer só puderam ser melhor

investigadas aproximadamente 460 anos mais tarde. O desenvolvimento

de técnicas de cultivo de cElulas com o emprego de agentes capazes

de estimular e de interromper à divisão celulars à aplicação de

soluções hipotônicas que melhoravam à dualidade das preparações é O

uso de têcnicas especiais de coloração para bandamento cromossômico

tornaram a analise cariotipica relativamente simples e acurada &

possibilitarams dessa formas o desenvolvimento da citogenêtica do

câncer (SANDEERG., 1980: HEIM & MITELMAN., 19872).

À primeira anomalia cromossómica consistentemente obser­

vada em uma neoplasia humana. à leucemia mielbóide crônicas. consistiu

em um cromossomo do grupo G deficiente (NOWELLI & HUNGERFORO,., 1946).

denominado Philadelphia ou FR1 por TOUGH et al. (19654) e reconhecido

por ROWLEY (19739) como um cromossomo 22 que se apresentava envolvido

em uma translocagãos: geralmente com o cromossomo 9, Llesde entá£o,

multas alterações cariotípicas foram detectadas em Processos

maliognos.s principalmente em leucemiass e os dados assim obtidos

contribuiram grandemente para à definição e o diagnostico dessas
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doenças. assim como pará o estabelecimento de subgrupos e para 0 seu

prognóstico (HEEREMA et al.., 1985: LE BEAU & ROWLEY, 1í986;3 NOWELL.

et al... 19865; YUNIS & ERUNNING, 1986). For exemplos à pPresenGa do

cromossomo Fhiladelphia no tipo Hi de leucemia mieloblástica aguda,

e da translocação t(8:114) (q2451032) em leucemia linfobláâstica aguda

está relacionada com um mau proganobstico. No entantos os portadores

de leucemia mielobláâástica aguda do tipo ME com translocação
t(Br21) (CannradA) e aqueles com leucemia mielbide crônica e cromosso­

mo Fhiladelphia apresentam resposta satisfatória à terapia e. conse

quentementes. uma sobrevivência relativamente longa C(SANDEERG, 49985;

LE BEAU & ROWLEY, 1986). À monitorização citogenética da eficiência

do tratamento usados observando para isto o comportamento do clone

leucêmicos também tem se mostrado dtil nesses casos (HEIM &

MITELHAN, 197874).

Em relagão aos linfomas: a correlação das anomalias cro­

mossómicas com as categorias histológicas revela associações muito

específicas. O exemplo melhor documentado consiste nas três translo­

cagões vistas no linfoma de EBurkitt,. a t(8:14)(qPAIA3O), a

FI(CIB)(piíiliaganA) e a t(BI8OR) (qe4:a11). Todos ou praticamente todos os

pacientes portadores dessa doença apresentam um dos rearranjos cita»

doss que por sua vez são muito raros em outras neoplasias <YUNIS,.

1981). Uma outra associação importante é à que ocorre entre os

linfomas foliculares e a t(14:18)(q3P3421) (ROWLEY, 1988), Apesar da

consistência dessas anomalias nos dois tipos de linfomass o seu

valor prognóstico ainda não foi esclarecidos provavelmente porque os

dados ainda são limitados e não permitem uma avaliação correta dos

vários fatores que interferem na sobrevivência do paciente (HEIM &

HITELHAN, 1987).
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No caso dos tumores sólidos. embora na ltima decada

tenha sido publicada uma grande quantidade de informações sobre

alterações cromossomicas em vários tipos diferentes de tumores. os

dados citogentticos encontrados ainda são relativamente

envolvidas. À complexidade cariotipica observada em amostras de

algumas lesóes. obtidas quase sempre em estágios tardios da progres­

são tumorals o reduzido indice mitbtico e a baixa qualidade das

metáfases constituem alguns dos obstâculos enfrentados. Apesar dis­

so. um número crescente de dados sobre anomalias cromossômicas em

tumores sólidos benignos e malignos tem sido utilizado na caracteri­

zagão e no prognóstico dessas doenGas. For exemplos à presenga de

numerosos marcadores em carcinoma das células transicionais de bexi­

ga est correlacionada com uma maior agressividade da lesão e pode

ser valiosa na consideração do tratamento à ser seguido. No mesmo

modos diferentes alterações cromossómicas observadas nesse tumor

estão associadas aos seus subtipos histológicos (SANDEERG, 1985:

ATKIN., 1989). Outro exemplo é à relação entre um mau prognóstico e à

observação de regiões homogencamente coradas (HSR)., double­minutes

(dm) e aberrações no brago curto do cromossomo 1 em células de

neuroblastoma (CASARTELLI, 1988).

às aberrações cromossómicas também têm sido utilizadas na

identificação de neoplasias diversas. de natureza indiferenciada e

cujo diagnóstico é frequentemente difícil de ser atingido. Exemplos

disso são o neuroblastoma. o sarcomade Ewings o rabdomiossarcoma e

o linfoma ósseo. às alterações do brago curto do cromossomo 4 em

neuroblastoma. dos cromossomos 2. 3 e ídjdem rabdomiossarcoma. do
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brago longo do cromossomo 14 em linfoma e à presença da translocação

11/22 em sarcoma de Ewing podem fazer o diagnobstico de tais neopla­

sias., Aléím disso. a análise citogent&tica de efusóes pleurais tem se

revelado de grande valor no diagnbstico diferencial de várias doen­

ças C(SANDEIERG & TURC­CAREL,., 1987).

Nos tumores benignoss embora os resultados ainda sejam

muito limitadoss E geralmente aceito que à presença de aberrações

cromossômicas indica malignização (SANDEERG, 190805 TEYSSIER et al..

1985). Entretantos alguns estudos referem­se sobre a ocorrência de

anomalias em cElulas provenientes de lesóes benignas. tais como à

trissomia do cromossomo 8 e à translocação recíproca t(ó371i5) em

nevos (RICHMONO et al... 19985). 05 rearranjos das bandas 12913­qi4 em

lipomas (DAL CIN & SANOBERG, 1989: DAL CIN et al., 1988; PAULIEN

et al... 19990). o envolvimento dos cromossomos 4a 8s 62 74 18. 14 é

Xs particularmente as regiões ó6pií8­Pi. 7921­31, 12914­155, 149822­P4 e

à monossomia 22 em leiomiomas (EOCHOSIAN et al.; 19898; GIBÁS et

al... 1789: MARK et al... 1999: MUGNERET et al... 198985:  TUKRC­CAREL et

al..,s 1988: KIECHLE­SCHWARZ et al...) 1990a,b3; NILEERT et al... 19906:

VANNI et al.s 1íi9990). à monossomia total ou parcial do cromossomo 82

e à perda do Y em meningiomas (ROGATTO & CASARTELLICs 41988); os

rearranjos das bandas 8qi8 e 12qgi3­4915 e à deficiência do braço

longo do cromossomo 3 nos tumores de glândula salivar CEULLEMROIEKM et

al.. 1990; SANNRKOS et al... 15999). Esses achados podem. em alguns

ser usados para fins diagnósticos: como um sinal do caráter

benigno da lesãos ou então para o estabelecimento de subgrupos

citogenéticos como as translocações t(12714)(914­157003­824) E

FILO) (p3óIpãi4A4)s a deficiência intersticial delí(7)(99P1.29314.82)s. e à

trissomia do cromossomo 182 que determinam quatro classes diferentes
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de leiomiomas (KIECHLE­SCHWARZ et al... 1979h),.

Apesar dos problemas sem resposta ainda serem em orande

números às informações citogentticas. jà obtidas em pacientes com

câncers têm sido cada vez mais usadas como um valioso recurso clini­

co no diagnôsticos prognbstico e monitorização dessas doenças. Albtm

disso. graças à associação dessas informações com as obtidas pela

biologia molecular. alguns dos mecanismos patogen&tticos envolvidos

na carcinogênese puderam ser recentemente identificados. Sem dúvida,

essa Area do conhecimento cresceu muito desde o seu início no sEculo

passado. Entretantos muitos dados ainda são necessários (HEIM &

MITELMAN, 19872).
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1.3. Riologia molecular e câncer

O advento das técnicas de biologia molecular. particular

mente durante os anos 890, combinado com o rápido progresso nas áreas

da biologia celular e tumoralsa tem ampliado dramaticamente o enten­
dimento dos mecanismos implicados na iniciação e progressão neoplá­

sica., À citogenbttica e à tecnologia do DNA recombinante têm conver­

gido para produzir informações mais precisas sobre as alterações

gentticas nas condições malignas. por exemplo através do uso da

hibridização in situ com sondas para sequências localizadas nos

pontos de quebras cromossómicas detectadas em células neoplásicas

(WATSON et al.., 1987; HEIM & MITELHAN, 1i787bh:1 ATKIN, 1989). Os dados

obtidos tém indicado que as anomalias cromossómicas modificam o

funcionamento de genes críticos envolvidos no controle da prolifera­

ão ou da diferenciação celulars ou de ambos (GORDON, 1985;

FIMENTEL, 17859; ATKIN, 1989: COROMINAS et al.. 1989).

De modo geral. três grupos de genes relevantes ao desen

volvimento do câncer podem ser reconhecidos. O primeiro grupo É

formado pelos oncogenes que são genes que mesmo em dose simples,

induzem à transformagão neoplásica em animais experimentais ou em

linhagens celulares específicas. O segundo grupo é constitulfdo pelos

genes supressores de tumor ou anti­oncogeness que são recessivos e

presumivelmente inibem o crescimento celular. Sua inativação., em.

ambos os hombologoss deve ocorrer antes que determinado tumor se

desenvolva. Finalmentes o terceiro aorupos que é bastante heterogé­

neos consiste de genes moduladores capazes de modificar à interação

entre as cElulas neopláâsicas e o organismo hospedeiro alterando. por

exemplo. à resposta imune ao tumor (KLEIN & KLEIN, 1989),
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Os oncogenes foram inicialmente identificados em genomas

de um arupo de virus de RNAÁs os retrovirus. sendo por isso denomina»

dos oncogenes virais (v­onc). Eles são aparentemente derivados de

sequências semelhantes presentes no genoma de animais, os proto­

Oncogenes ou oncogenes celulares (c­onc)s os quais são incorporados

no RNA viral por ocasião da infecção de cElulas de vertebrados por

retrovirus. Ds oncogenes. atualmente em número superior à 50.

representados por três letras relacionadas com o nome do virus onde

originalmente foram detectados. ff suposto que os proto­oncogenes

foram rigorosamente conservados durante o processo evolutivo e que

suas funções estejam relacionadas com o controle da divisão e proli­

feração celulars uma vez que seus produtos são fatores de crescimen>­

tos receptores da membrana plasmática ou moduladores da transmissão

de sinais através da membranas além de substâncias que parecem atuar

no núcleo celulars agindo diretamente na duplicação ou transcrição

do DNA (GORDON, 1498957: KAHN & GRAF, 1988).

A proliferação celular normal & o resultado de uma série

complexa de reações mediadas pelos fatores de crescimento. Tais

substâncias reagem com os receptores presentes na membrana plasmáti­

ca emitindo sinais que são transmitidos ao núcleo e resultam no

aumento ou diminuição da divisão celular. Existem muitas indicações

de que 065 oncogenes podem interferir no controle desse processo em

quatro níveis! na produção aumentada de fatores de crescimentos. na

alteragão de seus receptores de membranas na transmissão intra­

celular anômala de mensagens da membrana celular para o núcleos e

finalmente na interação direta com as estruturas nucleares

(WEINEIERG. 19859).

Fara que o potencial cancerfaeno dos oncogsenes seja atin­
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gido E necessáãrio. preliminarmente. que eles sejam ativados atravbs

de mudanças regulatórias ou estruturais. À melhor evidência de

ativação por desregulaçãos. resultando em expressão alterada. & deri­

vada de estudos sobre rearranjos dos locus do oncogene c­eyc e

imunoglobulinas em linfoma de EBurkitt. Nesse caso específicos o c­

mc E translocado para locais prôximos às sequências reguladoras das

imunogs lobulinas sem sofrers contudos modificações importantes na sua

estrutura codificadora. Essa mudança de posição faz com que o onco­

gene permaneça sob influência de mecanismos reguladores de transcri­

Gãosx que normalmente mantém altos níveis de imunoslobulina nos

linfócitos E, e dessa forma acarreta à expressão elevada do c­myc

(ROEHM & RABEBITTS. 1989).

À amplificação de oncogenes também leva à quantidades

aumentadas de seu produtos embora à atividade por cópia gênica seja

normal. DO exemplo melhor conhecido E o da amplificação do NW­mic em

neuroblastomas.a que está significativamente correlacionada com um

prognobstico desfavorável (CEROUEUR & SEEGER, 1984).

A ativagGão de oncogenes por mudanças qualitativas do gene

estrutural envolve mutações em ponto ou alterações de sequências

importantes. As mutações em ponto parecem ser de particular impor­

tância no caso dos oncogenes ras (KUMAR et al., 19990). às alterações

de sequências gênicass causadas por translocações recíprocas. cons­

tituem o mecanismo mais frequente de ativação de alguns oncooenes e

geralmente resulta na formação de um novo gene. D melhor exemplo &

do oncogene c­abl. que & translocado da banda 94934 para à banda

22qii em leucemia mielóide crónica. Às investigações citogenéticas e

molecularess em muitos pacientes com essa doenças mostraram que os
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pontos de quebra em 299it são restritos à uma pequena região conten+

do apenas 0.8 quilobases. que & chamada "“breakpoint cluster region”

(beer). DO gene bcr­abl quimbrico codifica um polipeptideo de Pig

quilodaltons (Kd) nas células leucênmnicass ao contrário do produto

abl normal de 145 Kd (GROFFEN et al.. 1í9P84: CHEN et al... 19898).

Embora 05 processos de ativação oncogéênica sejam parcial»

mente conhecidos. pouco se sabe sobre as consequências dessa ativa»

ção. De qualquer modos tal mecanismo &E provavelmente insuficiente

para causar câncer (LEIER et al... 1984). DOutras modificações genkti­

cas devem ser necessárias para que o processo maligno ocorras entre

elas destacam­se as que afetam um outro orupo de denes,. os antionco­

GENES.

A primeira indicação de que mutações recessivas em célu­

las somáticas poderiam causar o câncer surgiu de estudos sobre &

supressão do fenótipo tumoral em células Rhibridass formadas pela

fus & de células normais e neoplásicas. DOutras investiocações.s à&o

longo dos anos, sugeriram que locos normais eram capazes de contro»­

lar à expressão de proto­oncogenes e que à perda ou inativação de

seus dois alelos teria um papel crucial na gênese de muitos tumores.

Tais genes receberam o nome de antioncogenes. genes supressores OU

Eemerogenes (HEIM & MITELMAN,., 1987b37 GREEN, 1988:  SAGER, 1989), Os

estudos de neoplasias hereditárias. tais como o rvetinoblastoma e o

tumor de Wilms. trouxeram muitas evidências de que tal processo

ocorre em duas etapas independentes no desenvolvimento dessas doen­

GAS. À primeira delas consiste na mutação de um antioncogene na

linhagem germinativa.: de modo que o alelo anormal pode ser encontra»

do em todas as celulas do organismo. DO segundo passo compreende

perda ou inativaçgão do outro alelo em uma célula somática. Somente
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quando os dois antioncogenes estiverem alterados & que o processo de

malignização ocorrera C(KNUNSON, i985: CAVENEE. 19864).

Na sua forma mais simples, essa hipótese permite explicar

apenas o desenvolvimento do retinoblastomas. jáâ que o tumor de Wilms

parece apresentar mais que um gene supressor (MANNENS et al... 1789

SLATER et al... 19990). Entretantos em outras neoplasias. parece

ocorrer um processo de múltiplos passos no qual genes promotores e

supressores devem ter papéis fundamentais. Apesar dissos os antion­

cogenes continuam a ser desativados em apenas duas etapas. uma para

cada um dos genes homblogos. Em função dessa id&ias os testes que

investigam a perda de heterozigosidade nas células tumorais podem

ser importantes na detecção e caracterização de genes supressores

(SAGER. 1989). Esses testes utilizam os polimorFfismos de comprimento

dos fragmentos de restrição como marcadores de ligaGão e permitem à

investigação de perdas alélicas em células tumorais de um paciente.

Tal pesquisa tem sido feita em ONÁ proveniente de diferentes tipos

de neoplasias. e tem sido sugerida à influência de genes supressores

no seu desenvolvimento nos casos em que essa perda &E confirmada

(MANNENS., et al... 17853 GDEVILEE et al... 1990: VAN der HOUT et al...

1990: VORECHOVSKY et al.,., 1990).

Apesar do grande número de investiocações sobre genes

recessivos em câncers existem atualmente apenas dois antioncogenes

bem estabelecidos no osenoma humanos o do retinoblastoma no cromosso>­

mo 13 & o p53 no cromossomo 17. Outro candidatos no cromossomo 14.

parece estar envolvido com à manifestação do tumor de Wilms

(HOFFMAN. 1989: MARX, 19871 SAGER,., 19689).
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1.4. Condições de cultivo de células tumorais

Um dos principais fatores limitantes do estudo citogendé­

tico de tumores sólidos &E o baixo indice mitôtico encontrado na

maioria deles. o que torna seu cultivo necessário para obtenção de

metafasess e esse processo nem sempre & bem sucedido (SANDEERG et
al... íP788: ATKIN., 1989).

Uma cultura de células pode ser definida como sendo o

crescimento ou manutenção in vitro de células. dispersas naturalmen­

te ous no caso dos tecidos sólidoss por desaoregaçGão mecânicas

enzimática ou química (REY, 19984; FRESHNEY, 41987)... Existem dois

tipos básicos de culturas! as primárias e as linhagens. às culturas

primárias são obtidas diretamente a partir do tecido original e às

linhagens í subculturas ad infinitum dos cultivos primários. s
culturas primáriass ao contrário das linhagens, tendem à ter o mesmo
cariótipo que o tecido parentals ou sejas o número cromossómico é o

mesmo e aàacromatina sexual é conservada (BIRD & FORRESTER, 1984;

LEIEBOVITZ. 1986).

Alguns tipos celulares crescem em suspensão. mas outros

necessitam de uma superficie de fixação. Nesse Altimo caso. as

celulas podem apresentar morfologia fibroblastõide com formato irre­

gular ou alongado, ou epitelbdides e portanto serem políigonais e

intimamente aderidas (BIKD & FORRESTER, 198145 FRESHNEY. 1987),

O ambiente para cultura implica primariamente no frasco

de cultivos no meios. na temperatura e na fase gasosa. O frasco deve

apresentar as condições adequadas para que as células se fixem nas

situações em que isso for exigidos e iniciem o crescimento. O meio

mínimo é composto de aminoácidos e vitaminas, suplementado com
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elementos cssenciais ao metabolismo celular. À temperatura de

cultura depende do animal a partir do qual à amostra foi retirada e

oscilações de alguns graus acima ou abaixo do otimo podem destruir

todas as cElulas. Finalmentes os constituintes importantes da fase

gasosa compreendem o oxigênio e o gás carbônico, cujos níveis variam

de acordo com o tipo celular e as condições utilizadas (FRESHNEY,

1iF87).

As culturas de células neoplásicas apresentam exigências

similares às das células normais, entretantos Oo sucesso nesses

casoSs principalmente nos tumores sólidoss é sionificativamente

menos frequente,

À morfologia pobre dos cromossomos e à complexídade dos

caribtipos constituem os principais problemas dos estudos cujos

objetivos compreendem a análise citogenética (SANDEERG & TURC­CAREL,

19787). Foréms algumas inovações técnicas têm permitido a obtenção de

figuras mitóticas em número e qualidade satisfatórios. em especial

no que diz respeito a desagregação teciduals suplementação do meio

de culturas sincronização da divisão celular e hipotonização adequa­

da (REY. 1984; FRESHNEY, 1987). Apesar disso. nem sempre são obtidos

bons resultados e as preparações diretas são algumas vezes utiliza»

das. pelo menos em alguns tumores como os de colo de útero (ATKIN et

al.., 17970). Como nem sempre E possível à obtenção de metáfases da

própria lesão por causa do baixo Índice mitóticos usualmente são

necessários os cultivos de curta duração. Esses; assim como às

preparações diretas. refletem à constituição cromossómica do tecidos,

uma vez que somente um pequeno número de divisões celulares ocorre

no periodo de incubação.

Os tumores sólidos geralmente apresentam áreas necróticas
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ques juntamente com o tecido conjuntivos à gordura e oº coâgulos.
necessitam ser retirados antes de seu cultivos. D material tambEm

deve ser desagregado 2 o método mais simples para isso & o mecânico.

embora somente 410 à 20X das celulas assim isoladas são viáveis,

conforme revela o teste com azul de tripanos. As cElulas mortas.

também presentes no material. costumam liberar enzimas poderosas que

podem destruir os elementos vivos: devem sers por isso. removidas ou

neutralizadas (LEIBOVITZ., 1984). Um outro tipo de dissociação teci­

duals à enzimbticas &E geralmente exigida quando E necessário um

grande número de células e à colagenase E à enzima mais comumente

usada por ser menos traumática (TRENT et al... 1984).

Fara iniciar o cultivos alguns pesquisadores dispõem

camadas celulares alimentadoras na base do frasco sobre à qual

amostra é semeada., E provável que tais camadas fornegam fatores de

crescimento ou nutricionais imprescindíveis para determinados

tumores (LEIBOVITZ, 1584). O número de celulas viáveis no início da

cultura deve ser satisfatório de modo à compensar aquelas que não

ne oo ” .­ 5aderem ou que nao se dividem. Concentrações de SxX10? à óxio cel

las/ml têm sido sugeridas como adequadas. mas esses valores podem

variar de acordo com o tipo celular considerado (BIRD & FORKRESTER.

19781).

A solução utilizada no transporte do espécimem ou durante

a dissociação precisa ajudar a manter vivas as células e à combater

focos iniciais de contaminação. O meio de culturas por sua vez. deve

fornecer os componentes necessários para 068 processos vitais (da

célula além de fatores básicos adequados: como à pressão osmótica e

à concentração hidrogeniónica. Os vários meios disponíveis contém
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aminoácidos essenciais. vitaminas. sais. carboidratos e outros com­

postos em diferentes proporções. Os aminoácidos são necessários para

à sÍíntese de proteínas e de ácidos nucleicos e para o transporte

iónicos sabe­se que dez aminoácidos são considerados essenciais in

vivo e doze in vitro. Muitas celulas também requerem glutamina em

altas concentrações. em especial as transformadas. ou sejas aquelas

que adquiriram um fenótipo maligno sob determinadas condições de

cultivo C(EBIRG & FORRESTER., 19681).

À glicose é a fonte de energia mais frequentemente usada.

Na alicólises: ela é metabolizada em piruvatos lactato ou acetacetato

e depois, no ciclo do ácido cítricos é convertida em gás carbónico.

D acúmulo de ácido láctico no meio de cultura de células transforma­
N

das sugere que o ciclo do Ácido cítrico nesses casos não deve ser

tão eficiente in vitro quanto in vivo, e outras fontes de carbono,

provavelmente à glutamina. são utilizadas (FRESHNEY. 1987).

Fequenas quantidades de vitaminas do arupo EB e outras.

cujas necessidades variam de acordo com às concentrações de soro

usadas. também são essenciais e muitas dessas substâncias constituem

coenzimas envolvidas no metabolismo celular. Os sais são os compor

nentes mais importantes para o controle da osmolalidade e do pH do

meios e participam das atividades enzimáticas e da adesão das célu­

las ao frasco. Além desses. outros componentes como os nucleosíideos.

os intermediários do ciclo do ácido citricos os piruvatos & os

lipídeos devem estar presentes no meio. principalmente quando as

quantidades de soro são reduzidas (FRESHNEY,. 14987).

O soro constitui àa fonte de determinadas proteínas e

hormônios. mas ao mesmo tempo pode conter substâncias que interferem

no crescimento celular como. por exemplos inibidores. toxinas. anti­
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corpos ou agentes infecciosos (FISHER et al... 19583: TOZER & FIRT.

19447  GUILEERT & ISCOVE. 1974% HARRINGTON & GDOUMAN,., 19589).

galobulinas;s a fetuína e a transferina são proteínas séricas impor­

tantes para à adesão das células ao frasco ou para à neutralização

de tons como o ferros tornando­os menos tóxicos e disponíveis para

as reações metabólicas (FISHER et al., 1958; TOZER & FIRT, 1944;

GUILEBERT & ISCOVE, 1976). Alguns polipeptídeos do soro também indu­

zem à proliferação celular: são eles o fator de crescimento plaque­

tário CANTONIANES et al... 1979). o fator de crescimento de Fibro­

blastos (GOSFODAROWICZ & MORAN, 1974), o fator de crescimento

endotelial (FOLKMAN et al... 1979), O fator de crescimento epidErmi­

cos o fator com atividade de estimulação multiplicante e os fatores

de crescimento IGF­í e IGF­2 (FRESHNEY., 1987). Estes dois GQGltimos

são polipeptideos que apresentam grande homologia estrutural à insu­

lina e ligam­ese aos mesmos receptores desse hormônio que estão

presentes na superficie celular. Fodem,s desse modos promover

captação da olicose e aminoácidos pela células, como faz a insulina e

estimular o crescimento (WATSON et al.. 1987: SINCLAIR et al.,

1988).

À hidrocortisona está também presente no soro em quanti­

dades variáveis e facilita a adesão e proliferação celulares (FREXDIN

et al.., 1979: HMcLEAN et al.. 1986). Os hormônios esteróides, por sua

vez. interagem com receptores protéicos específicos localizados no

citoplasmas e os complexos resultantes ligame­se a determinados sÍf­

tios cromossômicos e ativam à sintese de RNA (FAYVAR et al... 1791).

Altm desses. vários outros hormônioss nutrientes e metabbtlitos in­

termediáarios sEricos são importantes para o metabolismo (FRESHNEY,.

AV
AVAVAY

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



1787).

Muitas células cancerosas crescem em meio de cultura

enriquecido com quantidades menores de soro que aquelas exigidas

pelas cElulas normais correspondentes. Este fato reflete as caracte­

rísticas de cada tipo celular e pode ser consequência da produção

incontrolável de fatores de crescimento pela célula neoplásica

(OELARCO & TOGARO. 1978; CUTTITTA et al.., 1985). De qualquer modos.

embora a necessidade para determinados componentes do soro seja

menor nesse casos isso pode não ser verdade para outros dos

componentes que devem; então, ser adicionados ao meio de cultura

para que as celulas sobrevivam.

Às pequenas exigências séricas por parte das culturas de

tumores têm sido usadas na seleção de células malignas em detrimento

das normais. Outras condições também costumam ser adotadas para essa

selegãos como meios e substratos seletivos, células alimentadoras e

clonagem. Os meios seletivos disponíveis são poucos e. em geral, são

desenvolvidos a partir de meios já conhecidos enriquecidos com

hormônios e outros nutrientes: e usados com baixas concentrações

séricas (CARNEY et al., 1981), Os substratos com propriedades

adesivas reduzidas também podem auxiliar na seleção de determinadas

células tumorais pouco dependentes da ancoragem. À utilização de

frascos com uma camada de células confluentes tratadas com mitomici>­

na C ou irradiação impede geralmente o crescimento de fibroblastos

(FRESHNWEY. 1987). Do mesmo modos a clonagem em agar seleciona às

celulas neopláâsicas., embora sua eficiência na formação de colônias

seja muito baixas frequentemente menor que G.í% (TRENT.

FRESHNEY, 1í787),.
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1.5. Dbjetivos

Em vista do expostos e considerando à escassez de dados

citogent&ticos em tumores sólidos. em especial nos benignos. propôs»

se o presente trabalho que teve como objetivos:

a. Identificar condições favoráveis para o cultivo de

células tumorais e para a obtengão de um número satisfatório de

metáfacses passíveis de análise na situação laboratorial disponível.
Fara tantos foram feitos testes preliminares sobre diferentes Ffato­

res referidos na literatura como adequados ao crescimento e manuten­

Gão de células neoplásicas in vitro. Tais fatores incluiram hormô­

nioss meios de culturas L­olutaminas frascos de cultivo. densidade

celular e concentração de soro variàâveis.

b. Fesquisar à ocorrência de aberrações Cromossómicas

clonais e não clonais em amostras de tumores sólidos benionos e

malignos.

Cc. Fornecer subsídios para diagnóstico e prognóstico nos

casos em que isso fosse possível,
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IT. MATERIAL E METODOS

IIL.1i. Haterial

No presente trabalho foram estudadas amostras de 18  le­

sões de naturezas diversas. dez benignas e oito malignas. colhidas

anteriormente à tratamentos radio e quimioterápicos. Destas, nove

foram utilizadas para investigação de condições favoráveis ao

cimento de c&lulas tumorais (Tabela 2) e onze foram utilizadas para

análise citogenética (Tabela 3). Às amostras foram enviadas pelos

Departamentos de Ginecologia e Cirurgia da Faculdade Regional de

Medicina de São Jos& do Rio Freto e por clinicas particulares da

cidade. Os tumores foram selecionados entre os mais frequentemente

encaminhados à exérese nos servigos citados.

Os pacientes, nove do sexo feminino e apenas dois do sexo

masculino e com idade variando de 25 à 46 anos. pertenciam à popula

ção rural e urbana de São Jost do Rio Freto e de municipios vi;

nhos. e eram da classe social baixa ou média.

I1.?. Métodos

A. Métodos utilizados para ensaios sobre as condições de cul­

tura

Com a finalidade de investigar condições favoráveis ào

crescimento de celulas tumorais foram feitos ensaios preliminares

sobre a influência da densidade celular no início do cultivo, tipos

diferentes de frascos e meios de culturas suplementação do meio com

concentrações de 20. 10 é 5% de soro fetal bovino e suplementação do

meio completo com lL.eglutaminas insulina. hidrocortisona e estrógeno.
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Todos 05 experimentos foram feitos em teste cegos salvo

aqueles que envolviam diferentes frascoss;s meios de cultivo e concen­

trações variáveis de soros que permitiam ao observador reconhecer o

fator em avaliação. Com exceção da variável em análise, àas demais

condições de cultivo foram mantidas constantes em cada caso.

Na avaliação do crescimento celular em diferentes tipos
de meio de culturas a suspensão de células obtida de um mesmo teci­

dos após desagregação enzimáticas foi dividida em quatro frascos (TI,

Ia III e IV). O frasco IT recebeu 5 ml de meio RPHI 146404 Oo IT

recebeu igual quantidade de HAM F­id. o ITI de Fagdle e o IV de

DNulbecco HEM acrescido de REMI na proporegão 114. Os experimentos

para à avaliação dos demais fatores empregaram o meio HAM F­10 que

já havia demonstrados em etapas anteriores. permitir um bom cresci­

mento celular de vários tumores.

Fara observação da influência da suplementação do meio de

cultura com glutamina e hormónioss as concentrações usadas das

drogas foram aquelas sugeridas por diferentes autores. No caso da

insulina à concentração final foi de 4 U/100 m1 C(CASARTELLIK comuni

caGão pessoal); no caso da aelutamina foi de 82,92 g/ml (LEIBOVITZ,

19846): da hidrocortisona foi de 198 Ms; OU sejas 9:53 uo/ml

(FRESHNEY. 1987) e do estrógeno foi de 1 ug/ml C(CASARTELLICO comuni­

caGão pessoal). Estas substáncias entraram na composição do meio

completo utilizado por ocasião da semeaduras e em todas as trocas de

meio realizadas no decorrer do experimento.

Em relação aos tipos de recipientes usados para cultivo

foram testados os frascos plásticos Descarplast de 85 ml (Rio de

Jdaneiroas RJ) e Costar (Cambridge. MA), que são descartáveis. os de
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vidro pyrex do tipo Leightons e os de vidro comum utilizados comer­

cialmente para venda de Leite de Colónia.

Para análise do efeito da densidade celular. à suspensão

obtida após a desagregação do tecido foi centrifugada e o sedimento

recebeu 14 ml de meio completo. Fara cada 0.1 ml deste material foi

acrescentado 9.41 ml de corante azul de tripano d44%. que agiu por um

período de 5 à 145 minutos. À mistura assim preparada foi transferida

para um hemocitôóômetro (câmara de Neubauer). em quantidade suficien­

te para que se formasse um filme entre a câmara e à lamínula. Às

celulas foram examinadas ao microscópio em campo escuros. com objeti­

va de iê x. Como a solução de azul de tripano cora apenas cEélulas

; :
2

:mortas. foi possível contar em cinco quadrados de 14 mm do hemoci­­

tômetro tanto as células viáveis quanto às não viáveis, mas a

análise foi feita apenas para as células vivas. O número de células

por ml da suspensão original foi estimado através da fórmula abaixo,

conforme BIRD & FORRESTER (1í9814)., sendo o fator de diluição resulta­

do do quociente da divisão da concentração inicial da suspensão

(número de cElulas viâlveis/ml) pela concentração desejada (ntimero de

cElulas/ml).

Células viáveis contadas Fator de Fator No. de
conversão X de = células/

Guadrados Analisados da câmara diluição ml
(it)

A obtengão dos dados em cada um dos experimentos Foi

feita através da contagem diária de células aderidas ao frasco. no

perfodo compreendido entre o segundo e o sétimo dia de culturas em

campos de um microscópio invertido (aumento de 62x) com mais de três
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Dé

celulas. Os campos microscópicos foram escolhidos. geralmente. em

número de 19 por réplica e na proporgão 3:4:3 nos três tergos trans

versais do frasco. À pesquisa dos campos em cada uma destas áreas

foi sempre iniciada no canto direito inferior do recipiente. tendo

como referência à tampa do frasco posicionada à esquerdas e prosse­

guiu no sentido inferior­superiors e da direita para à esquerda,

Foram considerados os 19 primeiros campos encontrados segundo à

metodologia descrita acima.

O seguinte padrão foi utilizado para comparação das dife­

rentes réplicas:

+ campo 3a? células.

++ campo 19 à 47 células.

campo 50 a 99 células.

campo mais de 100 células.

Na presente análise, os campos com menos de três células

não foram considerados porque na primeira semana de cultivo às

células em geral não se distribuem homogeneamente no fundo do fras­

co. lesse modos podem ser encontrados muitos locais sem crescimento,

O que nem sempre reflete à situação real de toda à cultura.

RB. Mbtodos para à obtenção de preparações cromossômicas

As culturas de células foram desenvolvidas segundo técni­

ca proposta por LIMON et al. (1984) com modificações. descrita

sequir. As fórmulas para preparação dos meios de cultura e soluções

utilizadas estão detalhadas no Apéndice.
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Bi. Colheita das amostras

Uma amostra do tecido (cerca de 0.59­110 emo) foi obtida

assepticamente e transferida para um recipiente est&ril com meio de

cultura ou solução salina. DO espt&cimen foi mantido à temperatura

ambiente ou à 5ºC e enviado ao laboratório devidamente identificado

E. Sempre que possível. acompanhado de informações sobre a idade do

pacientes. profissão, exposição à carcinbobgenos e mutagênicos. e pre­

sença de outros casos de neoplasia na familia. A fim de assegurar 2

viabilidade das cElulas.s o periodo entre à coleta e o processamento

do material não ultrapassou 24 horas.

Frocessamento inicial do tecido

No laboratórios à amostra foi sempre manipulada em câmara

asséptica (câmara de fluxo laminar vertical). Inicialmente. o tecido

foi lavado em três banhos consecutivos de solução de Hanks com

penicilina, estreptomicina., gentamicina e anfotericina e. em segui­

das dissociado mecanicamente em pequenos fragmentos de 1­2 mm . com

o auxílio de tesoura e bisturi. O material foi transferido para um

frasco com 9,5 ml de colagenase (concentração de 2.099 U/ml) e 445

ml de meio completos e permaneceu incubado à 37ºC por 14 a 3 dias

para desagregação enzimática. Após esse períodos a suspensão celu­

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

B3. Cultivo celular

O sedimento obtido foi distribulfdo em frascos plásticos

descartáveis de 25 mla Costar ou Descarplasts com 4 ml de meio de
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”cultura completo e incubado à 297 C por no minimo três dias. Apbs 84

horas. o meio dos frascos com o material necrôótico foi substituido e

o crescimento celular e à atividade mitótica foram avaliados diaria­

mente em microscópio invertido.

As culturas que mostraram número suficiente de metáfases

atê 7 dias após a semeadura sofreram interrupção de cultivo com

adição de colcemide (concentração final de 0.982 uga/ml) por uma hora

e trinta minutos. Esse bloqueio fois algumas vezes. realizado ime­

diatamente após à sincronização da divisão celular através do uso de

metotrexato (concentração final de 10% 4) por 17 horass sesuiído da

adigão de timidina (concentração final de 198 M) por 5 horas.

BA. Hipotonizaçãos fixagão e coloração do material

Após o bloqueio descritos o sobrenadante foi substituído

por 8 ml de solução hipotôónica de citrato de sódio 29,8% próé­aquecida

& O frasco foi reincubado por 39 minutos. As células foramas então,

gentilmente destacadas com o auxilio de um raspador (C'scraper") e à

suspensão foi centrifugada por 8 minutos a 869 rpm. Fosteriormentes

o material foi fixado em solução de metanol­acético 3:1 e montado em

lâminas geladas e úmidas. que foram envelhecidas em estufa a 90­99PºC
,

por 20 minutoss e submetidas à técnica de bandamento 6: segundo

GROUCHY & TURLEAU (1977) com modificações.

B5. Análise cromossômica

À análise cromossômica foi realizada em microscópio ópti­

co marca Carl Zeiss Jena: modelo Jenamed 2. O material foi fotoosra­
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2?

fado em microscópio Standard Wl. com equipamento fotográfico MC 6434

(Carl Zeiss Oberkochen) com filme Fanatomic X 32 ASA ou Kodalith

Orthofilm SSSó; type 3 (Kodal). O nesativo foi revelado com revela­

dor Kodak D­78., em diluição i1is por dois minutos à temperatura de

6
:

,
. ; aos20 CDC. e as cbpias foram feitas em papel Kodabromide F3 e Kodabrome

Frint KRC F3. à identificagão e classificação dos eventos citogené­

ticos foi feita de acordo com a Faris Conference (14974) e ISCN

(1978).

Às aberrações cromossómicas estruturais e as hiperdiploi­

dias foram classificadas como clonais quando presentes em pelo menos

duas metáfases provenientes de réplicas diferentes da mesma cultura.

No caso das hipodiploidias. a clonalidade sb foi considerada quando

a alteração foi vista em cêlulas de três ou mais réplicas da cultura

(MITELMAN., 1785: MERTENS et al... 17879).
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Tabela 2. Lesões utilizadas nos testes preliminares sobre

oO cfeito de diferentes fatores no crescimento

celular.

Adenocarcinoma ulce­ Forcentagem de soro
rado de estômago

Hepatoblastoma Heio de cultivo

Sarcoma sinovial Porcentagem de soro

Mioma uterino Adição de estrógeno

Ebcio colobide multi­ Frascos de cultivo
nodular de tiroide

Carcinoma basocelu­ Adicão de hidrocor­
lar tisona

Nevo âdigcão : L­glutamina

Carcinoma espinoce­ Adição « insulina
lular de pele

Carcinoma basocelu­ Densidade celular
lar de pele
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Tabela 3. Idade e sexo dos pacientes e o diagnostico histopatológico

das 11 lesões estudadas.

Cervicite crônica inespeciífica
com metaplasia escamosa endocer+­
vical.

Carcinoma in situ de colo de
titero.

Cervicite crônica inespecifica
com metaplasia escamosa endocer+­
vical.

Cervicite crônica inespecifica
com metaplasia escamosa endocer»­
vical.

Adenocarcinoma ulcerado da pe­
quena curvatura do estômago.

EBbcio colbide multinodular de
tiroide

Bbcio colóide multinodular de
tirbide

Sarcoma sinovial pouco diferen­
ciado

Ebcio colbide multinodular de
tirbide

Bbócio colbide multinodular de
tirbide

Carcinoma adenociíistico de gl1ându­
1a salivar
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III. RESULTADOS

IILT.1i. Ensaios preli|msinares sobre condições de cultura

Com à finalidade de avaliar as condições favorâveis ao

cultivo de celulas tumorais. foram feitos ensaios preliminares sobre

a influência de diferentes fatores, tais como densidade celular no

início do cultivos tipos de frascos e meios de culturas suple­

mentaçgão do meio com concentrações variáveis de soro fetal bovinos e

suplementação do meio completo com L­olutaminas insulina: Rkhidro­

cortisona e estrógeno. Os resultados são apresentados nas Tabelas 4.

casos 553 e 622 também foram estudados citogenetica­

mente enquanto os casos 630 e 654 mostraram crescimento celular que

permitiu à realização dos testes. mas as metáfases obtidas não

exibiram qualidade têcnica satisfatória para a anslise cromossômica.

Os casos 6459. 7Z7iós 783, 712 e S78 foram utilizados apenas para à

avaliação das condições de cultivos porém sua análise citogenética

constituiu objetivo de estudo de outros projetos realizados no mesmo

laboratório.

O crescimento celular foi observado 24 horas após &

semeadura nos casos 422.  Ss344. 699. Z7iPR. 714 e 723, 48 horas no caso

598 e 5503, e 72 horas no caso 630, Às células apresentaram morfolo­

gia fibroblastbide (Clesóes S98., G53, 688. 657, 712 E 430). epite­

lióide (lesões 716 e 654), ou ambas (lesão 723). durante o desenvol­

vimento do experimento. Como as amostras também eram utilizadas para

estudo citogentticos a análise das condições de cultivo foram sus­

pensas assim que o indice mitbtico atingiu níveis satisfatórios para

que o bloqueio da divisão celular pudesse ser realizado. De qualquer

AV
AVAVAY

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



modos esse período não ultrapassou o stktimo dia de culturas. Epoca em

que 035 fibroblastos normais passam à se tornar predominantes.

Os diferentes meios utilizados para cultura de um tumor

de fígado diagnosticado como hepatoblastoma (caso 598) possibilita­

ram o crescimento celular em todas as réplicas. 48 horas após à

semeadura. No entanto. a vantagem do meio Ham F­10 sobre os demais

foi evidente como pode ser concluído do número de campos com mais de

59 células. e 0 menos adequado foi o Dulbecco/RFMI (1:11) (Tabela 4).

Em relação às diferentes concentrações de soro. os resul­

tados obtidos em um tumor de estómago (caso 559) revelaram inicial­

mente aumentos e depois declínio do crescimento celular nas culturas

com 5 e 109% de soro. A Tabela 4 mostra ques nessas situações. foram

encontrados apenas 3 campos com bom crescimento celular nos três

dias de an&hãlise. Na culturas com meio suplementado com 260% de soro.

05 campos com mais de 59 células estavam presentes em número maior

durante esse mesmo período. Resultado semelhante foi observado no

cultivo de um sarcoma sinovial (caso 6928) em aque foram testadas

concentrações de 08d e 1io% de soro. Ao longo dos quatro dias de

culturas nos dois frascos com 20% de soro foram contados 49 campos

com mais de 1080 cElulas e nos frascos com 180% de soro apenas E

campos desse tipo foram vistos.

Dutros fatores avaliados foram a adição de L­alutaminas

insuliha e estrógeno ao meio utilizado para cultura de amostras de

um nevo (caso 718). de um carcinoma espinocelular (caso 716) e de um

mioma uterino (caso 4639). respectivamente. Os frascos que receberam

essas substáncias mostraram um número maior de campos microscópicos

com mais de 50 células que aqueles sem tais substáncias (Tabela 5).
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No teste com adição da hidrocortisona ao meio de cultivos em um

carcinoma basocelular (caso 659). os resultados não mostraram tal

diferenca. Aparentemente. esse hormônio não estimulou o crescimento

celular nas condições utilizadasa conforme pode ser concluido dos

números de diferentes campos microscópicos nos frascos teste &

controle CTabhbela 5).

Na avaliação da influência do tipo de recipiente sobre o

cultivos foram usados frascos plásticos Descarplast e Costars e

frascos de vidro do tipo Leishton e o usado como embalagem de leite

de colônia, em uma amostra de bôócio colbdide multinodular (caso

D4). NNurante 05 quatro dias de cultivos os frascos Descarplast e

Leiohton apresentaram maior número de campos com mais de 100 célu­

las. que os frascos Costar e leite de colónia (Tabela é).

O efeito de semeadura em diferentes densidades celulares

foi avaliado em um carcinoma basocelular (caso 723). tendo sido

utilizadas suspensões com 2,0PxX10' céelulas/ml e 1,01x10º célu­
las/ml. No frasco cujo cultivo foi iniciado com à maior densidade

celular foram contados 42 campos com número de celulas superior

100. enquanto que no frasco com à menor densidade nenhum campo desse

tipo foi observado durante o5 sete dias de análise (Tabela é).
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Tabela 4. Frequência dos tipos de campos microscópicos nos testes

com meios de cultivo e concentrações de soro diferentes.

REFHI 1649

HAM F­10

Eagle

DIulbecco/RFPMI (14:21)

Forcentagem 2x
de soro

Forcentagem 2ox
de soro

campo com 3 à ? células campo com 10 à 49 células
campo com 50 à 99 células campo com mais de 19009 células

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



Tabela 5. Frequência dos tipos de campos microscópicos nos testes

com a adigção de L­olutaminas

estrógeno ao meio de cultivo.

L­olutami+­
na

controle

Insulina teste

controle

Hidrocor­ teste
tisona

controle

Estrôgeno

I
11

campo com 3 à ? células
campo com 50 à 99 células

insulina. hidrocortisona e

picos Feriodo
mm —. de analise

E

campo com 16 a 49 células
campo com mais de 1900 células
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Tabela é. Frequências dos tipos de

com frascos de cultivo e

diferentes.

(mea e0ea anta ques pres qmae soma pero qe Dime shos paro pasa pera gama eme est gare cm

Campos microscbpicos
ese nene onca cera coce poco esa naca com sure peca neo nose seca rea seso eras sera seca seas nesse

Frascos Descarplast
de

Cultivo Costar

Leighton

Leite de Colônia

D,0Px10”
cEel/ml

Densidade
celular

1,01xio” 10
cEI/Ml

= 1exa Beco qe vote emma cata ares nest PACO Sano menh Asia RATO bavó 005 PAho Ctoy me Rea Con para pena Caro e

++

++++

campo com 3 à 9 celulas
campo com 59 à 99? células

campos microsc bp icos

densidade celular

nos testes

de semeadura

Feríiodo
de análise

(rdias)

2é : rá

el IE IS INS IME INS Ant IR IESOS ADS GRI IRD nf Im EN ID Int Inf Int ano cm dmtimt

campo com 109 à 49 celulas
campo com mais de 1899 celulas
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II1I.2. Análise citogenttica

O presente estudo analisou citogeneticamente sete lesões

benignas. sendo três cervicites crônicas de colo de utero e quatro

bbcios multinodulares de tiroide. e quatro lesóes malignas. dos

quais um carcinoma in situ de colo uterinos um adenocarcinoma de

estómagos um sarcoma sinovial e um carcinoma adenocístico de olándu­

la salivar (Tabela 3).

No processamento inicial da amostra. à desagregação enzi­

máatica do tecido teve duração de 24 horas nas lesóes de colo uteri­

nos e de 7/72 horas nas restantes. As culturas com crescimento sof

ram bloqueio de divisão celular 3 a 7 dias após à semeadura. com

uso de colcemide apenas (casos 524, 154. DOS, S5S9, 601, 6988. 638

644 e rêplicas IT e IV do caso 428) ou apôs processo de sincroniza­

ção da divisão celular com metotrexato e timidina (casos 544, 5482 e

réplicas IT e III do caso 6P8). às células mostraram morfologia

fibroblastóide (casos SP4, 544, 549, S5S4i, e ó08). morfologia

epitelióide (caso 559, 6é01, 8428 e 637) ou ambas (caso 664) (Figura

ii): & eram mono ou binucleadas.

Com excegão dos casos 69292, S328 e 664 o número de metáfa­

obtidas foi pequeno e a morfologia dos cromossomos dificultou a

6 completa das células. Albêm disso, à técnica de bandamento G

não teve sucesso em todos os casos. e algumas vezes resultou apenas

em coloração usual dos cromossomos. &A& análise parcial, que indica à

identificagão de pelo menos sete pares cromossômicos em uma metáfa­

se. nem sempre permitiu conclusões à respeito do cariótipo presente.

À Tabela 7 mostra os achados citogsenéticos dos casos SP4, S4ií,

1º 1053. DOP., 6501 EE 637) E às Tabelas 8, 9 e 1iô os achados dos
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casos 608, SP2 e 654º) respectivamentes cujas caracteristicas serão

descritas à seguir.

IIL.2.i. Cervicite crônica inespecífica com metaplasia

cervical

Foram analisadas citogeneticamente três lesões benignas

do colo uterino. todas histopatologicamente classificadas como cer

vicite crónica inespecífica com metaplasia endocervical.

Caso 524

à paciente, não­fumante e não exposta à carcindogenos

conhecidoss relatou história de leucorréia intensas. dor abdominal e

dismenorréia por seis meses, O resultado do exame colpocitolósico

foi Fapanicolaou Classe IIl;s negativo para células neoplásicas mas

positivo para cElulas metaplásicas atipicas. A bibpsia de cone do

colo resultou em um Fragmento de tecido impregnado de muco. de

consistência firme e coloração esbranquigadas E com uma de suas

faces envolta por epitélio espesso. O diagnóstico anatomopatológico

foi cervicite crónica inespecífica intensas com metaplasia escamosa

endocervical.

Farte do material colhido na biópsia foi submetida à

desagregação enzimática e mantida em cultura por sete dias. quando

então sofreu bloqueio da divisão celular com o uso de colcemide. Foi

observado crescimento celular dois dias depois da semeadura e

celulas ervam fibroblastbóõides. Das três rêplicas semeadas foi obtida

apenas uma metáfase., que mostrou caribtipo normal em coloração

USUAl.
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Caso S42

À pacientes não­fumante &e não exposta à carcinógsenos

conhecidoss procurou o servigão de Ginecologia com queixa de leucor­

réia intensa e dor no baixo ventre, O resultado do primeiro exame

colpocitológico foi FPapanicolaou Classe IV, fortemente suspeito para

à presença de células neoplásicas. Os tecidos resultantes da biópsia

realizada na época apresentaram coloraGgão róscea­esbranquiada e

consistência elásticas, e o diagnóstico anatomopatológico foi dis­

plasia acentuada do colo uterino. À paciente foi submetida à cirur>­

gia de conização parcial e dois anos apos retornou ao ambulatário

apresentando as mesmas queixas da primeira consulta. O resultado do

novo exame colpocitológico foi compatível com Fapanicolaou Classe

II. negativo para células neoplásicas. Os fragmentos de tecido

obtidos na segunda biópsia apresentaram coloração branco­amarelada

brilhante &e consistência macias e seu diagnóstico histopatolócico

foi de cervicite crónica inespecífica com metaplasia escamosa endo­»­

cervical.

Farte da amostra colhida foi submetida à desaoregação

tecidual e cultivada por sete dias. Apôs esse periodo sofreu sincro­

nização da divisão celular com metotrexato e» timidinas seguida de

tratamento com colcemide. DO crescimento celular foi observado 84

horas apbs o inicio da cultura e as cElulas mostraram morfologia

fibroblastõide., Das três rêplicas montadas. foram obtidas 21 metáfa­

ses. três analisadas parcialmente e duas completamente em coloração

usual ou bandamento GG. Os cariótipos observados em duas cElulas

foram compativeis com 4é64 XX. duas possuiam números cromossôómicos

iguais à 414 76 47 e à outra mostrou tetraploidia e deficiência do
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braço longo do cromossomo 4. del(4)Cosr) (Figura 82).

À paciente procurou o ambulatório de Ginecologia com

queixa de ardência miccional e leucorrtia intensas e negou tabagismo

ou exposição à carcinbgenos. Foi sumetida a bibpsia de cone do colo

uterino apos exame colpocitolbgicos que teve como resultado

Fapanicolaou Classe III. com suspeita para ceéelulas neopláâsicas. Ds

fragmentos de tecido obtidos mostraram coloração branco­amarelada e

consistência macias e seu diagnóstico histopatológico foi cervicite

crônica inespeciíifica com metaplasia escamosa endocervical.

Farte da amostra foi submetida à desagregação enzimática

e mantida em cultura por 5 diasa apbs o que foi tratada com colce­

mide. Nois dias depois da semeadura foi observado crescimento celu­

lar e a morfologia da células era fibroblastóide. Das quatro répli­

cas montadas foram obtidas 17 metáfasess;s três analisadas parcialmen­

te e uma completamente em coloração usual ou bandamento G&, Uma

célula apresentou endorreduplicação (Figura 3). duas tinham hipodi­

ploíidias e à outra manifestou número cromossómico normal.

IIL.2.2. Carcinoma in situ de colo uterino

À paciente, fumante e sem história de exposição à outros

carcinbgenos. foi encaminhada ao serviço de Ginecologia com resulta»

do de exame colpocitológico do tipo Fapanicolaou Classe IV.  forte­
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mente sugestivo da presença de células neoplásicas. A repetição do

exame no mesmo servico mostrou um Fapanicolaou Classe Y,., positivo

para células neoplásicas. dA biópsia de colo resultou em fragmentos

de tecido amarelo­brilhantes. de consistência elástica, com epitélio

esbranquigçado em uma de suas faces. O diagnobístico histopatológico

foi carcinoma in situ do colo uterino.

DO fragmento de tecido recebido pelo laboratório de cito­

genttica foi desagregado e. em seguida. cultivado durante 7 dias. No

segundo dia de cultura foram observadas células em crescimento com

morfologia fibroblastõide. O bloqueio da divisão celular foi reali­

zado com ouso de colcemides apbs processo de sincronização com

metotrexato e timidina. Foram obtidas três metáfasess todas com

caribtipo normal apbs a análise em coloração convencional.

IIL.O.3. Adenocarcinoma ulcerado da pequena curvatura do

estômago

Caso 553

À paciente procurou o ambulatório de Cirurgia Geral do

Hospital de Case com queixa de dor abdominal e colicas irradiadas

para o tóraxs Ffraqueza, anorexia, emagrecimento e intolerância à

alimentos gordurosos. Na ocasiãos negou tabagismo e exposição à

carcinbgenos conhecidos. À gastroduodenoscopia realizada revelou

neoplasia gástrica e a paciente foi submetida a gastrectomia subto­

tal radical. OD tumor mostrou coloração amareladas superfície irre­

gular e granulosas e consistência elástica. O exame histopatológico

revelou adenocarcinoma ulcerado da pequena curvatura do estómadgo.
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43

Farte da amostra foi encaminhada para análise citogen&tti­

ca er. depois de desagregadas, foi cultivada durante sete dias quando

então sofreu bloqueio da divisão celular com o uso de colcemide. D

crescimento celular foi observado 24 horas após o início da cultura

e as ckElulas mostraram morfologia fibroblastbide. Foram obtidas três

metá fases, apenas duas analisadas em coloração convencional. UMA Com

A45Q­D e à outra com número cromossómico prôximo à S$8,.

IIL.2.4. Bbcio colbide multinodular de tirbide

Foram feitos estudos citogentticos em quatro lesóes be

nignas de tirbides todas classificadas como bócio colbide multino­

dular.

Caso 35?

A paciente. n&o­fumante e não exposta à carcinógenos,.

foi submetida à tiroidectomia subtotal após exame de captagão e

cintilografia de tirbides que revelou presença de bôócio nodular com

nódulo frio. AD exame macroscópicos a lesão apresentou forma gros­>­

seiramente piramidal. coloração pardo­amarelada brilhante. consis»­

tência macia e aspecto coloidal. O exame histopatolbógico confirmou o

diagnostico de bôócio colbide multinodular.

O fragmento de tecido recebido foi submetido à desagre­

gação enzimática e foi cultivado durante cinco dias. apos os quais
sofreu bloqueio da divisão celular com o uso de colcemide. Vinte e
quatro horas após à semeadura foi observado crescimento celular e

morfologia das células era epitelióide. XNessa cultura foram obtidas
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sete metáafases., três delas analisadas em coloração usual ou banda»

mento GG. duas com 446 cromossomos e uma com perda de vários cro­

MOSSONOS

Caso 6491

À pacientes sem história de exposigGão à carcinógenos. foi

encaminhada ao serviGo de Cirurgia Geral com queixa de aumento da

tiróide há aproximadamente 30 anos. dificuldade de deglutição, sudo­

rese intensa e ganho de peso. O exame de captagGão e cintiloarafia da

tirbide revelou presença de bôócio nodular com nôdulo frio. Apos

tiroidectomia subtotals o esptcimen apresentou: ao exame macroscãpi­

co. coloração pardo­amarela brilhantes consistência macia, aspecto

coloidal e forma grosseiramente piramidal. O exame histopatológico

evidenciou bôcio colôide multinodular.

Uma parte do material retirado na cirurgia foi desagrega­

da Eenzimaticamentes colocada em cultura por sete dias e. depois

desse período, foi tratada com colcemide. No primeiro dia de cultura

foram observadas células em crescimentos todas com morfologia epite­

lióide. Das 28 metáfases obtidas. 16 eram passíveis de análise. três

das quais foram totalmente analisadas e 13 apenas parcialmente em

coloração usual ou bandamento 6. Uma cElula mostrou poliploidia,

outra apresentou uma translocação t(5:14) e várias monossomias., tris­

somias e tetrassomias. duas tinham perdas cromossômicas casuais

sendo uma delas trissômica para o cromossomo 19º e quatro eram

normais.
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À paciente procurou o ambulatório de Cirurgia Geral com

queixa de aumento da tiróbide hà cerca de 90 anos e dificuldade de

deglutição. Na ocasião. negou exposição à carcinbgenos e seu exame

fisico revelou presença de tirbide de tamanho anormals móvel

deglutição e de consistência elástica. À cintilografia evidenciou

presença de bôcio nodular com nódulo Frio e à paciente foi submetida

a tiroidectomia subtotal. À lesão apresentous ao exame macroscbópicos

forma grosseiramente piramidal. coloração pardo­amarelada brilhante

e aspecto coloidal. O exame histopatolbgico revelou bôcio multinodu­

lar com excessivo acúmulo de colbide.

A cultura iniciou o crescimento no primeiro dia após à

semeadura e as cElulas., com morfologia epitelibide sofreram bloqueio

da divisão celular com o uso de colcemide nas rêplicas II «e IV,
precedido por sincronização com metotrexato e timidina nas réplicas

I e l1lIlIl. Foram observadas 138 metáfases., 20 das quais permitiram

apenas à contagem do número cromossômico. 82é foram analisadas em

coloração usual. 87 foram analisadas parcialmente e sete totalmente

após bandamento GG. O estudo citooendético desse caso revelou 141

células com um cromossomo extra do orupo C', em seis delas identiti­
*

cado como sendo um 7 (Figura 4). duas células mostraram trissomia de

um Ca identificado em uma como sendo um 73 associada à trissomia de

um cromossomo 147 (Figura 5) e nove outras apresentaram cariótipo com

três cromossomos extras. que em três delas consistiram nos cromos»

somos 7. 10 e 17 (Figura 5).
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foram vistos em pelo menos duas réplicas diferentes da cultura. Não

foram observadas outras trissomias., exceto as do 2 e ié em uma

célula também portadora de algumas monossomias. Duas metáfases poli­

plóides também foram encontradas, além de células aparentemente

normais ou dos clones anómalos com perdas cromossómicas casuais.

principais achados citoocenéticos estão apresentados na Tabela 8.

À pacientes com queixa de aumento da tiróide por aproxi­

madamente cinco anos e dificuldade de deglutiçãos foi submetida à

tiroidectomia subtotal após exame de cintilografias que revelou a

presenga de bócio nodular com nódulo frio. O exame histopatológico

da lesão confirmou o diagnóstico de bócio colôide multinodular. À

anamnese não revelou qualquer tipo de exposição à agentes canceriíoe­

NOS.

Após remogGão cirúroica e desagregação enzimática. parte

do material foi colocada em cultura durante seis dias. e o bloqueio

da divisão celular foi realizado com o uso de colcemide., O cresci­

mento celular foi observado 24 horas após o início da cultura e

cEêlulas mostraram morfologia epitelibide. Foram detectadas 49 metàã­

fases. quatro das quais analisadas totalmente em coloração usual e

duas parcialmente em bandamento GG. luas cElulas apresentaram

caribôbtipo 451.4­7C: uma 45,4.4­7D e três eram normais.
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IIL.2.5. Sarcoma sinovial pouco diferenciado

Caso 6728

O pacientes. não­fumantes sem exposição à carcinógenos e

apresentando retardo mentala foi encaminhado ao servigGo de Cirurgia

Geral do Hospital de Fase em virtude da presença de uma massa tumo­

ral na coxa direita com aproximadamente dois anos de evolução é

cerca de 30 cm de diâmetros borrachosa e indolor à palpação., Apbs

extreses à lesão mostrou formato irregularmente ovbides coloração

amarelo­pardacenta 2» consistência extremamente macia. O exame histo­

patológico diagnosticou um sarcoma sinovial pouco diferenciado.

As células obtidas do tumor foram cultivadas durante sete

dias E. em secuidas tratadas com colcemide. O crescimento celular

iniciou­se. em todas as réêplicass 84 horas apôs à semeadura é às

celulas apresentaram morfologia fibroblastõide durante todo o perio­

do de cultivo. Foram observadas 78 metáfases. 24 das quais analisa»

das em coloração usual e uma em bandamento G. A maioria delas mos»

trou hipodiploidias com números cromossómicos variando de 31i a 45

(Fimura 7). sete foram normais e uma poliplóide. À Tabela 9 apresen»

ta os caribtipos observados nas células analisadas.

IIL.8.ó6. Carcinoma adenocistico de glândula salivar

D pacientes que era fumantes. foi encaminhado ao ambulató­

rio de Cirurgia Flâástica do Hospital de Ease para retirada de massa

tumoral na hemi­mandiíbula direita. O processos de aproximadamente
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quatro meses de evoluçãos foi detectado apbs trauma e diagnosticado

histopatologicamente em outro serviço médico como ameloblastoma,.

Apos extrese da lesão e de parte da mandíbulas o exame histopatol&­

gico revelou carcinoma adenociíistico de glândula salivar com infil­

trações na mucosa oral. segmento bsseo da mandíbula e partes moles

circunjacentes.

Uma amostra do material foi colocada em cultura por sete

dias e o bloqueio da divisão celular foi realizado com o uso de

colcemide. Foi observado crescimento celular em todas as réplicas PA

horas após a semeaduras e as cElulas apresentaram morfologia epite­

libide e fibroblastbide, em proporções aproximadamente iguais. du­

rante todo o período de análise (Figura 1). Das 44 metáfases obti­

das. i3 foram analisadas em coloração usual. dez foram analisadas

parcialmente e quatro totalmente apbôs bandamento 6. O estudo citoge­

n&tico revelou dez c&êlulas com caribtipo 464XYt seis com 45,­6i

quatro com ATA XY a"Re.adel(10) (pie) (Figura 8): quatro com perdas

cromossómicas casuais e uma com poliploidia,.

À monossomia 282 e à deficiência do braGo curto do cromos

somo 109 foram consideradas alterações clonais uma vez que estiveram

presentes em células provenientes de frascos de cultivo diferentes.

Os principais achados citogendéticos deste caso estão apresentados na

Tabela 10.
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Tabela 7. Dados citogen&tticos dos casos
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Tahela 8. Principais achados citogen&ticos de um Bôócio

Colóide Multinodular
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Tabela 9. Achados citogentticos de um Sarcoma Sinovial

renciado (caso 688).
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Tabela 10. Frequência de celulas com caribtipo normal e

com aberragões cromossômicas numéricas e

estruturais de um Carcinoma adenocístico de

Glândula Salivar (caso 664).
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Figura 8. Metafase tetraplôbide do caso 542 mostrando à deficiêén­
cia
setas

do bragão longo do cromossomo 4.º delíá4) (408). Às
mostram os cromossomos 4,
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Figura 3. MNctáfase com endorreduplicação do caso S54i,.
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Figura 4. lNetáfases do caso 628 com trissomia 7. (a) cariograma
representativo do cariótipo 47 .XX.+7; (bh) visão geral
da mesma metáfases (Cc) visão geral de uma celula com
cariótipo APBQXX./+7,­414­78B,­18,­19,­20, As setas indicam
DD cromossomo 7.
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Figura SS. HMetáfacses do caso 648 com as trissomias 7 e 47 (a)
cariograma representativo do cariótipo 4BQXX,Q+7,+17:
(bh) visão geral da mesma metáfases (Cc) visão geral de
uma cElula com coribtipo A4ASQAXKXKA+Z+17 a oD.ACiPaoi9,. Às
setas & pontas de seta indicam os cromossomos 7 &e 47.
respectivamente.
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Figura é. lictáfases com as trissomias 7. 10 e 17 do caso 428. (a)
cariograma representativo do cariótipo 4A9.XKXa+7.+10,+17:
(bh) visão geral da mesma metáfasesr (Cc) visão geral de
uma celula com caribtipo 4ABS.XX.+7+10, +iZa OD, As setas.
05 asteriscos e as pontas de seta indicam os cromosso­
mos 7. 16 e 1714 respectivamente,
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Figura 7. (a ce b) Metáfases do caso 4282 com 42 cromossomos.
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Figura 8.

del(10) 10

(a) Cariograma representativo de uma cElula do caso 664
com cariótipo AS,XY.­8R.del(10) (pio);
da mesma metáfase:s (0) metáfase parcial
deficiência dellíe)(pide).AÁS setas
indicam os cromossomos 109 e dê.

(B) visão geral
mostrando

e pontas de seta
respectivamente,
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IV. DISCUSSÃO

No presente trabalho foram realizados alguns ensaios

preliminares com a finalidade de detectar a influência de fatores,

tais como hormônios. L+e­glutamina. densidade celular. tipos de fras­

cos e meios de cultura e concentrações variáveis de soros sobre o

crescimento de células tumorais in vitro. Além disso, foram analisa­

das citogeneticamente, após culturas de curta duraGãos sete lesões

benignas e quatro malionas. Ouas apresentaram aberrações cromossómi­

cas clonais numéricas e/ou estruturais. uma mostrou uma população de

celulas hipodiplôides e em oito foram observadas cElulas normais. ou

também metãhfases com anomalias não­clonais.

Os principais problemas surgidos durante o desenvolvimen­

to do trabalho foram os inerentes ao cultivo de cElulass, como à

contaminação de espEkcimens por ocasião da bibpsias transportes

semeadura ou manuseio. à adequação do meio de cultura e sua suple­

mentação. e a eficiência ou validade dos reagentes utilizados.

Além dessas dificuldadess até certo ponto transponíveis,

outras menos controláveis também existiram. Entre elas pode ser

citado o próprio comportamento das células. nas condições de estudo,

certamente consequente de sua constituição genética ou de influén­

cias humorais recebidas in vivo e levadas para à condição in vitro.

Serão feitas a seguir algumas considerações sobre às

condições de cultivo celulars e 05 resultados obtidos nos testes

realizadosa assim como sobre a análise citooenética dos tumores

sólidos humanos e as alterações encontradas nas lesões estudadas

pelo presente trabalho.
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IV.1i. Ensaios preliminares sobre condições de cultura.

Alguns ensaios preliminares sobre condições de cultivo

foram realizados pelo presente trabalho. Os resultados mostraram

influência positiva de vários fatores sobre o crescimento de células

tumorais in vitro. Um dos efeitos mais evidentes foi aquele decor»

rente da presenga de glutamina em culturas de células de um nevo,.

Tal efeito já havia sido observado por outros autores: que empregam

esse aminoácido rotineiramente na composição do meio completo (TRENT
%

et al... 17986). À insulina e o estrógeno também estimularam o cresci­

mento celular es pelo menos à primeira dessas substâncias tem sido

utilizada no cultivo de muitos tipos diferentes de tumores

(FRESHNEY. 1987). A hidrocortisonas ao contrário do esperados não

mostrou qualquer cecfeito em um teste realizado com cElulas de um

carcinoma basocelular de pele. É provável que tal achado seja conse

quência da concentração usada da droga. uma vez que alguns trabalhos

referem­se a utilização desse hormónio em níveis mais elevados. Por

exemplos LEIBOVITZ (19986) e MERTENS (comunicação pessoal) sugerem

que à hidrocortisona deva ser usada em quantidades iguais à  B.ói

ua/ml e 4909 ua/mls respectivamente. cerca de 109 à 1000 vezes maior

que aquela empregada pelo presente trabalho (9.45 ug/ml).

Em relação aos meios de culturas o bom resultado obser­

vado no caso do Ham F­iê foi presumivelmente consequência de sua

constituição mais rica em alguns componentes. como alanina. aspara­

ginas cisteiína. vitamina Bi8, hipoxantina e timidinas quando compa­

rada à constituição dos outros meios utilizados (FRESHNEY. 1987).

As quantidades variáveis de soro empregadas para o culti­

vo de um adenocarcinoma de estómago e de um sarcoma mostraram um
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bom crescimento nos frascos com concentrações de 229%. Ue acordo com

a literaturas. essa situação não & recomendável para cultivo de cE&­
lulas malignas. Entretanto. os testes foram realizados antes do

sétimo dia de cultura quando o5 fibroblastos normais ainda não são

predominantes sobre as células neoplásicas (CHEN & SHAW, 1973:

HMHITAMOTO et al... 1789). Além dissos concentrações baixas de soro

resultaram em parada de crescimento no caso da cultura de estómago,

sugerindo que alguns Fatores importantes estavam em quantidades

insuficientes nos dias imediatamente pós­semeaduras ou então que às

celulas presentes eram apenas fibroblastos e foram selecionadas

nesativamente,

No presente estudo foram avaliadas também as densidades

celulares iniciais de 2.02x12 e 1.01xid cElulas/mla em um carci­

noma basocelular de pele. DO sedimento obtido após à desagregação

tecidual não permitiu o uso da densidade sugerida pela literatura,

em torno de 5 a 6x10º células/mls mas o teste mostrou que mesmo

densidades celulares de P.0PxiO” células/ml levam à bons resultados

em determinadas situações.

Os resultados obtidos sobre a influências dos tipos de

frascos de cultura no crescimento de c&Elulas de um bbócio multinodu­

lar de tirbide mostrou à eficiência dos frascos de pláâstico

Descarplast &e& de vidro do tipo Leighton., De recipientes de vidros

como o de Leighton e o de leite de colónias, apresentam à vantagem de

reutilização, contudo podem liberar substâncias tôxicas que variam

de acordo com sua procedência. Além dissos necessitam ser correta»

mente lavados e esterilizados apbs o usos de modo à garantir à

viabilidade de culturas subsequentes. Os recipientes plásticos de
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é

poliestirenos como o Iescarplast e o Costar. apresentam vantagens

práticas porque já vêm esterilizadoss e essa esterilização. no caso

obtida por radiação, garante até certo ponto à ausência de fatores

tóxicos e de microorganismos. Tanto os frascos de vidro quanto os de

plástico devem fornecer condições para que as células se fixem

substrato. Ds motivos pelos quais os frascos GUescarplast &

Leiahton permitiram melhor crescimento devem estar relacionados com

a própria constituição do material do recipiente ou com outras de

suas qualidades. e com as características do tipo celular utilizado.

Em resumos os ensaios realizados no presente trabalhos

concluiram que o meio Ham I­19 suplementado com 229% de soro. LL

glutamina e insulina;s e os frascos UOescarplat e de Leishton. consti­

tuíiram condições adequadas para o cultivo in vitro de determinadas

PClulas tumorais na situação laboratorial disponível. Além dos fator
res acima citados. a adição de estrógeno ao meio de cultivo & uma

densidade celular inicial da ordem de Pxig” cElulas/ml também acar­

retaram um bom crescimento celular em certos casos. Deve ser enfati­

zado que os resultados obtidos não permitem generalizações: UMa vEZ

que oO número de testes foi limitados mas servem de base para que

novos estudos sejam realizados.

IV.2. Constituição cromossômica dos tumores sólidos humanos

Um grande número de trabalhos tem sido publicado sobre

alterações cariotípicas em tumores sólidos. O novo catálogo de

aberrações cromossómicas em neoplasias, à ser publicado em 419941,

deverá conter informações sobre aproximadamente 230929 dessas lesões,

oO que corresponde à apenas PO%X dos dados disponíveis em cáncers

.
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6

fração esta muito inferior à sua contribuição relativa à morbidade e

mortalidade das doenças neopláâsicas. Um dos grupos que ilustra bem

essa situação & o dos tumores epiteliais. que causam quase 980% de

todas as mortes por câncer no homem mas fornecem aproximadamente 190%

dos dados (TRENT et al.., 1989: MITELHAN, 1999),

O conhecimento dos eventos citogendéticos nas etapas ini­

ciais de desenvolvimento de um tumor sólido & muito limitado. Esta

situação & provavelmente decorrente do fato da maioria das le

ser estudada em estágios muito avançados. 0 que dificulta o reconhe­

cimento da alteração primária entre as numerosas anomalias secundá­

rias. em geral presentes por ocasião do estudo. Embora à alteração

primaria tenha um significado patogenttico importante. as secundá­

rias podem ser de interesse no entendimento da progressão tumoral. e

a distinção entre as duas. na maior parte das vezes não & atingida

(TRENT et al... 1i989).

Às aberrações cromossômicas já detectadas em neoplasias,

incluindo leucemias e linfomas bem como tumores sólidos. compreendem

uma variedade de rearranjos estruturais e de aberrações numEbricas.

Na revisão feita por TRENT et al. (1989). um total de 149 anomalias

estruturais foram identificadas em 43 tipos de doengas neoplásicas,

e todos 05 cromossomos foram envolvidoss com exceção do Y. MITELHAN

(1984. 1986) e HEIM & MITELMAN (íÍ98ó5h) tambE&m observaram que à dis­

tribuição dos pontos de quebra & restrita à um quarto das bandas de

um caribtipo padrãos e que. de forma an3ilogas as trissomias e monos­

somias não são casuais. Fresumivelmente. determinadas regióes cro­

mossôómicas contém genes essenciais para o desenvolvimento do proces+

so maligno. Indicações de que isto realmente deve ocorrer provêm de

observações sobre à coincidência de localizagão de oncogenes e de
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pontos de quebra em câncers apresentada na Tabela 11 (TRENT et al...

Desse modos não surpreende o fato de que muitas alterações

cromossômicas sejam consistentemente associadas a essas doençass O

que E especialmente verificado nas leucemias e linfomas. No caso dos

tumores sólidos, o número dessas correlações é pequenos como pode

ser observado na Tabela 41482 que resume os dados estudados por

TEYSSIER (1989), e & provavelmente decorrente da complexidade e

instabilidade citooenética no grupo. Apesar dissos à análise de um

grande número dessas lesões tem sugerido o envolvimento preferen­

ciala ou não casual; de alguns cromossomos. em especial do 1º 34 7 e

114 C(ATKIN, 1989: DLAH et al., 19897  TEYSSIER, 1989). Esse achado

sugere que à evolução clonal geralmente segue um padrão genético

básico para diferentes neoplasias.

às alterações cromossómicas provavelmente levam à eventos

moleculares que afetam não somente sequências de oncogenes ou de

anti­oncogenes. mas também reguladores de diferenciação ou de pa­

drões metabólicos específicos: e genes que codificam fatores envol­

vidos no crescimento ou nas interações celulares (DUTRILLAUX &

MULERIS. 1986). Embora os dados obtidos em leucemias e linfomas

indiquem que essa id&tia seja corretas poucas são às evidências (de

tais modificações causadas por aberrações cromossomicas em tumores

soõlidos (TRENT et al... 19989). Ds casos mais citados referem­se

amplificação do oncogene N­msc em neuroblastomas que manifestam

double minutes ou regiões homogeneamente coradas C(CERDUEUR & SEEGER,

1988). e da expressão aumentada do gene do receptor do fator de

crescimento epidérmico em lesões com alterações numéricas e estrutu­

rais do cromossomo 7 (EELL et al... 19865).
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Em relação às lesóes benignas. existem poucos dados na

literatura sobre as aberrações cariotiípicas presentes e sobre o

possível efeito dessas aberrações no comportamento ou na evolugão do

tumor e na proliferação celular (HITELHAN, 1985: SANDOEERG,. 1985). ODe

modo gerals é aceito que tais lesões apresentam uma constituição

cromossômica normal em virtude das observações de ausência de figu­

ras mitóticas e de núcleos atípicos em preparações histológcicas., &o

contrário do que ocorre nas neoplasias malionass e de conclusões

baseadas em análises citooenéticas realizadas sem o auxílio de

técnicas de bandamento cromossómico (SANDEERG,. 1980). Entretanto,

estudos recentes em várias condições consideradas benionas. com base

no seu comportamento e dados histológicoss tém levado à sugestão de

que as aberrações cromossômicas nem sempre estão ligadas ao estado

maligno ou então que alguns tumores benigonos devem ser considerados

pré­malignos ou mesmo malignos (SANDEERG, 19898; TEYSSIER et àal.,

iT3B5). Por exemplos tanto os leiomiomas quanto 05 seus corresponden­

tes malignos. os leiomiossarcomas, apresentam rearranjos das regiões

7oaceêe­que. 10092 e íiecgi4­1D (HAVEL et al... 1987: KIECHLIE­SCHWUARTZ et

al... 19990a.b). UDo mesmo modos os lipomas mostram o envolvimento

consistente das bandas 12 qií3­4914) O que também é descrito em lipos­

sarcoma mixbide COAL CIN & SANDEERG, 19989: FRIGERE et al... 1996:

SREEKANTAIAH et al... 19980).

À aparente coincidência de alterações em uma mesma região

cromossómica, tanto em processos malignos quanto em seus equivalen­

tes beniganos. indicam um padrão citogenético semelhante no desenvol­

vimento dessas condições. embora à exata proximidade dos pontos de

quebra e os genes afetados não sejam conhecidos. De qualquer modos,

tais sistemas constituem um excelente material para investicagão dos
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foreventos moleculares envolvidos no processo canceroso e poderão

necer informações sobre o comportamento de diferentes doencas e suas

interrelações com respeito à transformação neopláâsica (SANDEERG et

al... 19988).

Estas considerações são esseciais para o entendimento e à

analise dos casos que passamos a discutir.
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Tabela 11. Localização cromossômica de oncogenes humanos e os pontos de quebra rela­

segundo TRENT et al.cionados em diferentes tipos de neoplasias. (1987)

com modificações.

Localização
cromossomica do

ARAFE

FVUTÍ

HKYCÍ

ABL

HRASÍ

INTO.SEA

ETSÍi

KRAS?2

INTÍCGLIA

AKTIsELKR

EREB2­THRA

INTÁ

ERBAZL

YES1

ETSS2­ERG

YESF

HRASS2F

ONCOoOGENE

1p36.2­36.Í1

ipid­p3i

ip3e

ipr? e/ou Ípi3

igei.i­asá

epiíd­cen

óépai

7piá­agoi

Bae4

Ba84

F934

1ipi5S.o

1igi3

11923.3

iepie.i

12913

14938.3
17911­012

17 92i­q22

17925

18921.3

2igqed.3

ceqii­aqie

XPpil.á­piio

4 5 6

leucemia mielbide aguda­H3

leucemia linfocítica aguda

leucemia linfocitica aguda

melanoma maligno

melanoma maligno

leucemia linfociítica crônica

doença linfoproliferativa
cronica

linfoma maligno

linfoma de Eurkitt

leucemia linfociítica aguda

doença mieloproliferativa

leucemia mielóide aguda

linfoma maligno

linfoma maligno

leucemia linfocítica aguda

lipossarcoma mixbide

linfoma maligno

leucemia mielóide aguda H­3

leucemia mielbide aguda

leucemia mielbide aguda­H4,H5

linfoma maligno

leucemia mielóide crónica

leucemia linfocítica aquda
sarcoma sinovial
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IV.3. Lesões benignas e ealignas do colo uterino

As lesões benignas do colo uterino compreendem as cervi­

cites crônicas e as metaplasiasa entre outras. A cervicite é um

processo inflamatórios geralmente causado por assentes infecciosos,

que pode evoluir para uma metaplasia. dA metaplasia é uma alteração

reversivel na qual as cElulas adultas são substituídas por outras

resultantes da diferenciação anormal de c&Elulas primitivas indife­

renciadas ou da divisão de cEblulas diferenciadas existentes. À

permanência do fator que predispõóe à metaplasia pode induzir à

transformação maligna do epit&lio metaplásico (LOFES et al... 19587).

As displasias são lesóes pre­cancerosas que podem origi­

nar­se das metaplasias e caracterizam­se por alterações do tamanho,

aspecto e organização da célula adultas e são consequentes de irri­

tações crônicas ou inflamatórias. O comportamento dessas lesóes E

variâvels à maioria regride enquanto uma pequena fração progride

para uma condição maligna (ROBEINS., 19753 LOFES et al... 1987).

O câncer de colo de tero &E o tumor mais frequente em

mulheres de vários grupos populacionais (LOPES et al... íi7571 MURTY

et al.., 1983), DO mais comum e típico E o carcinomas enquanto os

sarcomas representam apenas 1% do total. Os carcinomas são de três

tipos principaistz in situ. microinvasor e invasor. O carcinoma in

situ é uma lesão restrita ao epitélio superficial e representa o

grau extremo da lesão pré­cancerosa. E constituído por células

morfologicamente idênticas às da maioria dos carcinomas da cêrvice

mas com adesividade diminuídas o que reduz sua capacidade de infil­

traGão em outros tecidos. à definição do carcinoma microinvasor

constitui um dos mais controvertidos assuntos na patologia do colos
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& Oo principal ponto de discussão refere­se à profundidade da inva­

são. Alguns admitem que havendo difusão no estroma em at& 4 mm de

espessura a neoplasia deve ser considerada microinvasivas enquanto

outros aceitam nesse grupo os carcinomas que alcançam até 5 mm de

espessura. O câncer & considerado invasor ou clinico quando diagnos­

ticável macroscopicamente. No inicio do processos esse tipo atinge

apenas o cérvice mas. à medida que progride e suas dimensões tornam­

se maiores. tende para à disseminação pelo organiemo e formação de

colônias metastáticas (LOFES et al... 19987).

Úlentre os diversos fatores envolvidos na etiologia do

câncer cervical e de outros tumores genitais. as infecções por virus

do papiloma e por outros virus como o Herpes simplex têm recebido

especial. isto porque à detecção de tipos especificos de

alguns desses virus em lesóes prê­malignas está associada com o

aumentado da neoplasia. Embora o papel desempenhado pelo

genoma viral na gênese do câncer do colo não seja completamente

conhecidos existem evidências de que suas sequências se intesram no

ONA em locais próximos a proto­oncogenes (FOFESCU & DOI FAOLO, 1989;

COUTURIER et al... 199902) ou em regiões frequentemente rearranjadas

em diferentes tipos de neoplasias (SASTRE­GCGARAN et al.., 199090).

Alguns modelos experimentais têem mostrado que as sequências do virus

cooperam com o oncogene mutado c­Ha­ras na transformação maligna e

que. em certas situações. podem promover à cis­ativação do proto­

oOncOgene c­myc. É interessante citar que à amplificação ou expressão

aumentada dos oncogenes c­Ha­ras e c­uemc têm sido detectadas em

estágios avançados dos carcinomas de colo (RIOU, 1989: SAGAE et al...

Oo ponto de vista citoogenético,. as :
colo de
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útero oferecem um dos melhores sistemas para estudo de diferentes

estágios do processo de malianizaçãos desde uma displasia simples

atéê o carcinoma invasor. Além disso, essas lesões apresentam

vantagem de serem frequentemente detectadas como resultado de inves»

tigações citológicas em campanhas de prevenção do câncers e do

material para estudo ser facilmente removido.

As análises cromossómicas nesse grupo de doengGas., entre­

tanto. apresentam alguns problemas. Um deles envolve as variações na

nomenclatura usada para as várias condigões., e à consequente difi­

culdade em comparar resultados de diferentes laboratórios. por exem­

plo em casos de carcinoma microinvasor e de carcinoma in situ. este

GQltimo considerado às vezes uma alteração prêencoplasica e noutras

vezes uma alteração maligna C(CSANDEERG, 1782), Outro problema decor»

re do fato do material derivado de tecido de colo normal ou de

lesões iniciais apresentar número extremamente baixo de metàáâfases,.

de modo que os resultados obtidos até o presente são poucos e não

permitem generalizações (SANDEERG., íi789; HEIM & MITELMAN. 1i7987a),. Na

verdades o material cromossómico de lesões cervicais não possui

geralmente boa qualidade técnica para análise; com algumas excegões

no caso de preparagões diretas (C(CATKIN & BAKER. 19988, 19847 1989;

BELLO & REY. 19887] SREEKANTAIAÁH et al... 17988: ATKIN et al... 1990),

Os dados da literatura indicam que o epitElio cervical em

seu estado normal e em condições inflamatórias tem constituição

diplõides embora evidências para isso sejam muito poucas. Contagens

de 98 cromossomos ou próximas a 98 são comuns em displasias e carci­

nomas in situs oO que & confirmado pelas estimativas do conteúdo de

ONA em suas células (HUGNES & CSERMELY. 19646: RASK­MANSEN & FHILIF,
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7 À

1770205 PAULETIE­­VANKELLa 17780). Em um tercgo dos carcinomas invasores o

número modal & triplbobide o4 tetraplobide., mas as alterações são

tantas & à qualidade das metáfases tão pobre que mesmo o número

cromossomico nem sempre pode ser determinado (HEIM & NMITELMAN,

19875). SREEKANTAIAH et al. (1987) sugeriram que à ocorrência de

poliploidia em células provenientes de lesões malionas de cérvice

pode ser consequência de processos de condensação prematura dos

cromossomos (PCC) e endorreduplicaçgãos pois à análise realizada em

150 neoplasias cervicais revelou FCC em frequências mais altas nos

tumores que apresentavam hiperdiploidia,.

Os estudos realizados por ATKIN & BAKER (1982, 19904)

ATKIN et al. (199780) em 43 carcinomas do colo revelaram números

cromossómicos entre 44 e 199 além de várias anomalias estruturais.

Os rearrvanjos envolveram principalmente os cromossomos 4 ou 3. fa

475 4a 3. Pa 4 e 9 respectivamente pela ordem de Frequência.

Aberrações estruturais e numbricas dos cromossomos à e É foram

também observadas em lesões cervicais por EELLODO & REY (i988) e por

SREEEKANTAIAÁH et al. (Íi788).

O pequeno número de metáfases passíveis de análise parece

realmente ser característico das células de tumores de colo.

SREEKANTAIAH et al. (i988) estudaram 152 espécimens. em 47 dos quais
somente uma célula pôde ser analisadas em 3 deles apenas cariótipos

parciais foram obtidos e em ii. o único dado foi a contagem do

número cromossômicos dos 119 restantes. duas ou mais c&Elulas foram

estudadas. Deve ser citado que esse trabalho foi realizado em prepa»­

ragões diretas, aparentemente preferidas pelos autores que investi­

gam tais lesões. GATKIN & BAKER (1989), em nove carcinomas também

processados pelo método direto. obtiveram oeralmente menos de dez
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metáfases analisáveis. várias com apenas alguns cromossomos identi­

ficados. e relataram as dificuldades de analise.

Alétm das anomalias cromossômicas identificadas nas cklu­

las de tecidos alterados do colos jà foram observadas Frequências

aumentadas de quebras cromossômicas. de trocas entre cromatides­

irmas. de heteromorfismo de banda C do cromossomo 4 e de decrbscimo

da atividade de genes ribossómicos na linhagem constitucional de

mulheres portadoras de lesóes displásicas do colo que evoluiram para

neoplasia. Tais achados levaram à sugestão de que hã uma intima

relação entre o5 fenbóbótipos constitucionais e à evolução do câncer à

partir de condições preê­malignas. Se tais observações forem confir­

madas,., csossas alterações poderão representar um eficiente marcador

bionlbgico na definição de displasias do colo que apresentam risco

aumentado para progressão neoplásica (MURTY et al... 19685, 198868).

No presente trabalhos as culturas obtidas de 3 processos

inflamatórios crônicos de colo (caso 5924, 54P e 554) e um carcinoma

in situ (caso S41) resultaram em um número pequeno de metáfases e

cromossomos de qualidade não satisfatória após utilização de técnica

de bandamento GG. À maioria das células apresentou constituição

diplóôide e não foram observadas alterações numéricas ou estruturais

semelhantes àquelas descritas na literaturas com exceGão de duas

células poliplóides. uma delas com deficiência del(4)(9P8).

âAberrações estruturais envolvendo cromossomos do grupo E.

particularmente um pequeno isocromossomo. i(4p) ou it(5p). e células

poliploõóides foram descritas por ATKIN & EAKER (19982, 754) 2» por

ATKIN et al. (19989) em carcinomas de colo. O isocromossomo 1i(4p) ou

i(Sp) foi visto em 77% dos 43 tumores estudados. e geralmente esteve

presente em duplicata e nos casos com números cromossômicos maiores
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do que 44, Levando­se em conta o tamanho da amostra analisada por

esses autores. tal rearranjo provavelmente constitui uma das altera»

mais comuns em carcinoma cervical e. dado que foi observado

como à única aberração em vários tumores. é possível que sua forma­

GãoO represente um evento precoce na transformação maliona. Nesse

pontos. é interessante salientar que o presente trabalho detectou um

cromossomo 4 com deficiência de braGgo lonoo em uma célula de les&o

diagnosticada como processo inflamatório de um colo que já havia

apresentado cElulas prê­neopláâsicas anteriormente (caso 5492), Esse

achado pode não ser representativo do material in vivo. dado que não

foi clonal nas poucas c&Elulas obtidas. entretanto pode também indi­

car o início do processo de transformação neoplâsica. D acompanha»

mento clinico é citogen&tico do caso poderia esclarecer essa questão

mas. infelizmente. à paciente mudou­se para uma cidade muito distan­

te de São José do Rio Freto e não foi possível sua reavaliação,

IV.4. Tumores benignos e ealignos de tiróide

Os tumores de tirbide constituem uma importante causa de

morbidade na população geral. Ds benionos ou adenomas são classifi­

cados., de acordo com o apecto histológico que manifestam, em 3 tipos

principaisa o folicular. O papilar e o atípicos sendo os dois

primeiros as formas mais frequentes. Todos eles compreendem lesóes

encapsuladas derivadas do epitélio da tirbides histopatologicamente

semelhantes ou idênticas aos nódulos observados no úGltimo estágio do

bócio multinodular atóxico. O adenoma possui um pequeno potencial

canceroso &.» segundo alguns autoress o bócio apresenta a mesma

caracteristica (REGO. 19746: INGEBAR & WDEEER, i781: ROBBINS., 1977:
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VAN den EERG et al... 19790), Do ponto de vista clínicos os boôcios

multinodulares são importantes pelo fato de constituírem um diagnós­

tico diferencial das neoplasias pelo seu tamanhos localização e

função anormal C(ROEEINS,., 12975).

Virtualmente, todos 05 tumores malignos de tiróide são de

origem epitelial e. portantos carcinomas. Embora esses tumores pos

sam apresentar tipos diversos e variantes histológicas. à tendência

E agrupã­los segundo critérios que consideram ao mesmo tempo os

aspectos histológicos e o comportamento clínico. LUessa forma. eles

são classificados em papilar. foliculars medular e anaplásico ou

indiferenciados sendo que os primeiros são considerados de baixa

malignidade. o medular de malignidade média e o anaplâsico de eleva­

da malignidade (10OFES et al.ís 1987). O carcinoma medular pode,

algumas vezes. apresentar­se como manifestação de algumas síndromes

geneticamente condicionadas comos por exemplos o feocromocitoma

familial. À combinação deste último com o câncer de tireóide consti­

tui a chamada síndrome de Sipple ou neoplasia endócrina múltipla

(HEN)., também referida como MEN IIla e IIb ou MEN IT e MEN IIT para

designar a combinação de síndromes sem e com neuromata de mucosas

respectivamente (FISHER. íi7585),.

às análises citooenéticas de lesões de tirdide têm mos­

trado geralmente constituição diplóide nos adenomas (EARTNIZKE et

al... 1789: OLAH et al... 1990). Alguns estudos. entretanto. referem

diferentes aberrações cromossómicas estruturais ou numéricas

nesses tumores. tais como o rearranjo da banda 19982 e as trissomias

44 Da 7a Da 12 e 16 CEARTNIZKE et al... 17989: EDONGUESON et al... 198%?

VAN den BERG et al... 19790).

às análises fotométricas de DNA nas condigões tiroideanas
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benignas mostram que alguns adenomas e bbcios multinodulares possuem

picos compatíveis com constituição diplbide enquanto outros apresen»

tam contetidos anceuplbides. As (inicas modificações histolbgicas dos

tecidos analisados que poderiam explicar as medidas de ancoploidia

em lesões benignas parecem ser a atipia celular e as áreas de hiper>­

funGão (EENGTSSON et al... 1984: GREENERAUM et al.., í789: JOENSUU et

al... 1986: ERONNER et al... 19898: HOSTETTER et al... 1988).

Em relação aos tumores malignos, diferentes alterações

numbricas ou estruturais foram vistas. nenhuma delas recorrente

(WURSTER­HILL.s 1956: MARK et al... 1987: ANTONINI et al.., 198989:

EONDESON et al... 179879), com exceção dos rearranjos estruturais do

109821 em carcinomas papilares estudados por ANTONINI et al. (1989),

HERATH et al. (1789) e SOZZI et al. (19799) e da deficiência iiq em

três carcinomas papilares descritos por OLAóH et al. (1990),

COHN et al. (1984), EBEACKUÁHL et al. (19859), ARFS et al.

(1988). HOSTETTER et al. (1988) e SHRÓENER et al. (1988) verificaram

que à quantidade de DNA nuclear de tumores malignos está relacio­

nada com a sobrevida mEdia dos portadores. Os tumores cuplbides

parecem estar associados com uma sobrevivência relativamente maior

que aqueles aneuplbóides.

No presente trabalhos foram analisadas quatro lesões de

tirbide (casos 559, 291. 628 e 637). duas das quais apresentaram

células normais ou perdas cromossómicas casuais. outra exibiu uma

translocação t(5:6ó6) não clonal e poliploidias e a quarta mostrou

trissomia dos cromossomos 7, 109 e 17. Em consequência dessas últimas

terem sido observadas em dois ou mais frascos de cultivos as três

alterações foram consideradas representativas de três clones: aquele

com 4A7.4XX4FZ7. um outro com 43S.4XX.4+Z7.+17 2 um terceiro que deve ter
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originado da não disjunção do cromossomo 18 no segundo clone.

O cromossomo 7 é considerado um dos mais frequentemente

envolvidos em neoplasias (KITELHAN. 17859: TEYSSIER, 19879). Nesse

cromossomo jà foram mapeados o gene para o receptor do Fator de

crescimento epidérmico (EGFR) é o ONcCogIene met (SHIMIZU et

al... 1780,  MCKUSITCK. 17864:  SPURRK et al... 17804). ambos de grande

relevância no processo da carcinogêénese (KAHN & GRAF. 1988). O

RFCE é encontrado na superfície de células epiteliais e sua ligagão

com o fator de crescimento epidérmicos um pequeno polipeptídeo de 53

aminoácidos. estimula à proliferação celular (KAHN & GRAF. 1988).

O oncogene met está incluído na classe das proteinas quinases

também está relacionado com o fator de crescimento epidêérmico (DEAN

et al.. 19853).

Cópias extras do cromossomo 7 têm sido consistentemente

correlacionadas com os níveis elevados de RFCE em diferentes tumores

(KOPROWSKY et al... 19859:  EELL et al... 19856). E O proto­oncogene c>—

erb B; que codifica uma porção desse receptor e & também mapeado no

não mostra qualquer alteração estrutural nessas neoplasias. Em

virtude desses fatos, tem sido sugerido que à presença de cópias

do gene normal para o RFCE e não sua alteração estrutural

proliferação celular (NOWELL,. 1989; TEYSSIER. 1í998?).

No cromossomo 149 está localizado um oncogene desionado

TSTA: sequência transformante de tiróide 1º cuja atividade parece

estar relacionada com radiação acidental ou terapéutica (FUSCO et

al... 19871 SMITH et al... 19289). É interessante citar que esse gene

encontra­se na mesma região cromossómica que o locus da síndrome

hereditária MEM Ila e b que. como já foi citados manifesta carcinoma
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medular de tirbide e feocromocitoma (KAZAZIAN & JUNIEN, 1787: MATHEYW

et al... 1987: JACKSON et al... 19898). Existem evidências de que outro

gene relacionado com à funGão tiroideanas o do receptor 3 do hormó­

nio estimulante da tiróides também está localizado no cromossomo 19

(SMITH et al... 1989).

Em relação ao cromossomo 17, WMIYTÁGIMA et al. (19089)

descreveram dois proto­oncogenes homblogos ao c­erb À. mapeados

nesse cromossomos que codificam proteinas com diferentes proprieda»­

des de ligação ao hormônio TS.

As trissomias 7.4 109 eé& 17 presentes no bócio multinodular

estudado podem estar relacionadas com genes envolvidos na prolife­

ragão celular ou na funGão tiroideana. Entretanto, cópias extras dos

cromossomos 7 e 10 têm sido descritas também em células náão­neoplá­

sicas de rim (SZ(CS et al... 1999), cérebro (HEIM et al... 1999) e

músculo (VANNI & LICHERI., 1999), entre outras. Em vista disso. as

aberrações detectadas no presente trabalho podem refletir instabili­

dade genômica das células da lesão, mas não é possível descartar à

possibilidade de que elas sejam apenas uma característica dos fibro­

blastos normais do estroma C(EARUI et al... 1999),

Adenocarcinoma de estômago

Aproximadamente 95% dos tumores de estómago são adenocar>­

cinomas. e frequentemente estão localizados na região antral ou na

pequena curvatura do brgão. Existem pelo menos duas entidades clini­

copatológicas distintas com o nome de carcinoma gástrico. Uma delas

& otipo intestinals expansivo ou epidêmicos que apresenta alta

incidência em população de alto risco e é precedida por um londo
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processo prêscanceroso. À outras geralmente chamada difusa ou intfil­

trante, é relativamente mais frequente em populações de baixo risco

e não é precedida por estágios prêé­cancerosos C(MING., 414977: HOERTEL,.

1982). D câncer gástrico pode evoluir à partir de certas condições

clínicas como a gastrite crónica atróficas a úlcera péptica e ou­

tras. nas quais frequentemente são encontradas alterações da mucosa

gástrica consideradas prováveis precursoras de processos malignos,

Tais alterações compreendem à displasia e à metaplasia intestinal,

esta última caracterizada pela presengGa no estómago de células com

fenótipo intestinal (LOFES, 1987).

Existem poucos estudos citogendéticos em carcinoma de

estômago. DCHI et al. (1984) descreveram inúmeras alterações em

cinco tumores e. as mais frequentes foram a trissomia 18. à perda do

cromossomo Y eo envolvimento recorrente das bandas íipºl,

17pií3 em vrearranjos estruturais. FERTI­FPASSANTONOFOULOU

(1987) analisaram 5 carcinomas gástricos. 3 com nimeros cromossomi­

cos prôximos à 446 e 2 deles próximos à 697. As aberrações do cromos­

somo 2? foram as mais comuns. Números cromossômicos modais variando

de 44 à 682 foram observados por CAÁSTEODNO et al. (19989). em seis

adenocarcinomas gâstricosa. e os cromossomos 3, Z7.» 8 eiê foram os

mais frequentemente envolvidos em alterações numéricas e estrutu­

rais.

À correlação observada entre o padrão de distribuição do

DNA nuclear nas células malignas e o comportamento biológico do

tumor tem sido de arande valia no estabelecimento do prognóstico

dessa doença. Assim. à incidência de metâástases em nódulos linfbides

está significativamente aumentada em portadores de tumores aneuplbi­

des em relação aos de diplobides. e esse fato implica em uma sobrevi­+­
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da relativamente curta no subgrupo anceuplõbide de carcinomas

(KORENÁGA et al... 17881 SOWA et al... 179898: YONEMURA et al.. 1í783i

BAEA et al... 1989).

Recentemente. tem sido observada a expressão independente

de estrógeno do gene pS2 em cebElulas normais e neoplásicas do estô­

mago. Esse gene é transcricionalmente controlado por estrógeno em

carcinoma de mama hormónio­dependente e parece estar envolvido no

controle da proliferação celular. Existem evidências de que à trans­

Crigão aberrante do pS2 ocorre em alguns tumores gástricos

(CTHEISINGER et al... 1970).

No presente trabalhos a monossomia de um cromossomo É e à

poliploidia foram as únicas alterações observadas em apenas 2 cElu­

las de um adenocarcinoma da pequena curvatura do estômago.

IV.ó. Sarcoma sinovial

Os sarcomas são lesões relativamente raras orioinadas do

tecido mesenquimal e representam menos de 1% de todos os tumores

malignos. São mais Frequentemente encontrados em pacientes com menos

de E83 anos de idade e podem ser derivados dos tecidos muscular,

adiposos conjuntivos sinovial e de vasos sanguíneos. À maioria

deles manifesta­se desde o início como maligno. embora alguns possam

desenvolver à partir de um correspondente benigno: como os an>

giossarcomas que surgem de angiomas após terapia por radiação. Sua

classificação & feita de acordo com o tecido de origem como. por

exemplos os rabdomiossarcomas derivados de músculos estriados., os

condrossarcomas que se desenvolvem à partir de ossos e cartilagens &e

O sSarcoma sinovial que se origina do mesotélio sinovial. Este último

AV
AVAVAY

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



corresponde à cerca de 8% de todos os sarcomas. apresenta caracte­

riísticas histolósicas do tecido sinovial e é encontrado em regiões

em que esse tecido é predominantes como na bainha dos tendões e na

bursa (MORTON & EILEER. 19S2).

le modo gerala existem poucos dados na literatura sobre

estudos citogentticos em sarcoma sinovial. às investigações já rea­

lizadas relatam à translocação consistente t(X518) nesse tipo de

lesão CTURC­CAREL et al... 17987: NOGUEIRA et al... 19853: LIMON et al..

1990). Nos cinco tumores analisados por LIMON et al. (1999), além da

translocação citadas foi detectada hiperdiploidia em três casos &

hipodiploidia nos dois outros. EL­NAGGAR et al. (17940). por Sua vez.

demonstraram que 467% de 46 tumores apresentavam valores do contedido

de DNA compativeis com números cromossômicos diplbides e significar

tivamente correlacionados com à sobrevida maior que os aneuplbides.

No presente trabalhos celulas hipodiplbides com 31 à 45
.

cromossomos foram observadas em um esptcimem estudado. fm virtude da

mã qualidade das preparações. não foi possivel caracterizar as aber>­

rações numbricas ou as possíveis aberrações estruturais. De qualquer

modos. à hipodiploidia pode ser significativa dado que já foi relata­

da por outros autores em sarcoma sinovial. Alékm dissos pode estar

relacionada com o elevado grau de progressão da lesão analisada. uma

vez que em alguns tumores sólidos. como por exemplo carcinomas de

ovário e mamas a hipodiploidia tem sido observada em estágios mais

avançados da doença e associada com a perda de o9enes supressores

recessivos (NIELSEN et al... 1999), À análise de outros tumores

sinoviais poderá esclarecer se tal alteração realmente ocorre nesse

grupo de lesóes,.
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IV.7. Carcinoma adenocistico de glândula salivar

As glândulas salivares constituem a estrutura glandular

com maior número de neoplasias sendo a parótidas, à submandibular e a

sublinaual as mais frequentemente acometidas. As lesões benionas

mais comuns são o adenoma pleombrfico e o cistadenoma papilar linto­

matoso ou tumor de Warthina enquanto que as malignas são o carcinoma

mucospidermeíide. o adenoma pleomórfico malignos o carcinoma adeno­

cistico ou cilindromas e o adenocarcinoma de celulas acinosas

(ROBEBINS, 19755 SHEGD, 1989).

O adenoma pleomórfico fois durante muito tempos conkecido

como tumor misto de origem salivar em consequência do fato de apre­

sentar uma grande variedade de componentes histoloógicos. Atualmentes

a denominação mais utilizada & à de adenoma pleombrfico., pois sua

histogênese sugere que seja derivado de celulas epiteliais e mioepi­

teliais dos ductos glandulares: pode apresentar um comportamento

benigno ou maligno e geralmente afeta a glândula parótida (RDEEINS,

1775: SHEDO, 17892).

O cistadenoma papilar linfomatoso ou tumor de Warthin

constitui uma neoplasia benigna relativamente rara que ocorre quase

sempre na região inferior da parótida sobre o ângulo da mandíbula. À

histosênese desse tumor ainda não é bem conhecida mas supõe­se que

ele derive da proliferagão de restos de glândulas salivares retidos

entre os nódulos linfáticos adjacentes durante o desenvolvimento, ou

situados dentro das próprias parótidas (ROBEINS., 1975; SHE0N, 1982).

Em relagão aos tumores malignos. os mucoepidermóides são

aqueles que se originam das células mucosas e basais dos ductos
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salivares e constituem cerca de 19 à 15% de todas as necplasias

salivares. OD carcinoma adenociíistico corresponde a uma forma maliona

do tumor misto de alândula salivar, é invasivo e costuma enviar

metástases para gángolios linfáticos regionais ou para vísceras dis­

tantes. DO adenocarcinoma de células acinares. por sua vez. provém de

células de reserva dos ductos glandulares intercalares que se dife­

renciam em células acinares. e em geral afeta à parótida CROBRINS,.

197537 SHEDO, 19892).

Com excegão do adenoma pleomórficos todos os demais neo­

plasmas salivares são raros ou comparativamente raros. Apesar disso.

esses tumores têm recebido atenção especial por várias razões.

dentre as quais podem ser citadas! & multiplicidade de tipos histo­

patolbógicos., as controvtErsias em relação à histogênese de alguns

tumores. os problemas envolvidos na classificação histopatolbgica e

a ocorrência de vários tipos com comportamento biológico não previ­

síivel (SANDRKOS et al... 1992),

O adenoma pleomórfico benigno é um dos tumores sólidos

humanos melhor caracterizado citoseneticamente,s, com mais de 28éo

casos já descritos na literatura. As alterações cariotipicas consti­

tueéma em geral. rearranjos envolvendo preferencialmente regiões dos

cromossomos 3. 8 eíso., Nas lesóes malignas. o número de analises &

bastante limitados principalmente em conscaquência da raridade de

ocorrência desses tumores. Nos Gltimos dez anos. foram cariotipadas

apenas 33 dess: des. 1 OS rearranjos mais frequentemente detec­

tados em s os subtipos histológicos., foram as deficiências ou

raramente as translocagões: envolvendo o braGo longo do cromossomo

é. Outras alterações menos comuns foram à perda do Y e à trissomia 8

(STENHAN et al.. ifoóéa,.,  SÁNCIROS et al... 1990), Esses ackados são
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consistentes com a idéia de que à progressão cromossômica em dife­

rentes subtipos de tumores de glândula salivar segue níveis simila­

res. muito embora algumas aberrações tenham sido mais observadas em

certos tumores comos por exemplos à deficiência 69 em cerca de SQ0%

dos carcinomas adenocisticos e. à perda do Y em aproximadamente

metade dos tumores de células acinosas C(SANDROS et al... 19920),

No presente trabalhos um carcinoma adenociíistico de 418n­

dula salivar foi citogeneticamente analisado (caso 4644) e mostrou

células com cariótipo normal. células com perdas cromossómicas ca­

suais ou poliploidia es um clone portador de uma deficiência do

braço curto do cromossomo 189 e monossomia 208. Apesar das anomalias

cromossômicas detectadas nesse caso não se enquadrarem no padrí£o

cariotípico observado em lesões de glândula salivars elas são fre­

quentes em outros tipos de neoplasias humanas. For exemplos a defi­

ciência 410p­ jà foi descrita em linfomas e leucemias não linfociti­

cas agudas C(MITELHMAN, 1Í985).

A monossomia total ou parcial do cromossomo 282 tem sido

descrita em diferentes tumores neurogênicos. como o meningioma e o

neurinoma. e algumas vezes & tambE&m observada na linhagem constitu­

cional dos portadores C(WESTEHAL et al... íi7989: CASALONE et al... 1798:

COUTURIER et al.., 1999D). À explicação molecular para essa associa»

ão é ainda desconhecidas mas existem indicações de que anti­onco­

Jenes presentes nesse cromossomo estejam envolvidos no processo de

iniciação neopláâsica. Recentemente. essa hipbtese vem sendo testada

através da an&lise da perda de heterozigosidade em DONAS constitucio­

nais e tumorais de meningiomas e neurinomas com monossomia 2º

(COUTURIER et al... 1i970bh: DEPREZ et al... 1770), Desse modo, E possi­
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vel que o tumor analisado pelo presente trabalho também tenha evo­

luído à partir da perda de genes relevantes das regióbes cromossómi­

cas do 129p e do 288.

interessante salientar due à alteragão cariotípica

no tumor de glândula salivar estudado nunca foi descrita em

tumores desse tipos sejam eles benignos ou malignos. É possível,

portanto. que tais alterações definam um novo subgrupo entre às

lesões de glândula salivar ou ques na verdade, à condição analisada

pPpertengGa à uma entidade diversa. A favor desta idéia está o fato de

que o tumor apresentado pelo paciente foi diagnosticado no primeiro

exame histopatológico como ameloblastomas uma neoplasia de lâmina

dental considerada ser decorrente possivelmente de trauma e inflama­

Gãos, fato este também referido na anamnese colhida. O ameloblastoma

e 05 tumores maliosnos de glândula salivar são entidades histopatoló­

gicas muito semelhantes mas com prognóstico e tratamento diferentes.

No primeiro caso, a lesão é radiorresistente com tratamento cirúrgi­

co de resultado favorável quando à excisão é completa. No segundo

casos o tratamento também é cirúrgico seguido geralmente de radiote­

rapia, e a sobrevida é de pelo menos cinco anos (ERDOKE & FISCHHAN,.

iTFOR).

O único estudo citogenêético em ameloblastoma detectado na

bibliografia consultada foi o de STENHMAN et al. (198ób). que relata

à monossomia 22 em três células de um entre três ameloblastomas

analisados. Desse modos. as informações citogentticas e os dados

clinicos e histolbógicos sugerem que o caso 644 não se trata de um

tumor de glândula salivar e sim de um ameloblastoma. e refoream à

importância de análises desse tipo com finalidades de diagnbstico

prognóstico de tumores sblidos.
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V. RESUHKO

Huitas neoplasias humanas apresentam uma alteração cro­

mossôómica consistente. que tem sido usada na definição e no diagnbs­

tico dessas doenças assim como no estabelecimento de subgrupos com

aplicação no prognóstico e na sobrevivência dos pacientes. Entretan­

tos à maioria dos estudos citogenéticos já publicados em câncer

deriva de neoplasias hematológicas. Isso ocorre principalmente em

consequência das dificuldades metodolósicas no cultivo de células

provenientes de tumores sólidos. Apesar disso. o estudo deste último

arupo de doenças representa uma área bastante promissora dentro da

citogenética considerando­se que os resultados já obtidos têm sido

cada vez mais utilizados como valioso recurso clinico no diagnósti>­

co. prognodstico e monitorização destas doenças.

D presente trabalho investigou as condições favorâveis

para o cultivo de celulas tumorais e à ocorrência de aberrações

cromossômicas clonais ou não clonais em lesóes benignas e malignas.

3 ensaios sobre condições de cultura realizados em três

tumores benignos e seis malignos concluiram que o meio HAM [1

suplementado com 29 % de soros. L­olutamina e insulinas e utilizado

em frascos UIescarplast. constitui uma forma adequada para o cultivo

in vitro de determinadas células tumorais em condições específicas.

Além desses fatores. à adigão de estrógeno e uma densidade celular

ds
4 :inicial de QC.oexiíio células/ml também acarretam uma melhora no

crescimento celular em certos casos.

Os estudos citogenéticos foram realizados em culturas de

curta duragão de sete lesões benignas e quatro malionas. anteriores

a tratamentos radio e quimioterápicos. às benignas compreenderam
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três cervicites crônicas de colo uterino e quatro bôócios multinodu­

lares de tirbides e às malignas compreenderam um sarcoma csinovial.

um carcinoma in situ de colo de úteros um adenocarcinoma de estómago

e um carcinoma adenocístico de oalândula salivar.

luas lesões inflamatórias de colo de útero mostraram

cariótipos normais nas poucas células analisadas. e dois carcinomas

e três bócios multinodulares mostraram aberragões não clonais,. prin­

cipalmente numéricas.. Uma célula poliplóide com delí4)(4988) foi

vista em uma outra cervicite. Esta anomalia foi considerada relevan­

te tendo­se em conta que estudos anteriores indicaram o it4áp) ou o

ií(5Sp) como uma das aberragões mais comuns em carcinoma de colo de

ttero.

À análise citogenética de um sarcoma sinovial revelou

números cromossôómicos inferiores a 44. Esse achado pode estar corre­

lacionado com estágios avançados da doenga como tem sido visto em

tumores de ovário e mama.

Três clones foram detectados em um bócio multinodular de

tirdide. AZQXXa+7, ABAXXAH7Z,+17 e APLQXXMAFZA+IOATI7Z, Às trissomias 7,

10 e íií7 são achados comuns em neoplasias hematológicas e em tumores

sólidos e podem estar relacionadas com genes mapeados nesses cromos>­

somos. envolvidos na proliferação celular ou na função tiroideana.

Entretantos às trissomias 7 e 19 têm sido detectadas em células

normais de pacientes com câncers de modo que tais achados podem

representar uma instabilidade agaenómica do parênquima tumoral ou

serem apenas uma característica dos fibroblastos normais do estroma.

Finalmente, um clone anormal foi encontrado em um carci­

noma adenociíistico de glândula salivar com cariótipo ADAXV+

PoRdell(ioI(pia)., As deficiências do 16p são encontradas em muitas
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leucemias e linfomas e à monossomia 22 & frequentemente presente em

pacientes com tumores neurogênicos. mas tais alterações nunca foram

descritas em tumores de 391ândula salivar. Os dados clinicos e histo­

lógicos. além das informações citogentticas obtidas na literatura

sobre tumores odontogeênicos., sugerem que o presente caso seja um

ameloblastoma e não um carcinoma adenocístico. Tais resultados re­

foram à importáncia de análises desse tipo com finalidades de

diaonóstico e prognóstico de tumores sólidos.
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VI. SUHHARY

Much has been published on the chromosomal changes din

human malignancies and on the use of such data in the definition and

diagnosis of these diseases and establishment of subsets within

apparentiy existing entities and their application in the prognosis

and survival o0f patients. However. most of that information has been

obtained from leukemias and lymphomas. The reasons for the paucity

of published reports on solid tumor karuology reside in the usually

low proliferative Ffraction oF solid tumors and the inability to

procure chromosomes morphologicaliy suited for chromosome­bandina

analysis. A11 these difficulties notwithstanding.a a growing number

Of consistent cutooenetic abnormalities in both malionant and benion

solid tumors are now being revealed.

The present study investigated factors influencino im

vitro cell proliferation and clonal and noncional chromosome

abnormalities in short­term 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 growth of

specific cells were the plating of 2.08 x i0ot cells/ml on

Descarplast or Leioahton flasks with Ham F­1d medium supplemented

with 29% fetal caltf seruma glutamines. insulin and estrosen.

The cytogenetic studies were performed on seven benign

and four malignant tumors. They were three inflammatory lesions and

One carcinoma in situ of uterine cervixmx. one stomach adenocarcinomas,

four multinodular goiters of thyroida one syunovial sarcoma and one
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cystic carcinoma of salivary galand.

Tuo inflammatory lesions of uterine cervix showed normal

kKaryotypes in à very few cells. and two carcinomas and three goiters

showed nonclonal aberrations,. mostly numerical deviations. im

particular, chromosome losses. Eesides normal and hypodiploid

metaphases. one variant cell with an abonormal constitution.

FPECAKXKXKXKadel(4) (4PP)., was seen in one inflammatory lesion of uterine

cervix. The abnormality was relevant with regard to observations in

earlier studies which indicated i(4p) or i(Sp) as one of the most

common aberrations in carcinomas of uterine cervix.

Cotogenetic analysis of one synovial sarcoma revealed

chromosome numbers less than 46. This finding may be correlated to

increasing stage of the disease as seen in ovarian and breast

tumors.

Three clones were detected ih a multinodular soiters,

ATFaANAKAFZA ABAXKaAFZAHÍZ and APQAXKAÂAFZaA+ÍOA+IÍIZ, Trisomies 7. 10 and 17

are common findings in hematologic malianancies and in solid tumors

and different genes located on those chromosomes are related to cell

proliferation or thuroid function. Howevers trisomies 7 and 10 have

been reported in short­term cultures of nonneoplastic cells from

patients with cancer and so those findings may represent genomic

instability in the tumor parenchyma but they also may characterize

stromal fibroblasts.

Finally. one abnormal clone was found in one adenoid

cystic carcinoma of salivary gland with karyotype ATAXY a"

cosdel(109) (pid). Deletion of j1ôp are found in a wide variety oT

leukemias and lymphomas and monosomy 282 is often present in patients

with neurogenic tumors. Howevers both of them were never seen in
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tumors of salivary

OF previous cutogenctic

represent an ameloblastoma

results emphasize

gland. Clinical and histological details and data

studies suggest that the present case may

and not à tumor of salivary ogaland. The

that cutogenetic analysis may provide valuable

diagnosis and àaleo prognostic information of benefit to patient

management.

6 7
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VIII. APENDICE

VIIL.1í. Heios de Cultura e Soluções

a. Meios de cultura completos

Os meios de cultura utilizados foram de diferentes tipos

e procedências e suplementados da seguinte maneira:

­190 ml de meio Ham F­19 (CULTILAER), KRFHIÍSAO (CULTILAR),.

Dulbecco MEM (COTITFCD) ou. Eagle C(CULTILAS) com penicili­

na/estreptomicina em concentrações finais de 125 U/ml:

25 ug/ml.

Pô. 16 ou O ml de soro fetal bovino C(CCULTILAR).

“í ml de glutamina em solução de 200 ml.

­“O.1i ml de solução de insulina.

Sua estocagem foi feita a 5º C por um período de até

b. Solução de Hanks

à solução de Hanks recebeu diferentes antibióticos depen­

dendo de sua finalidade. se para transporte da amostra. do hospital

ao laboratórios ou se para lavagem do tecido. Como pode ser observa"

do na descrigão abaixos a anfotericina foi utilizada apenas na

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

tipos foram estocados a 5º C por pertfodos de até é meses.

bi. Para transporte

­190 ml de solução de Hanks sem Ca e Mo CCULTILAR).
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“2 ml de solução de penicilina/estreptomiícina. concen­

tração final de 250 U/mil:iêSôug/ml.

“O.2 ml de gentamicinas concentração final de 0,904 ma/ml.

b.ê. Fara lavagem do tecido

­100 ml de solueão de Hanks sem Ca e Mo CCULTILAER),.

­2 ml de solução de penicilina/estreptomicinas concen­

tragão final de 259 U/m1l:250 ua/ml.

"OL mi do gcentamicinas. concentração final de 9:94 ma/ml.

SO ul de anfotericina. concentração final de 2.5 vl/ml.

Cc. Solução de colagenase — (GIBCO­tipo II) (29.008 U/ml).

À solução de colagenase foi obtida dissolvendo­see (esta

substáncia em meio de cultura incompletos ou sejas, sem soro e demais

suplementoss numa concentração de 2.900 U/ml. Após seu preparos à

solução foi mantida em banho­maria a 37º C por 2 horas e. em segui­

das a 4º CDC por 12 à 14 horas. À solução foi ent£&o esterilizada por

filtração e guardada em aliquotas de 2.5 ml à ­289º C por dois à trê:

MESES.

d. Solucão hipotónica

à solução hipotónica compreendeu uma solução aquosa

citrato de sódio 9:8%X, estocada em temperatura ambiente ou à 5º

por dois a três meses.
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e. Solução de colcemide (SIGMA) (8 ug/ml)

“ic0 ua de colcemide em 19 ml de solução de Hanks (so

lução mãe 16 ug/ml estocada à ­89º CC apôs filtração).

2 ml da solução mãe de colcemide em 10 ml de solução

de Hanks (solução de uso 2 ug/mMl estocada à 5º CO).

Ff. Solução de Le­g9lutamina (209 mh)

­P.902 o L­olutamina,.

“100 ml de solução de Hanks sem Ca e Mg.

Após à esterilização por filtragem foi estocada

alfquotas de 14 ml a «2/2 EC,

Solução de insulina (EIDERÁS U­40)

À solução comercial possui concentração de 498 U/ml e está

pronta para uso, Foi estocada em alíquotas de 4 ml à 5º C.

Solução de penicilina/estreptomicina (10.509 U/ml:zÍíne.ceo

ug/ml)

­O,5 ml de solução­mãe de penicilina com concentração

1.000.000 U/mls preparada a partir da solução comercial

diluída em água desionizada estéril.

­í ml de solução­mãe de estreptomicina com concentração

509.000 uga/mMls preparada à partir da solução comercial

diluída em água desionizada estéril.

NBS ml de solução de Hanks.

e. e. OoAs soluções mãe e de uso foram estocadas a Pô
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Solução de gentamicina (SCHERING) (8 U/ml)

À solução comercial possui concentração de 22 U/ml e

mo rsLapronta para uso. Foi estocada à O

Solução de anfotericina C(SQOUITER) (SS mo/ml)

­5Se mo de anfotericina.

io ml de àgua desionizada estéril,

sn.o2 deSua estocagem foi feita à

1. Fixador

­3 partes de metanol.

—­i parte de ácido ac&tico.

O fixador foi feito minutos antes de seu uso.

m. Solução de metotrexato C(LEDERLE) (1975M)

­O.759A4 ma de metotrexato em 23 ml de solução de Hanks sem

Ca =» M37 (solução mãe 1a tm estocada em aliquotas de í ml
a —“POº Co apbs filtragem).

­“ií ml da solução mãe em 9 ml de solução de Hanks sem Ca e

Ha (solução de uso 19"MN estocada em alíquotas de 9.5 ml
a ­e Ed.

n. Solução de timidina C(SIGHMA) (1408 1)

­]o mo de timidina.
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oO ml de solução de Hanks sem Ca e Mg ou água desioniza+­

da.

Sua estocagem após filtragão foi feita em alíquotas de

O.5 ml à PS CC.

o. Solugão de succinato sódico de hidrocortisona (SOLU­

CORTEF,., UP JOHN) (1978 KH)

168 mg do sal de hidrocortisona em 2682 ml) de aqua desio­

nizada estbril (solução mãe 1073 M estocada à ­8&º C no

escuro apbs filtração).

­—“o ul da solução mãe em 59 ml de meio completo (solugão

de uso 180% MM ou 0.5 uo/ml estocada à ­2P29º C no escuro).

Pp. Solução de estrogênios conjugados (Fremarin., AYERST) (1

ug/m1i)

­PO mg de estrogênios conjugados em 49 ml de meio incom­

pleto (solução mãe 506 ug/ml estocada a ­2&S&8 C no escuro

após esterilização por filtração).
­106 ul da solugão mãe em 56 ml de meio completo (solução

de uso 1 ua/ml estocada a ­20º C no escuro).

q. Corante azul de tripano a 0,4%

­ 460 mo de azul de tripano.

— 1009 ml de solução salina.

PrPo aoOà solução E estocada à 5 CC.
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