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IT. INTRODUÇÃO

I.t. As Neoplasias e Dutras Lesões Osseas

Os tumores ósseos primários são raross com exceção das

neoplasias de origem medular como os mielomas e leucemias. Sua

manifestação ocorre em extensa variação etàária;s segundo Cotran et

al. (1991); mas com destaque para faixas etárias jovens. Murray et

al. (1982) referem que os tumores ósseos constituem 5% de todos os

tumores malignos na faixa etária abaixo dos quinze anos e cerca de

8X na faixa entre os quinze e dezenove anos de idade.

As neoplasias ôsseas podem ser subdivididas, de acordo

eom vários enfoques. Considerando o tecido de origeme seu comporta­
mento biológicos Cotran et al. (1991) propuseram classificá­las em
três grupos! os tumores condromatosos, que são formadores de carti­

lagems Os osteoblásticoss que produzem matriz óssea e os de origem

desconhecida. Um resumo dessa classificação segundo àa origem e

caracteristica benigna ou ii dos tumores é apresentada na
Tabela 1. CO rrvo pu neu OU. uu ney,” dipo cescleddon, coxa SE Areas o. “onvopato­
a. Neoplasmas Condromatosos ; oq CAY (hintotó co )

+20 do cd, AÇO, como PD vd do otOs tumores condromatosos representam aproximadamente 50% Ne,
dos tumores ósseos mesenquimais;,s que incluem os com origem Óssea,musculars tendinosas cartilaginosas adiposas vascular, linfática o

“fibrosa. Nesses tumores são comuns discrepâncias entre os achados
histolôgicos e o comportamento biológicos sendo que tais fatores

variam em dependência da idade do paciente, dos sintomas clínicos e

do sitio anatômico da lesão (Schajowicaz & McGuires 19869; Mandahkhl et

al., 1990).

As lesões ósseas benignas mais comuns são os osteocondro­

mass também denominados exostoses osteocartilaginosas solitárias ou
múltiplas. Em gerals esses tumores são assintomáticos;s mas podem

produzir deformidades ósseas externas oOUus mais raramente, comprimir

vasos sanguíneos ou nervos (Murray et al., 1982; Cotran et àal.,;

1991). Esses tumores só acometem ossos que se originam à partir de

cartilagems mais frequentemente os ossos longos tubulares (Junqueira

& Carneiros 1985) e raramente ocorrem nos ossos pêlvicoss, escapula­

res e nas costelas. Por razões ainda não determinadas, afetam três

RA

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



Tabela 1. Ciassificação dos tumores ósseos; segundo origem e características

benigna ou maligna (modificada de Cotran et al., 1991).

Condromatoso Osteocondroma Condrossarcoma

Encondroma

Condroblastoma

Fibroma condromixóide

Osteoblâstico Osteoma Osteossarcoma

Osteoma osteóide

Osteoblastoma

Desconhecido De células gigantes Sarcoma de cêlulas gigantes

Sarcoma de Ewing
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vezes mais os homens do que as mulheres (Cotran et al., 1991).

Alguns osteocondromas permanecem benignos apesar de pode­

rem ser destrutivos no local em que se alojam. Contudos resultados

histopatolôsicos duvidosos em relação ao caráter benigno ou maligno
do tumor também são frequentes (Mandahl et al., 1990), e muitosx
casos progridem à malignidade. Na maioria das vezess originam os
condrossarcomas (Garrison et al., 1982; Matsuno et al., 1988); e

mais raramente podem dar origem à outros tipos histolôógicos de

tumoress como o osteossarcoma (Malawer et al.,., 1985; Matsuno et al.,

1988) ou o fibrossarcoma (Anderson et al., 1969).

Os osteocondromas podem ser solitários ou múltiplos,

esses últimos com padrão de herança autossômico dominante. As formas
múltiplas hereditárias de osteocondromas,s conforme referido por

Tieppo et al. (1992); apresentam maior risco de malignização (de 20%

a 50%) do que as formas solitárias esporádicas (de 1% a 4%).

Um outro tipo de tumor condromatoso benigno é o encondro­

mas constituido por cartilagem hialina maduras que se desenvolve na

cavidade medular do osso. Ele representa 10% de todos os tumores

ôsseos benignos e ocorre em qualquer idade e em ambos os sexos

(Bridge et al... 1992b). Em gerals o encondroma surge na segunda

infâncias como um distúrbio não hereditário conhecido por encondro­
matose ou doença de Ollier, ou como parte de um conjunto de lesões
hereditárias aque fazem Parte do quadro da síndrome de Maffucci

(Cotran et al... 1991).

A evolução de encondromas esporádicos para tumores malig­
nos; geralmente condrossarcomas, é rara (Unni & Dahlin,s 1979; Bridge

et al.;. 1992b), enquanto que nas formas hereditárias a frequência de

transformação maligna é de aproximadamente 30% a 50%. A maioria das

lesões esporádicas surge nos pequenos ossos das mãos es com menor

frequência nos ossos dos pês. Muitas dessas lesões são assintomáti­

cas; entretanto algumas podem causar dors comumente atribuída a uma

fratura óssea (Cotran et al., 1991).

Outro tipo de tumor benigno condromatoso é o con­

droblastoma que surge numa faixa etária entre dez e vinte anos;s com

incidência duas vezes maior nas mulheres do que nos homens. Na

grande maioria dos casos, as lesões aparecem dentro da região epifi­

sàária dos ossos longos tubulares próximas ao joelho; porém podem

localizar­se ainda nos ossos da pelves do crânios das costelas, das
x
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vêrtebras e nos ossos pequenos dos pês. Algumas vezes; essas lesões

produzem uma massa Óssea extra assintomática e altamente destrutiva,

que pode ser interpretada erroneamente como uma neoplasia maligna

(Cotran et al... 1991). Os condroblastomas podem malignizar Para
condrossarcoma altamente maligno (Sirsat & Doctor, 1970). Metàâstases

derivadas de condroblastomas foram documentadas no figados dia­

fragma e tecidos subcutâneos por Kahn et al. (1969) assim como nos

Pulmõess por Kahn et al. (1969) e Cotran et al. (1991).

Os fibromas condromixóides também são tumores benignos do

tipo condromatoso. São raros e apresentam em sua constituição tecido

condróides fibroso e mixóides em proporções variáveiss podendo até

ser confundidos com sarcomas. Em geral, ocorrem na metáfise infe­

rior do fêmur e na metáfise superior da tíbia e; menos comumente, na

metàáfise superior do fêmur. Surgem por volta da segunda e terceira

dêcadas de vidas podendo contudo aparecer mais tarde. A incidência

dos fibromas é predominante nos homens. As lesões menores são quase

sempre assintomáticas,s porém as grandes são sintomáticass  apresen­

tando dor. Tais tumores raramente sofrem transformação malignas sen­

do facilmente tratados por remoção cirúrgica (Cotran et al., 1991).

Os condrossarcomas são os tumores malignos condromatosos

mais comuns, que em frequência apenas perdem para os osteossarcomass

que são duas vezes mais comuns. Apresentam evolução lenta e metasti­

zam tardiamentes o que lhes confere um bom prosnôstico (Cotran et

al.; 1991; Hirabayashi et al., 1992).

De acordo com Malawer et al. (1985), hà inúmeras varian­

tes de condrossarcomas, tais como o condrossarcoma de cêlula clara,

o condrossarcoma mesenquimal e o condrossarcoma desdiferenciado,
todos raros e altamente malignos. Cerca de 75% dos condrossarcomas

são primários e o restante é constituido por tumores secundários que

evoluíram de tumores cartilaginosos benignos pré­existentess como da

encondromatose múltiplas das exostoses solitárias ou múltiplas e,

mais raramentes dos condroblastomas. Os condrossarcomas primários

surgem principalmente a partir da meia idades com incidência Pouco

maior nos homens. Geralmente manifestam­se nos ossos das costelas,

cinturas escapular e pêlvica e próximos ao joelhos sendo a grande

maioria das lesões assintomáticas mas altamente maligna (Cotran et

al.; 1991).

AA
AVAVAY

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



b. Tumores Osteoblásticos

Os tumores ósseos osteoblásticos agrupam lesões caracte­

rizadas pela síntese de matriz ôssea. Entre os benignos, destacam­se

os osteomas;s que são tumores sêsseis constituídos por ossos densa­

mente escleróticos. Surgem em todas as idades e são pouco mais

frequentes nos homens do que nas mulheres. A grande maioria locali­

za­se nos ossos do crânio e da face es Por não terem significado

clinicosy não necessitam de remoção cirúrgicas a não ser quando

comprimem o cérebro ou provocam problemas estéticos. Segundo Cotran

et al. (1991), essas lesões não sofrem transformação maligna.

Outro tipo de tumor osteobláâástico sem qualquer potencial

maligno é Oo osteoma osteôdide, constituido por tecidos ósseos do tipo

imaturo e osteóide altamente vascularizados. Esses tumores são his­

tologicamente indistinguíveis dos osteoblastomas, representantes de
outro tipo de tumor osteoblástico benignos que contudo são menos

vascularizados e se caracterizam pela formação de tecido ósseo e

osteóide e por seu potencial maligno. Por issos Schajowicz & McGuire

(19B9) consideraram as origens dos osteomas osteóides e dos osteo­

blastomas como processos intimamente relacionados. Os osteoblastomas

são assintomáticos e localizam­se frequentemente nas vértebras e nos

ossos longos. Apesar de serem benignoss cerca de 10% apresentam

recidivas após remoção e alguns transformam­se em osteossarcoma. Em

90% dos casos; os osteomas osteóides surgem entre cinco e vinte e

cinco anos e são duas vezes mais frequentes nos homens do que nas

mulheres (Murray et al., 1982; Cotran et al., 1991).

Com relação aos tumores osteoblâsticos malignoss Oo repre­
sentante mais significativo é o osteossarcomas um tumor de cêlulas

mesenquimais caracterizado pela formação direta de tecido osteóide

ou ôósseo pelas cêlulas tumorais, que constituem 40% dos casos de

neoplasmas ósseos malignos. Esses tumores podem ser primários Ou

secundários. Os primários surgem repentinamente, geralmenteem jo­
vens com menos de vinte anos;s afetando mais frequentemente os ossos

longos das pernas e menos comumente os ossos longos dos braços,
antes do fechamento das epifises, tendo frequência maior nos homens
do que nas mulheres (1;5%81;0). Raramente alcansam o esqueleto axial,

podendo ainda metastizar para os pulmões e outros ossos (Rosen et
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al., 1990; Cotran et al., 19913; Parkin et al.., 1993). Por outro

lados Os tumores secundários surgem a partir de uma patologia

ôÔssea pré­existente ou uma exposição prêvia a alguma substância

potencialmente carcinogênica. São mais frequentes em indivíduos com

idade avançada, sendo responsáveis por cerca de 6% a 10% de todos os

casos (Cotran et al., 1991).

A incidência populacional mais elevada de osteossarcoma

na faixa etària abaixo de vinte anos;s segundo Parkin et al. (1993),

ê encontrada no Brasil, em São Paulo; com 3;9 afetados por milhão.

Segue­se aàa região de Turin na Itália com 3;8; os negros americanos

com 3;7 e a Finlândia com 3;2 afetados por milhão de habitantes. As

menores taxas são observadas no Japãos com 1,8 indivíduos afetados

por milhão de habitantes, em Bombay na Índia com 156; e na Hungria e

em Cuba com 1,559.

De acordo com Schajowicz & McGuire (19689), existem vari­

antes histológicas de osteossarcomas,s tais como os osteossarcomas

medulares e os perifêricos. Dentro da categoria medular há os

osteossarcomas convencionais; telangiectásicos; os bem diferenciados

e os mesenquimais; enquanto que os periféricos consistem de subtipos

como Oo parosteal,;s periosteal e convencional. Às variantes medulares

são extremamente malionass enquanto as variantes perifêricas apre­

sentam variabilidade de prognóstico e tratamento. Os osteossarcomas

medulares convencionais podems aindas enquadrar­se dentro das cate­

gorias osteoblásticas condromatosa e fibroblástica e apresentam

maior importância quanto ao prognóstico e tratamento. As exceções

referem­se aos osteossarcomas telangiectàâsicoss os bem diferenciados

e os mesenquimais;s os quais são raros e apresentam dificuldades de

diagnóstico.

Cc. Tumores de Origem Desconhecida

Esse grupo compreende os tumores de células gigantes e os

sarcomas de Ewing. Os primeiros caracterizam­se por uma grande

profusão de células gigantes multinucleadas espalhadas por todo o

estroma de células mononucleadas. São os tumores ósseos benignos

mais frequentes após os osteocondromas, em geral manifestam­se entre

os vinte e quarenta anos e são mais comuns no sexo feminino. Na

maloria das vezes surgem dentro das epifises, podendo penetrar nas
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metàáfises. Cerca de 50% dessas lesões ocorrem próximas ao joelho,

mais especificamente no fêmur distal e na tíbia proximals Ou na

fibula proximal. Tais lesões provocam dores e hipersensibilidade,

entretanto em alguns casos são assintomáticas. Cerca de 80% dos

casos ocorrem em ossos longos e 75% se desenvolvem próximos à arti­

culação do joelho. A grande maioria dos casos éê benigna e pode ser

ressecada cirurgicamente. Podem ocorrer recidivas benignas e ocasio­

nalmente metàstases nos pulmões (Hall et al.; 1976); sendo que cerca

de 10% das recidivas progridem a sarcomas de cêlulas gigantes

(Cotran et al., 1991).

Os sarcomas de Ewing constituem cerca de 12% dos casos

de neoplasmas ósseos malignos e suas maiores incidências são encon­

tradas na Austrália e no Brasil (São Paulo)s com 257 e 2;5 afetados

por 1 milhão de habitantes, respectivamente (Parkin et al., 1993).

O sarcoma de Ewing é formado por pequenas cêlulas arre­

dondadas, sem características especificas. É relativamente comum na

segunda dêcada de vida, porêm raro antes e após esse periodo. Afeta

duas vezes mais homens do que mulheres e ê extremamente raro na

População negra (Rosen et al.,., 1990; Cotran et al., 1991).

O sarcoma de Ewing localiza­se com maior frequência nos

ossos tubulares longos e na pelve;s mas pode ocorrer em qualquer osso

do corpo. Em gerals manifesta­se por doress tumefaçãos hipersensibi­

lidade da região afetada e dilatação de veias. No início da evolu­

gçãos O sarcoma de Ewing pode confundir­se com osteomielite, Por

apresentar os mesmos sintomas dessa condição (Rosen et al.» 1990;

Cotran et al., 1991). Os locais mais frequentes de ocorrência de
metàâstases são os pulmões;s seguidos por crânio, pelve e outros ossos

(Rosen et al., 1990).

Alêm das neoplasias; existem também lesões de outras

origens que podem acometer o 0550; como os cistos ôsseos solitários

e os cistos aneurismáticos. Os cistos ósseos solitários têm natureza

fibrosa e benigna e caracterizam­se pela presença somente de tecido

fibroso. Ocorrem com certa frequência nos ossos longoss como fêmur e

úmeros geralmente na região da epiífises em crianças em fase de

crescimento. São extremamente raros após os vinte anos de idade,

Porém quando surgem em idades mais avançadas afetam mais comumente a

região das metáfises. Cerca de 35% a 70% dos cistoss conforme

Malawer et al. (1985), apresentam recidiva após ressecção cirúrgica.
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Não hà confirmação de transformação malignas porém hà referências de
casos de osteossarcomas que parecem ter tido origem à partir de um

cisto ósseo (Murray et al.. 1982). Grabias & Mankin (1974) também

descreveram um caso de cisto ôsseo que após várias recidivas e

fraturas evoluiu para diagnóstico de condrossarcoma. Os cistos ós­

seos aneurismàáticos;s segundo Lichtenstein (1965) e Pfeifer et al.

(1991), são mais raros, desenvolvem­se nos ossos chatos e nos ossos

das vêrtebrass bem como nos ossos longos. Esses cistos apresentam

simplicidade de tratamento, são bastante vascularizados, mas quando

não tratados podem atingir grandes extensões. De acordo com Pfeifer

et al. (1991); os cistos ôsseos aneurismáticos microscopicamente

são muito semelhantes a osteossarcomas telangiectásicoss, hemansgiomas

e tumores ósseos de células gigantes. Sua etiologia permanece

desconhecidas apesar de haver três hipóteses que explicam sua

origems conforme Pfeifer et al. (1991). Acredita­se que tais cistos

Podem se originar em resposta a um processo traumático ou à presença

de uma lesão benigna ou maligna pré­existente, podem resultar de uma

anomalia na circulação sanguinea ou ter uma origem "de novo”.

1.8. Marcadores Cromossômicos em Lesões Neoplásicas e Alterações

Cromossômicas em Células Aparentemente Normais

As alterações citogenéticas encontradas consistentemente

em um certo tipo de um tumors como resultado de uma derivação clo­

nal;s são consideradas marcadores cromossômicos primários. Essas

alterações produzem uma instabilidade genética que pode favorecer a

ocorrência de outras alterações adicionais, ditas secundàárias. As

alterações Primárias podem caracterizar determinados tipos de

tumores e; provavelmentes relacionam­se ao início do processo tumo­

ral. As anomalias secundárias estão associadas com o crescimento do

tumors a sua heterogeneidade eo desenvolvimento de metâàâstases

(Pathak, 1992). Segundo Mitelman (1990), os tumores podem apresentar

ainda inúmeras alterações não­clonais e casualmente distribuídas no
genomas que evidenciam instabilidade cromossômica. Tais anomalias

podem dificultar a detecção das alterações verdadeiramente relacio­

nadas com a patogênese do tumor. A identificação das aberrações

cromossômicas primáriass que são características de muitos tipos de

tumoress tem contribuído para o diagnósticos o prognóstico e àa
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escolha da terapia mais adequada nessas doenças.

Nas leucemias e linfomas, são numerosas as situações em

que foram encontradas alterações cromossômicas especificas associa­

das à transformação maligna; como ê o caso da translocação t(6952o)

na leucemia mielóide crônica e das translocações t(8514), tíóes8) e

t(8522) e no linfoma de Burkitt (Sandbergs 1985).

Nos tumores sólidos», no entanto, as informações citogenêé­
ticas têm tido um papel consideravelmente menor, pelo fato de que os
estudos ainda não alcançaram a abrangência necessária. Nesses

tumores éê também dificil a identificação da alteração primária,

porque a maioria das investigações tem sido realizada em estágios

avançados da doenças Ou sejas em lesões primárias que já apresenta­

vam alterações secundárias responsáveis pela progressão malignas Ou

em lesões metastàáticas. Entretantos em alguns tipos de cânceres que

afetam tecidos sólidoss jà foi possível correlacionar alterações

cromossômicas específicas e secundárias com o prognóstico.

Sandberg et al. (1988) exemplificaram situações nas quais

a citogenêtica têm fornecido informações valiosas. Uma delas é na

definição de subtipos de tumores dentro de um tipo hkistolosicamente

homogêneos como Oo carcinoma transicional de bexigas onde as lesões

podem apresentar 1i(5p)s ou del(Sa);s +73s­9 ou ainda del(í9p). Outras

aplicações são o esclarecimento do órgão primários em situações nas

quais a anomalia especifica é observada em uma metástase ou na

medula óssea; ea identificação de mesma origem para tumores histo­

logicamente diferentes que apresentam uma mesma alteração cromossô­

mica consistentes caso dos tumores de cêlulas germinativas de testi­

culos como os teratomas e os seminomas.

Um dos tumores sólidos melhor estudado do ponto de vista

citogenético é o neuroblastoma. Conforme Bown (1992); as alterações

mais frequentes nesse tipo de tumor são deficiências ou rearranjos

em 1ip distal. As hiperdipioidias e a presença de cromossomos 1

normais representam um bom prognôstico da doença. Entretanto, célu­

las hipo ou pseudodiplóides com rearranjos envolvendo 1p definem um

Pprognôstico ruim nessas neoplasias. Outro dado significativo no

prognóstico de neuroblastoma é a anàlise da amplificação do oncogene

MYCN (nomenclatura cf. Human Gene Mapping 11; 1991);s localizado em
PN cansa)

epeg­24. Quanto maior o número de cópias amplificadasdo genes pior
1 H
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o prognóstico e; consequentementes menor a sobrevida. Contudos a

ocorrência de rearranjos em ip oferece ainda um prognóstico mais

grave do que a amplificação gênica. /
; , COB CIO fonOutro tipo de tumor sólido que tem um rem ssomo marcador

relacionado com seu prognóstico é o histiocitoma fibroso maligno.

Buys (1991) referiu aque a presença de rearranjos em 1i9pi3 ou de

cromossomos em anel está relacionada com o mau prognóstico da doen­
——­>.

6a; enquanto que sua ausência oferece melhor prognóstico. Similar­” IMC. o RA
mente em câncer de bexigas a poliploidia ou a presença de cromosso­

OPINE

mos marcadores não identificadoss segundo Teyssier (1989) está asso­

ciada com um risco maior de recorrência e um mau prognóstico.

Em tumores ôsseoss o único marcador cromossômico conheci­

do refere­se à translocação t(11522)(a2435a0910) em sarcoma de Ewing

(Aurias et al., 1984). Contudo, este marcador citogenêético não foi

relacionado com o prognóstico.

Atê hà algum tempo atrás acreditava­se que os tumores

benignos eram isentos de anomalias cromossômicass ou Sejas eram

cariotipicamente normais; oO que hoje já se sabe não ser verdadeiro.

Os achados de alterações cariotipicas em várias condições;s conside­

radas benignas com base em seu comportamento e dados histológicos,s

sugerem que as aberrações cromossômicas nem sempre estão ligadas ao

estado malignos mas também têm servido de suporte para à suposição

de que esses tumores possam ser prê­malignos ou, em certos casos,

atê mesmo malignos (Sandberg, 1988).

Exemplos de tumores benionos com marcadores cromossômicos

são os meningiomass que se caracterizam por monossomia do cromossomo

2es Ou Ocasionalmente por deficiência parcial do 22q (Rogatto &

Casartelli,s 19898; Mitelman, 1990). Contudos também são referidos

cariótipos complexos em meningiomas invasivos, que estão relaciona­

dos com um mau prognóstico (Casartelli et al., 1989).

Um outro exemplo de neoplasma benigno bem estudado é o

adenoma pleomórfico de glândula salivars no qual as alterações

citogenéêticas caracterizam três subtiposs que envolvem rearranjos em

3pei, 8ailºo e íical3­15. Os dois primeiros pontos de quebras estão

frequentemente envolvidos na t(358) (paisaida), levando a um prognós­
tico ruim (Teyssier, 1989; Teyssier & Ferre, 1989; Mitelman, 1990).

Outro caso interessantes conforme Bown (1992); é a progressão dos

pPpôlipos colônicos à carcinoma de cóôlons que ê marcada por quatro

AA
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lesões genéticas sucessivas; que são uma mutação no oncogene RAS, a
deficiência parcial de Sa, a monossomia do cromossomo 17 e a perda

do cromossomo 18. Portantos tais alterações indicam uma evolução

maligna desses pôólipos.

Como referidos as alterações cromossômicas em células de

tumores benignos podem representar um estágio inicial da transforma­

ção maligna, manifestando, por exemplos um potencial mais agressivo.

Entretantos a presença de uma anormalidade cromossômica em tumores
|

anabenignos não é necessariamente indicativa de transformação celular.nao ue A ra Ea o Mo quantoAPTE:

Segundo Teyssier & Ferre (1989), as alterações cromossômicasnesses
mt ueea

tumores.podem representar um passo à malignidade se produziremoOcCEmM. 1Tar UmPassoà M­ Ma ao er siONES
instabilidade cromossômica e, frequentemente, em tumores benignos

TERES teta seoEAE CSaASEA A ra ASTRAE ao Ear 6
têm sido encontradas translocações reciprocass que não alteram àa

—n—

estabilidade cromossômica. Os tumores malignoss por outro lado,
mst nos a ED nn ça

usualmente apresentam transilocações não­balanceadas ou outras alte­

rações, como deficiências e isocromossomoss que levam a instabili­

dade cromossômica (Sandbergs 1990).

Portantos os marcadores A fomossômicos ea instabilidade
cromossômica podem servir como parâmetros de distinção entre tumores
benignos e malignos e contribuir para o esclarecimento do significa­

do desses eventos cromossômicos em nível celulars assim como para à

identificação do papel que desempenham em relação à natureza benignaou maligna na origem das neoplasias. Peguei , Te 4 A Lueual
Um achado interessante é que as anomalias cromossômicas

não estão restritas às células de tumores benignos ou malignos. De

facordo com revisões recentemente realizadas Por Buys (1991) e Bown
(1992), tecidos aparentemente normais também Podem apresentar alte­
rações cromossômicas, como é o caso de tecidos normais de cêrebro de

Pacientes que apresentavam tumores cerebrais malignos que exibiram
clones com trissomia do cromossomo 7 (Heim et al..s 1969) ou altera­

ções cromossômicas clonais como monossomia do cromossomo X e perda

do cromossomo Y. Resultados similares foram encontrados em tecido

renal normal de pacientes com carcinoma renals que apresentavam

perda do cromossomo Y e trissomia dos cromossomos X; 7 e 10 (Kovacs

& Brusas 1989). À trissomia do cromossomo 7 também foi encontrada em

epitélio bronquial normal de pacientes com câncer de pulmão (Lee et

al.; 1987); O que sugere que tal alteração cromossômica pode estar

AAA
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relacionada com o início da transformação celular nesses tecidos e

constituirs portantos uma das alterações primárias responsáveis pela

Patogênese da doença.

Alterações cromossômicas numéricas e estruturais não­

clonais em lesões nàão­tumorais também foram relatadas por Fett­Conte

(1992) em um caso de cicatriz hipertrófica e em um caso de cisto

primordial.

Uma possivel explicação para esses achados, de acordo com

Buys (1991), é que alguns indivíduos sejam geneticamente mais sus­

ceptiveis ao câncer do que outros; e que essa susceptibilidade se

expresse atravês da instabilidade cromossômica. Nesse caso, poder­

se­ia esperar que os indivíduos mais susceptíveis; que se tornam

Portadores da condição; expressem um número maior de alterações

cromossômicas em seu tecido normal do que os indivíduos menos sus­

ceptíveis.

A trissomia do cromossomo 7 foi igualmente referida por

Bardi et al. (1992) em lesão não­tumoral hepàtica. Com base nesses

resultadoss e nos publicados por Lee et al. (1987); Heim et al.

(1989) e Kovacs & Brusa (1989); os autores sugeriram que a trissomia

do cromossomo 7 possa ocorrer em cêlulas dispersas no organismo ou

representar células do sistema imunes Pois havia sido observada uma

infiltração acentuada de cêlulas inflamatórias na lesão. Essa última

hipótese tem tambêm como suporte resultados de outros estudos reali­

23dos por esses autores, nos quais a trissomia do cromossomo 7 foi

mais comum em carcinomas de cólon que tinham infiltração linfociítica

acentuada (Bardi et al., 1993). Outra possibilidade aventada por

Bardi et al. (1992) é que as células com trissomia do cromossomo 7

representem parte do tecido intersticial; Ou sejas sejam células

endoteliais ou fibroblastos, que foram observados com tal anomalia

em placas ateroscleróticas por Vanni et al. (1990).

1.3. Aspectos Moleculares do Câncer

Simultaneamente com as informações citogenéticass Os

avanços nas têcnicas de análise de DNA têm propiciado a identifica­

ção e o0omapeamento de genes frequentemente envolvidos com os meca­

nismos de iniciaçãos progressão e transformação celular.

Bishop (19983), Knudson (19855, 1991); Sobel (1990) e
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Pathak (1992) apresentaram interessantes revisões sobre os dois

grupos de genes envolvidos no desenvolvimento do câncer. O primeiro

ê constituído pelos oncogenes; que mesmo estando em dose simples

induzem à transformação neoplásica em condições naturais ou experi­

mentais e são resultantes de alterações de genes normais denominados

proto­oncogenes. O segundo éê constituído pelos genes supressores de

tumor ou anti­oncogenes;s que são recessivos e inibem a proliferação

celular.

A descoberta dos oncogenes derivou de extensos trabalhos

realizados com retrovirus causadores de câncer em galinhas. O virus

do Sarcoma de Rous de galinhas foi o primeiro no qual foi identifi­

cada à presença de um oncogenes o SRCi (Bishop;s 1983). Há cerca de

60 oncogenes identificados no genoma humano (Human Gene Mapping 11,

1991), muitos dos quais já foram mapeados.

Os proto­oncogenes são altamente conservados ao longo da

evoluçãos o que demonstra seu importante papel na função celular. Os

produtos codificados pelos proto­oncogenes atuam no controle do

crescimento e na diferenciação celular e, entre eles, estão os

fatores de crescimentos receptores para fatores de crescimentos,

Proteínas que se ligam ao GTP e quinases, fatores transcricionais e

moduladores de transmissão de sinais através da membrana plasmática

(cf. Hunter, 1991).

De acordo com Mitelman & Heim (1988); cerca de 36% das

bandas cromossômicas envolvidas em aberrações primárias de diferen­

tes tipos de tumores coincidem com a localização de oncogeness O que

sugere que tal associação não é casual. Fenômenos que ativam os

Proto­oncogeness tais como mutações gênicas e os rearranjos cromos­

sômicos estruturais, principalmente as duplicações e translocações,

são responsáveis por alterações moleculares que dão início à trans­

formação celular.

O gene humano HRAS14; isolado de linhagem celular de

carcinoma de bexigas foi o primeiro cuja ativação ficou demonstrada

como resultado de uma substituição de um aminoácido glicina por uma

valina no códon 12 da proteina p214 (cf. Bishop, 1991). Mutações nos

genes da familia RAS têm sido identificadas em vários outros

tumores; como dos genes HRAS e KRAS1 em neoplasias de pâncreas

(Hifler et al.; 1988), do HRAS em tumores de pele (Ogsiso et al.,

1988; Corominas et al., 1989); do gene NRAS e KRAS em carcinoma de
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estômago e dos três genes em tumores de cólon (Nagata et al., 1990).

Esses achados têm permitido a utilização desses e de outros oncoge­

nes como indicadores de grande significado no prognôstico das neo­

Plasias (Spandidos, 1992).

À amplificação gênica é um outro mecanismo que ativa

pProto­oncogenes. A amplificação pode resultar de duplicações suces­

sivass que originam várias cópias ativas de um mesmo gene em uma
cêlulas e podem ser visualizadas em nível citogenético como regiões

homogeneamente coradas (HSR) ou como material extra­cromossômico

denominado "double minutes” (DM) (Bowns 1992). Os DM são fragmen­

tos cromossômicos acêntricos de 0;3­0;5um de tamanho e as HSRs são

integradas aos cromossomos como blocos de genes amplificados.

O processo de amplificação gênica é raro em células

normais, mas parece ser comum em células que progridem à maligonida­

de. Além disso, células que apresentam amplificação gênica têm maior

propensão a sofrer amplificações adicionais e mutações em ponto,
ressaltando a instabilidade genética de cêlulas cancerosas (Bishop,

1991). A amplificação do oncogene MYCNs por exemplo, é frequente em

neuroblastomas e tumores relacionados (Bowns, 1992) e em melanomas

(Bauer et al., 1990); bem como à do oncogene ERBB2 é frequente em

câncer de mama e ovário (<Slamon et al., 198º). Esses fenômenos estão

associados com a progressão e a capacidade metastática  (Bernards,

1992; Spandidos, 1992);s e com o mau prognóstico desses tumores

(Solomon et al., 1991; Bown,2, 19923; Spandidos, 1992).

Alêm do MYCN e do ERBB2A;s vàrios outros proto­oncogenes

devem ser ativados por amplificação em tumores. Shiloh et al.

(1990), por exemplos identificaram o gene KSAMs que foi mapeado em
10926; dentro de dominios especificamente amplificados em câncer

gàâstrico. O produto do gene KSAM é um receptor de tirosina quinase.

Entretantos muitos dos genes amplificados nas HSRs e nos DMs não

foram ainda identificados e têm localização desconhecida no genoma.

A identificação dos genes contidos nessas sequências amplificadas

deverá ser útil no diagnóstico dos tumores e na correlação dos

aspectos clinico­patológicos da condição.
As translocações cromossômicas são os mecanismos mais

comuns para a ativação dos proto­oncogenes; alterando sua estrutura

ou OS mecanismos que controlam sua expressão (Mitelman & Heim,
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1988). Por exemplos a translocação t(9522) é caracteristica da

leucemia mielôõide crônica e faz com que o proto­oncogene ABL41,

localizado em 99434; seja translocado para o gene BCR em 22ail,

originando o cromossomo Philadelphia. A justaposição desses dois

genes resulta em uma proteina quimêrica (abl/bcr) de 210kD; aque

leva à malignidade (Sandberg, 1990).

Fenômeno semelhante é também conhecido nas cêlulas do

linfoma de Burkitt, onde o proto­oncogene MYCs localizado em B8Bai4, é.
translocado prôximo ao gene da cadeia pesada das imunoglobulinas, em

14932. Os pontos de quebra envolvidos em translocações variantes

desse tumor ocorrem nas bandas 2piê e 22aqt1 (Heim & Mitelman, 1989),

onde foram mapeados os genes kappa (IGKC) e lambda (IGLC);s respecti­

vamente,s das cadeias leves das imunoglobulinas (Emanuel et àal.,

19863 Nowel & Croce, 1986).

Entre os tumores sólidos; podem ser encontrados outros
exemplos de alterações cromossômicas que envolvem oncogeness como é
O caso dos carcinomas papilares de tiróides cujos pontos de quebras

na inversão inv(10)(qgi1i.2­921) coincidem com as regiões onde o

proto­oncogene RET e a sequência H4 estão localizados;s fornecendo a

base estrutural para a fusão RET­H4, responsável pela proteina

quimêrica ptc que leva ao processo de malignização (Pierotti et al.,

197725; Roque et al., 1992; Soares et al., 1992).
Em relação à outra classe de genes relacionados com o

Processo de transformação malignas os genes supressores de tumors

seus representantes têm sido isolados somente de tumores sólidos

(Solomon et àal.s; 1991). Sua função é contribuir com os proto­

oncogenes no controle da proliferação celular (Knudsons 1985, 1991;

Pathaks 19920). Os genes supressores parecem suprimir a atividade de

oncogenes e mutações que os inativam;s com perda do seu papel regula­

dors levam ao processo de transformação maligna (Bishop, 1983;

Knudson, 19853 Weinberg, 1989, 1991).

As primeiras evidências da existência de genes supresso­
res de tumor resultaram de estudos de tumores pediátricos familiais

com deficiências cromossômicas; como 0o retinoblastoma (cf. Paul,
19895 Marshalls 1991; Weinbergs 1991); de tumores de Drosophila

melanogaster causados por mutações recessivas (Paul, 1989), de expe­

rimentos de hibridização de cêlulas tumorais com células normais que

resultaram em híbridos normais (Paul, 1989; Marshall, 19913
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Weinbergs 1991); da reversão do potencial oncogênico em células

transfectadas com um oncogene após sua inativação (Paul, 1989) e da

perda de heterozigosidade em tumores (ef. Marshall, 1991).

O retinoblastoma é um tumor maligno de retina que ocorre

quase exclusivamente em crianças e tem sido usado como modelo para o

estudo dos genes supressores. AAs alterações cromossômicas mais fre­

quentemente encontradas no gene RBi foram pequenas deficiências da

banda 13914; observadas citogeneticamente;s ou deficiências submi­

croscópicas que levaram à um produto proteico alterado. Foram ainda

observadas aberrações cromossômicas do tipo inserção e translocação

(ef. Horsthemke, 1992).

O gene RBi tem sido também implicado na tumorigênese de

outros tumores. Frequentemente tem sido detectada deficiência desse

gene em cânceres de mama e de bexiga (cf. Marshall, 1991; cf.

Cowell & Hogg, 1992), de pulmão (cf. Marshall, 1991; WVWeinberg,

1991); de esôfagos hepatocarcinomas Ppineoblastoma (cf. Cowell &

Hogg, 1992); de próstata (Bookstein et al.; 1990); de cólon (Lothe

et al., 1992) e em determinadas leucemias (cf. Cowell & Hogg, 1992).

Isto sugere que anormalidades no gene RB1i contribuem para à trans­

formação maligna nesses tumores e; ainda, segundo Scheffer et al.

(1991) e Wunder et al. (1991); que ele apresenta efeitos pleiotró­

Picos nos diferentes tecidos.

Um outro gene supressor bastante estudado é o designado

TP53s; aque està envolvido na origem de vários tumores diferentes e se

localiza em 17p13. Cerca de 70% dos cânceres de cólon contêm

mutações que inativam o gene TPS53 e essas mutações também estão

frequentemente presentes em câncer de mama e de pulmão C(<Levine,

1992). Alterações no gene TPS39 também foram descritas em câncer de

bexiga, sistema nervosos figado e de órgãos hematopoiêticos

(Weinbergs 1991), em adenocarcinoma de ovário (Stevenson et àal.,

1992); em tumores de tiróide (Herrmann et al.; 1992), em carcinomas

gáâstricos (Seruca et al.; 1992) e em tumores mais raross como rabdo­

miossarcoma (Weinbergs 1991; Kovar & Pillwiens 1992) e carcinomas

cervicais primários (Helland et al., 1992).

Outros genes supressores de tumor já identificados são O

WT1 localizado em ilp; relacionado com tumor de Wilmss o APC mapeado

em 59; alterado em polipose adenomatosa familial,s e o NF1t localizado

Fr
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp “.. 12 13 14 15 16 17 18



17

em 179; associado com neurofibromatose tipo 1 (cf. Seizinger et al.,
1991).

Além disso; outros prováveis genes supressores de tumor

tem sido detectados através da análise de perda de heterozigosidade.

Por exemplos Sato et al. (1991) observaram perda alélica nas regiões
cromossômicas 3p13­14.3, l1ógce­e3, 17p13 (em loco diferente do TPS3)

e 17921, que são candidatas a conterem genes supressores de tumor,
nas formas esporádicas e familial do câncer de mama. Nesses

tumoress a perda alélica no cromossomo 17 está associada com àa

amplificação do oncogene ERBB2, também responsável pelo desenvolvi­
mento dos tumores de mama.

Similarmente; pela análise de perda de heterozigosidade,

em tumores do sistema nervoso central;s James & Collins (1992) suge­

riram que haja pelo menos seis genes supressores de tumors cujas
perdas estariam associadas com o desenvolvimento desses tumores.

O esclarecimento dos eventos moleculares associados com

as alterações cromossômicas em cêlulas neoplásicass tanto as especíi­

ficas ou primárias como as adicionais ou secundáriass consiste em um

excitante desafios pois tais eventos já têm um grande valor no

diagnósticos na classificação e no prognóstico de condições leucêmi­

cas es mais recentemente; dos tumores sólidos (Sandberg, 1991).

L ie PAR
1.4. Objetivos vu) dl rmro Edi

NEI—
Com o objetivo de contribuir para o esclarecimento das

relações entre as alterações cromossômicas e o processo de transfor­

mação celulars oO presente trabalho visou investigar à ocorrência de
anomalias cromossômicas presentes em cêlulas cultivadas de tumores e

outras lesões de tecido ósseo de natureza benigna.
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Il. MATERIAL E METODOS

Il.t. Amostras

Formulada a hipôtese diagnóstica de tumor ósseos as amos­

tras foram colhidas; por biopsia após remoção cirúrgica da lesãos
Por médicos Vinculados ao Departamento de Cirurgia da Fundação
Faculdade Regional de Medicina de São Josê do Rio Preto (FUNFARME),

sob supervisão do médico ortopedista Oswaldo José De Conti.

O estudo foi iniciado com amostras de 14 pacientes.

Contudo;s não se conseguiu resultados de 5 pacientes;s quatro devido

ao não crescimento das culturas e um devido à: ausência de metáfases

nas preparações. Dos 9 pacientes submetidos à análise citogenêtica,

quatro eram do sexo masculino e cinco do sexo femininos todos eram

caucasóõides e com idades variando de 10 à 63 anos. De cada paciente

foi preenchida uma ficha de registros contendo informações sobre

sexos idades cor da pele e histórico de neoplasia familial. Nessa

ficha também foram colhidos dados sobre o materials como o osso

biopsiado e o0otipo de lesão. Esses dados dos pacientes são resumi­
LA .

dos na Tabela 2.

Todas as amostras foram colhidas de tumores primários ou

lesão diagnosticada histopatologicamente como de natureza benigna.

As amostras provieram de um tumor ósseo de células gigantess Um

cisto Ósseo; e sete osteocondromass conforme também mostrado na

Tabela eº2.

A Tabela 3 resume as informações sobre o número de amos­

tras e rêplicas semeadas de cada caso e sobre à evolução das

culturas. Das 18 amostras semeadas, duas apresentaram contaminação
logo após a semeaduras Uma Por fungo e outra por bactérias quatro

também não apresentaram crescimento celular mesmo após 30 dias de

incubação e em uma houve ausência de cromossomos metafásicos. Onze

amostras restantes; pertencente a ? pacientess apresentaram metàfa­

ses em condição de análise.

Os casos B40, 929, 1068, 1071 e 1103 apresentaram um

grande número de metàáfases em condições de análises nos demais foi

encontrado um pequeno número de cêlulas em metàáfase e; na maioria

delass os cromossomos não tinham boa morfologias dificultando àa

anàlise completa das cêlulas após a utilização de bandamento G.
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Tabela 2. Informações

estudadas cit

tumor de

lulas gigantes

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

cisto ósseo
solitário

1 2 3 4 5 6

sobre os pacientes cujas amostras foram

ogeneticamente.

Local Histórico de
biopsia neoplasia familial

fêmur

tíbia

fêmur

tíbia

tibia

úmero

fíbula
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Tabela 3. Inforsações sobre o nússro de amostras e réplicas sessadas de cada caso e sobre a evolução das culturas.

Caso Tipo detuzor
ou jJesão

ânostras No. de
réplicas
iniciadas

Tempo de — Tempo ; |

incubação de Número de frascos sem cresciesento Núsero de frascos com Cresciment
(dias) colcemide

—— —(horas) c/contasinação — 5s/ contasinaçan s/ eetáfaes c/ metiftases

Ósseo de céls, gioantes

osteocondroma

osteocondrosa

osteocondrosa

osteocondrosa

osteocondrosa

osteocondroga

osteocondroma

1951 nsteocondroma

1055 osteocondroaa

1048 osteocondroea

1867 osteocondrosa

1871 osteocondross

1103 cisto ósseo solitário

68 13 HW

5 6
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Todos os pacientes foram submetidos a exposição prêvia a

raios X para diagnóstico da lesão.

I1.ê8. Métodos

As culturas de cêlulas foram desenvolvidas segundo têcni­

ca de explante primário proposta por Freshney (19687), com modifica­

ções detalhadas a seguir. Os reagentes e soluções são apresentados

no apêndice.

À. Colheita e Assepsia das Amostras

As amostras foram colhidas no Centro Cirúrgico e trans­

feridas para um tubo de centrífuga estéril devidamente etiquetado,

contendo solução salina balanceada de Hanks para lavagem. Cada

amostra consistia em fragmento de aproximadamente 0;5 a 1;0 cm3,

transportado em tubo estêril contendo solução de Hanks para o trans­

Porte e encaminhado ao Laboratório de Citogenética. Até o processa­

mentos a amostra foi mantida a 5 C, mas o período entre a colheita
e o processamento do tecido não ultrapassou 24 horas.

B. Processamento Inicial do Material

No laboratórios as amostras foram manuseadas em câmara

de fluxo laminar horizontals previamente esterilizada com Oo uso de

solução germicida. Inicialmentes os tecidos foram lavados quatro

vezes em solução salina de Hanks suplementada com solução de penici­

linatestreptomicina ou penicilina!:quemicetina, sulfato de gentami­
cina e anfotericina B.

Em todos 05 casos, as amostras foram submetidas ao método

de explante primários com desagregação exclusivamente mecânica. Em

seguidas foram dissociadas em pequenos fragmentos de aproximadamente
ialdmm,s;s com auxílio de uma tesoura de ponta fina e uma pinça. O

material foi processado em placas de Petri de vidro contendo cerca

de 4 ml de meio de cultura Ham F­10 completos suplementado com soro

fetal bovino a 20%; L­glutamina a 2OmM, insulina, solução de penici­

linatestreptomicina ou penicilina:quemicetina. No final deste pe­

riodo o meio de cultura contendo a amostra desagregada foi introdu­

zido em frascos plásticos descartáveiss aos quais foi acrescentado

AA
AVAVAY

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



2e

aproximadamente 2 ml de meio de cultura completos para posterior

fixação.

C­ Lançamento das culturas

Os explantes foram então lançados em frascos plâsticos

descartáveis de 25 ml; marca Descarplasts contendo aproximadamente e
ml de meio de cultura Ham­Fi0 suplementados e incubados à 37 C.
Decorridas 48 horass após boa fixação dos explantes;s o meio de

cultura dos frascos que poderia conter material necrótico foi remo­

vido e substituido por meio de cultura novo. Os frascos foram exami­

nados diariamente para avaliação do crescimento celulars em micros­

côpio invertido e o meio de cultura trocado à cada 4 ou 5 diass em

câmara de fluxo laminar verticals dependendo do crescimento celular
observado.

O bloqueio da divisão celular foi realizado após 18 a 60
dias de incubaçãos com adição de 50 ul de colcemide com concentra­

ção final de 0,02 ug/ml por 1:30h a 2:00hs quando as culturas apre­

sentaram um bom número de metáfases, ou de 45 ul de colcemide em
concentração de 0,01 ua/ml por 16 horass quando não era visualizado

um bom número de células em metáfase.

D. Hipotonizaçãos Fixação e Coloração do Material

Completado o tempo de ação do inibidor mitótico;s oO meio

de cultura do frasco foi substituído por 8 ml de solução hipotônica
de citrato de sódio a 1% prê­aquecida a 37 Cc eofrasco reincubado
Por 30 a 40 minutos. As células foram destacadas delicadamente do
fundo do recipiente com adição de mais 2 ml de solução hipotônica

totalizando assimy 10 ml e com auxílio de um raspador sendo à

suspensão celular posteriormente centrifugada por B minutos a  BOQ

rpm. OD material foi fixado em solução de metanol­àâcido acético na

Proporção de 3:1 em duas etapas de 20 e 10 minutoss alternadas por

trocas de fixador e centrifuogações a 8BOO rpms gotejado em lâminas

geladas e úmidas e em seguida flambado para uma secagem mais rápida.

Em seguidas oO material foi aquecido em estufa a 90­52 C
Por 20 minutos e após o período de 4a 5 dias foi submetido à

técnica de bandamento G (GTG)s segundo Grouchy & Turieau (1977) com
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modificações, ou segundo Selden et al. (1975). De acordo com à

primeira técnicas a lâmina foi inicialmente mergulhada em àlcool

metiílico 50% e após em tampão fosfato com pH 658. Em seguidas à

lâmina foi submetida à tripsinizaçãos Ppor tempo variável de 3 a 5

segundoss dependendo do tempo decorrido desde o preparo das lâminas,

lavada em tampão PBS e corada em solução de Giemsa a 2%. De acordo

com a segunda têcnica, as lâminas foram mergulhadas em solução de

tripsina/EDTA com solução salina balanceada de Hankss por tempo

variável de 20 a 70 segundos; dependendo do periodo decorrido pôs­
fixaçãos em seguida lavada em solução de soro fetal bovino a 20%

Para inativação da tripsina e corada com Giemsa a 2%.

eInoE. Análise Cromossômica O nº medo e dbro­
Foram analisadas metáfases provenientes de UE ou mais

rêplicas e anotadas as anomalias numéricas e estruturais encontra­

das. De acordo com critérios propostos por Mitelman (1965),

Mertens et àal. (1989) e pelo International System of Human

Cytogenetic Nomencliature (ISCN, 1991 suppl);s devem ser consideradas

clonais as anomalias estruturais que aparecerem em pelo menos duas

cêlulas de diferentes réplicas e as anomalias numéricas que aparece­

rem em pelo menos três cêlulas de duas réplicas diferentes. A iden­

tificação e classificação de anomalias cromossômicas foi feita

conforme ISCN (1985 e 1991; suppl).

A análise cromossômica foi realizada em microscópio

óptico Carl Zeiss Jenas modelo Jenaval ou Jenamed 2 e; para documen­

tação ou esclarecimento de dúvidas, o material foi fotografado em

microscópio modelo standard WL (Carl Zeiss Oberkochen) com filme
Agfa Copex Pan À. H. U. ou Ilford PanF, 50 ASA. O negativo foi

revelado com revelador Kodak D­78;s em diluição de 1i:1 à temperatura
de 20 c e as fotos foram feitas em papel Kodabrome Print RC F2 e F3
ou Kodabromide F3.

De cada uma das réplicas foi analisado o maior número de

metàáfases possivel. O número de metáfases analisadas por paciente

variou de é à 164. A análise foi considerada completa quando todos

os cromossomos puderam ser identificados em bandamento 6; e parcial

quando pelo menos sete pares cromossômicos puderam ser identificados

por bandamento G; enquanto os demais cromossomos foram classificados
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nos grupos propostos pelas Conferências de Denver, realizada em 19680

e de Londres; realizada em 1963. Algumas metàfases que não apresen­

taram bandas cromossômicas visiveis foram analisadas em coloração

clássica, sendo os cromossomos também classificados em grupos.
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III. RESULTADOS

Os achados citogenéticos dos

analisados estão descritos nas Tabelas 4 e 5,

gigantes

8.

DaÀ. Osteocondromas

CASO 8409

DO pacientes

terço proximal da tíbia diagnosticado como osteocondromas,

ção de aproximadamente 10 anos.

Trinta e sete metáfases foram analisadas,

mente

são resumidos na Tabela 4.

sentaram uma translocação entre o cromossomo 2 e 4,

(Figura 1).

nientes de um mesmo frascos

anomalia cromossômica era clonal devido a má qualidade das metàfases

encontradas nas

cromossomo Y,

uma tinha perda do cromossomo 19.

de

17 e de um cromossomo do grupo CG.

cromossômicos iguais ou inferior a 41.

des,

CASO 929

À paciente, não

região

tos com evolução de dois anos.

Foram analisadas cinquenta e cinco metáfases,

uma parcialmente

Vinte e cinco metáfases apresentaram cariótipo normal,

monossomia do cromossomo 282;

(13322) (piisaii)

tou

translocação

cm 1 2 3 4 5 6

Ts Ea &
à vs E.CRS | XYAMESTANTA:

não tabagista,

após bandamento G e sete em coloração usual e

Vinte metáfases eram normais,

e não foi possível

outras duas rêplicas.

com números cromossômicos próximos a 80.

fumante,

após bandamento G e quatro

ou (alispi1)

sete casos de osteocondroma

os do tumor de células

na Tabela 6 e os do cisto ósseo solitário nas Tabelas 7 e
2, ­mm O a) É ”

nPF a v
ES (

À AS
apresentou um tumor ôsseo no “7

com evolu­ ?

trinta parcial­­
os resultados "É

três apre­ “HA.

t (2534) (9125933)
Essas três metáfases foram encontradas em células prove­ "

a.”
“AL

confirmar se

J,

do “OUma cêlula tinha perda

duas apresentaram perda de um cromossomo do arupo CDC er
Duas células apresentaram perdasl

vo

cromossomos do grupo C e uma apresentou monossomia do cromossomo“t.
Cinco cêlulas apresentaram números

Duas cêlulas eram poliplói­

NO post to 1)
CANOUDIA VI aero tac e) 15

boirrsA.
manifestou massa anômala na

inguinal diagnosticada como um osteocondroma no fêmur direi­

cinquenta e

em coloração usual.

Uma apresen­>­

trissomia do cromossomo 15 e uma

(Figura Cda)s e outra
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Tabela 4. Dados citogenêticos em casos de osteocondroma.

No. de metáfases Achado citogenêtico L[no. de células]
total ou parcial­
mente analisadas

46, XYCLe001
46, XY, tíes4) (q123433)013)
494X3­YC11
459.XY3.­CCL2)
4959)XY.­19C1]
44, XY.­C.­CL2]
44,,XY,­17,­GC112
41 4XVYa4­Ca­C3­Cs­Cs­GE1)
no. cromossômico < 40C47)
PoliploidiaCe1)

46, XXLe2S51])
46, XX st (135202) (pii35aiil) ou (aliíispil1l)

+195,­22C11
46, XXs del (8) (a12­a13)011]
49, XX,;­8Le21]
4959,XXa4­CL1)
49,XX,­FC11]
44,4XXK3­13­33+8B,­11,t(139522) (piisati)

ou (gG115Ppi1)C11
44, XX5,­Ca­CL1)
43,XX12­8,­17­19CL112

no. cromossômico « 40C5S])
hiperdiploidiaCe)
poliploidiaCi21)

46, XXLS1
454XX,­CL1)

3. no. cromossômico « 40CS]
"" poliploidiaC5S1] À ­

CAs vaao | enfluceleo í P = te
PASTE pio

46, XXC161]
no. cromossômico < 40C21)
hipotripioidiaCLidl:
pPpoliploidia£31
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metàfase tinha uma deficiência do cromossomo 8, del 8(agi2­a13). Duas

cêlulas apresentaram monossomia do cromossomo 8; uma de um cromosso­

mo C não identificado e uma de um cromossomo do grupo F. Uma cêlula

apresentou cariótipo 44,4 XX3­134­334+B,­11st (13520) (piiísaili) ou

(alispil) (Figura 3); quatro células tinham perdas cromossômicas

casuais e cinco delas apresentaram número cromossômico igual ou

inferior a 40. Duas células eram hiperdiplôidess com 54 e 5ó cromos­

somos e doze células eram poliplóides, com números cromossômicos

variando entre 74 a 1ÔBA2. Uma das células poliplóides é ilustrada na
.

CN
Figura 4.

CASO 932

Essa Paciente notou à presença de uma massa Óssea no

terço proximal da tibia direita hà seis anos; que apresentou aumento

gradual em seu tamanho. Como dois irmãos da paciente tiveram osteo­

condromas bilaterais, os quais haviam sido ressecadoss o diagnóstico

foi de osteocondromatose múltipla familial.

Dezesseis metáfases foram analisadas parcialmente após

bandamento GG e os resultados constam da Tabela 4. Cinco cêlulas

apresentaram cariótipo normals uma apresentou cariótipo 45;4XX3;­C e

cinco cêlulas tinham os seguintes números cromossômicos: 40,5 39, 37,

33 e 208; com perdas casuais. Cinco cêlulas eram poliplóôides;s com

números cromossômicos variando entre 80 e 92.

CASO 974

Uma massa tumoral com evolução de aproximadamente ó anos

foi diagnosticada como osteocondroma no terço proximal de tíbia em

Paciente não fumante.

Vinte e duas metáfases foram analisadas em coloração

usuals sendo os resultados apresentados na Tabela 4. Dezesseis delas

eram normais, duas apresentaram número cromossômico inferior a 40,

uma era hipotriplôide com 60 cromossomos e três eram poliplóides,

com números cromossômicos entre 78 e 909.
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Figura 1.

der (2) der (4)

Cariogramas Parciais mostrando a translocação

t (234) (aiPija33) e os homólogos normais em células do caso
840. As setas assinalam os pontos de quebra.

5 6
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Figura &8. Ilustração da translocação (13522) (piil3ail) ou (aoli1;spii)
em cêlulas do paciente 9º? (a) e do paciente 1068 (b) e de

cromossomo marcador em célula do paciente 1071; comparado

com cromossomos normais (cc),
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Figura 3. Cêlula do caso 929º com o cariótipo

t(13522)(piil35a11) ou (aiispi1),.
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CASO 1068

O paciente; não tabagistas apresentou uma massa anômala

no úmero direito com evolução de dois meses. O diagnóstico revelou a

presença de um osteocondroma de úmero direito.

Das 155 metáfases encontradass;s cento e uma foram analisa­

dass das quais uma metáfase teve análise total, 64 foram analisadas

Parcialmente após bandamento GO e 36 metáfases foram analisadas em

coloração usual. Os resultados são resumidos na Tabela 5. Quarenta e

seis eram normais;s Uma apresentou tíá13522)(pilsaiti) ou (alispii)

(Figura eb). Trinta e sete cêlulas mostraram perdas cromossô­

micas casuais. Entre estas, uma apresentou cariótipo 4454X35­Y,.­9s­

172­18:­19,;+3mars dezesseis tinham número cromossômico igual ou

inferior a 40 e uma metàáfase apresentou cariótipo 47,XY3;+15. Dezes­

seis metàáfases eram poliplóidess com números cromossômicos que va­

riavam de 7º a 92.

CASO 1069

O paciente, não tabagista; apresentou uma lesão na fíbula

direita que foi diagnosticada como um osteocondroma na região próxi­

ma ao joelho.

Seis metáfases foram analisadas em coloração usual,

sendo os resultados apresentados na Tabela 5. Três células apresen­

taram carióôtipos com 45; 43 e 41 cromomsomoss com perdas casuais e

três revelaram cariótipo normal.

CASO 10671

À Paciente, não tabagista,s, apresentou um osteocondroma de

tibia.

Das 297 metáfases encontradas, foram analisadas 147,

sendo 2 totalmente e 79 Parcialmente apôs bandamento 65, e 70 metà­
fases em coloração usual. Os resultados são mostrados na Tabela O.

Setenta e duas metáfases apresentaram cariótipo normals uma tinha

46,XXsace e uma 4635XX3;s­Cstmar (Figura 280). Três metàáfases revelaram

perda de um cromossomo do grupo BB; onze tinham perda de um cromosso­

mo do grupo C;s quatro mostraram perda de um cromossomo D; e três

tinham perda de um cromossomo do grupo E. Dezesseis cêlulas mostra­
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ram múltiplas perdas cromossômicas aparentemente casuais, sendo que

duas tinham números cromossômicos inferiores a 40. Vinte e oito eram

Poliplóôides; com números cromossômicos variando entre 75 e 9593; e

oito células eram hiperdiplóides;s com trissomias de cromossomos dos

grupos Cs D ou G.

B. Tumor Ósseo de Células Gigantes

CASO 828

À paciente apresentou uma massa tumoral recidiva de um

tumor ósseo de cêlulas gigantes de fêmur, que havia sido ressecado

há 4 anos.

Na Tabela ó constam os resultados das vinte e cinco

metáfases estudadas, das quais treze foram parcialmente analisadas

após bandamento GG e doze foram analisadas em coloração usual,

Treze metàáfases tinham cariótipo normal, e três mostraram 4554. 44 e

43 cromossomos com perdas envolvendo os grupos C e E. Uma metáfase

apresentou 47 cromossomos com ganho de um cromossomo do grupo F,

Oito metáfases eram poliplóidess com números cromossômicos variando

de 80 a 83.

C. Cisto Ósseo Solitário

CASO 1103

À criança apresentou dores no fêmurs próximo à região do

joelhos tendo sido diagnósticado um cisto ósseo solitário no terço

mediano do fêmur direitos local que coincidia com região onde Rká

aproximadamente 60 dias oO paciente havia sofrido um trauma físico em
FATE a E. FADASum jogo de futebol. ty eae, vuck sm O «

|

São DO VNLL CLA ha CLAD?
Foram obtidas trezentas e seis nmetáfases, sendo que os

resultados das cento e sessenta e quatro metáfases analisadas estão

resumidos na Tabela 7. Dessas, cinco foram completamente analisadas,

cento e vinte e cinco parcialmente analisadas após bandamento 6 e

trinta e quatro analisadas somente em coloração usual.

Cento e onze metáfases apresentaram cariótipo normal e

algumas expressavam sitios frágeis. Em 2;4% das cêlulas foi observa­

do a expressão do fraí(1)(p2da) e em 3,6% das células foi detectada àa
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Tabela 6. Dados citogenêticos do caso de tumor

ósseo de células gigantes (caso 808).

No. de metáfases Achado citogenêticoLlLno.
total ou parcial­ de cêlulasl
mente analisadas

46, XXC131]

434 XXs.­CL112

44, XX­C,­CE11

43,XX,­Cs­E.­19L112

47 XXs+FC11]

pPoliploidia(8)

A

4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 18



Tabela 7. Dados citogenêticos observados em 164 metáfases total

Parcialmente analisadas do caso 1103.

Normal 46,XY ou 4654XY,fra(1)(pcê) ou
46, XY» traí(i)(a1e)L111)

Com rearranjo 46, XY der (4) der (6) der (8) ,der (12),
complexo der(i2),der(i6ó6),der(21)C[17)]

45, XY der (4) ,der(6), der (8) ,.der(12),3­C,
der (16) ,.der(21)C1]

459, XY der (4), der (6) der (8) ,der (12),
der (12),­1ó,der (21)01)

Com outras altera­ 46,XY aceL1il
ções estruturais 46, XY, del (7) (a11­)ater)[1)

46, XVYst (15521) (piisa1l1i)DC1)]
46, XY.­B8s+tmarlL11
46, XY, ­lLóstmarCi)3
46, XY; ­18,+marL1i1
46, XY)­C3s­21stmarstmarCil)

Com alterações 45,XY,­12011]
numéricas 45,XY;­15C1)

|

495,XY.­16011]
45,XY,­CLS5]
495,XY.­DC1)]
49,XY,­FCO]

44,XY.,­13,­20L13]
44,XY,­C.­CL1]

42,XY1­Cy­Dy­Fs5­FE11]

41,XY4­Cs­Cy5­Cy­C;­16L11
no. cromossômico « 40Lº2]
endorreduplicaçãoCLe2)
PoliploidiaC3)

Com alteração numérica end46, XYs.t (135195) (qa12esadolIC11]
e estrutural
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expressão do fraí(i)(qg22l)s ilustrados na Figura (95Dasb). Contudo, em

algumas células com cariótipo normal houve a manifestação de um Ou

de ambos os sítios frágeis e; em células que apresentavam eventos

cromossômicos anômalos, foi observada à ocorrência independente de —um sitio fràgil (A MÁ AC MONO Po FETO: ho Coe XE UCL ce A PO
Dezessete metáfases apresentaram um rearranjo estrutural/(PO

complexo envolvendo sete cromossomos! 0 43 0 63 0 Bs; os dois 183; O €U
16 e 0 21 (Figuras 6 e 7). Esse rearranjo foi encontrado nos quatro 41 hi
frascoss sendo por isso considerado clonal. Uma metáfase continha 45 e
cromossomos, incluindo os cromossomos derivados com exceção dos
der(i6), porêm a cêlula apresentou perda de um dos cromossomos t6.óo

AROS,
Situação semelhante ocorreu em outra cêlula, que continha seis dos Í'o

X
A 2
ATO

Não foi possível descrever o rearranjo ocorrido de acordo (1)

marcadores e não apresentava um dos derivados do cromossomo (12;

porém a cêlula também apresentava perda de um cromossomo C.

com a fórmula resumida proposta pelo ISCN (19914; suppl)s devido à

sua complexidade. Por isso; ilustra­se na Figura ó os esquemas de

cada cromossomo derivado e dos segmentos do cariótipo dos quais

provavelmente se originaram; e apresenta­se na Figura 7 fotos ilus­

trativas de cada derivado retiradas de diferentes metáfases. À

especificação proposta dos sete cromossomos derivados, de acordo com

as normas de nomenclatura da ISCN (1991, suppl) ê apresentada na

Tabela 8.

Diversas outras anomalias cromossômicas naão­clonais foram

encontradas neste caso. Uma cêlula com endorreduplicação mostrou uma

translocação (1315) (g125s542ê) (Figura 8) e outras com 46 cromossomos
tinham a t(15521)(pii135at11) (Figura Sc) e a del(í(7)(oiil­)ater) (Figura

9d). Quatro metàfases apresentaram cromossomos marcadores com cariôó­

tipo 4654XYs,­lóstmars 4639XY3­Bstmars 4639XVY3s­Cs­2Cistmarstmar (Figura

Se­h) e 463;3XY;­18,+mar. Foi também encontrada célula com 46 cromos­

somos que continha um fragmento acêntrico. Vinte e uma metáfases

apresentaram perdas cromossômicas aparentemente casuaiss duas mani­

festaram só endorreduplicação e três eram poliplóidess com números

cromossômicos que variaram de 89º a 92, 1
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Figura

b.
>

E.
Ô

fra(1)(q12)fra(1) (p22) der(15) 15 21

S.

É ú |
mar 2

|

g

15mar

x ”

der (21) e 21der (21) e 22

1
'

do fra(1)(p2a) em (a)s do fraíil)(agie)

como t(15521)(p1isa911) em

cromossomo marcador em (e­h)

Ilustrações em

(b)s de anomalias não clonais,

(c)s delií7)(aii­d)ater (d),

e der(21) participando de associação de satélites com o

2e 21 (js

cromossomos normais da metáfase foram incluídos

(d­h)

cromossomo em (1) e com o cromossomo em

Alguns

nas fotos para comparação com O cromossomo

alterado.
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ápter— 4q25

12?924—­ 12Pq14

6q24—­ 6qter

6pter—*+ 6gql6

8q12— 8ater

Des

8pter—» B8q11

lógqll— lógter

12ºpter—» 128413

4926­—e 4qgter

12Pprer— 12Pq1?

21922— 21qter

der (12)b

l6pter— 16q11

12º913 — 12ºqgter

21pter— 21922

6qg23— 6q21
12Pq24— 12Pqter

Figura é. Esquemas ilustrativos dos derivados dos cromossomos 43 és
8, idas 12bs;s 16 e 21 do caso 1103.
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der(4) — Apter— cen 4q25::12P924— 12Pq14::6g24— 6gter

6pter—» cen 6g916::8q912— 8qgter

8pter—> cen— 8q11::16g9l11—» l6égter

der(12)a 12ºpter— cen 12º913::4q26— 4qter

der (12)b 12?pter— cen 12P913::21922— 21gter

der(16)  l6pter— cen—e 16911: :12º913— 12º qter

b b
der(21)  2l1pter—e cen—e 21922::6923— 6921::12 q, 12 qter

Figura 7. Composição Proposta e fotos representativas

cromossomos derivados do caso 1103.
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Tabela 8. Identificação dos sete cromossomos derivados de rearranjo múltiplo complexos

its,

no raso

Composição Proposta

dert(4)t (4512) CocSraeA)t(1016) (al árognd)

der(6)E(asB)(alósgio)

der(B)t (Sid) (olizoii)

derti2It(ici4) (aidigdode

der(i2)t(isa) Colargeo)AeA

der(1é8)t Góis) Caiizais)

der(di)E (Dio) (Caddrgda)t(Asia)(anizged)

Especificação Proposta

dApter­icen­dâgsliiicoasaoicalárticação)béoter

ópter­)cen­ógid­)aiBaio­Bater

Bpter­)ren­Iegiiciidaii­lidater

ivpter­)cen­HHsgi32:ágeSs­ater

igpter­Icen­)icaldiniciado­ioter

ideter­icen­Hidoli:iiêgio­dater

dister­dcen­IPigodaidQUI láquitiicadádo­ bater

* deríidia, X** der(19)b
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Figura 8,

Jede se”naFS.3

LARSSIANecoREA+Ci mecie Ri do
nu 12

igão AbABA Ah RREO RV
13 14 7"s 6

aua oo RE ARICAE.
F E

19 28 21 22

Cariograma de metáfase do caso 1103 com endorreduplicação

apresentando uma translocação t(61315)(a01234228).
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IV. DISCUSSÃO

Estudos citogenêéticos em células de tumores benignos

ainda são escassos; mas já há resultados muito interessantes. Essa

raridade provavelmente decorreu do fato de que se supunha que às

lesões benignas eram cromossomicamente normaiss achado contudo que

vem sendo há algum tempo identificado como inconstante.

Segundo Sandberg (19914); a complexidade das alterações

cariotípicas nas lesões benignas pode indicar o envolvimento de­:

genes que estão relacionados com a proliferação celular;s mas não com.

a transformação maligna. Algumas neoplasias de natureza benigna,

como os lipomas, e de natureza malignas como os lipossarcomas,

ofereceram oportunidade especial para expandir o conhecimento sobre

O Papel das alterações cromossômicas na proliferação celular e sua

possivel relação no processo de transformação maligna. Dos lipomas

existems segundo Mrôzek et al. (1993) seis subtipos citogenéticos:

os com cariótipo ÁBrmal, os com hiperdiplioidia e Lromossomos em
anel, os com Pseudodiploidia e com rearranjos do tipo
t(3312) (GBA 13­a915), t (1512) (p3S­335913­15), t (2312) (pe1­22sa13­14)
e táíiesei)(ail35;5421­228), os com del (13) (at2­a22), os com aberrações
envolvendo a banda 11913 e os com rearranjós em óp2i­23. Fato impor­
tante é que o subgrupo que apresenta a t(3512)(92B3a413­15) tem um

prognóstico alarmantes pois rearranjos que incluem esses pontos de

quebras são também encontrados em lipossarcomas;s segundo Teyssier
(1989) e Teyssier & Ferre (1989). Entretantos segundo Mrózek et al.

enquanto que nos lipossarcomas os pontos de quebras são comumente ;
Ê

/
Í

(1993), os pontos de quebras em lipomas são consistentes em 12915,

A
encontrados em 129143. Portantos esses autores puderam esclarecer uma

controvêrsia existente anteriormentes mostrando que as regiões afe­

tadas em ambos os tumores são diferentes.

Os rearranjos encontrados em lipomas e lipossarcomas

incluem pontos de quebras nos cromossomos 1 e 2. Anàlises molecula­

res têm conciuído que os oncogenes BLYM, MYCL1 e JUNs localizados no
cromossomo 15 o MYCN localizado no cromossomo 2 e os oncogenes ERG e
ETS2 localizados no cromossomo 21; que estão próximos aos pontos de
quebras recorrentes envolvidos nos rearranjos encontrados em lipo­

mas; não exercem influência no estabelecimento dos mesmos. O estudo

dos genes WNT1 e GLI;s mapeados em 12913; revelou que esses genes não
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se encontram alterados em lipomas nem em lipossarcomas. Entretanto,

a análise molecular dessa região mostrou padrões de metilação dife­biçimrEST NAÇLO Lorentes em GLIT enMlipossarcomas (Paulien et al... 19914;  Sreekantaiah
et al., 1991ib).

Em relação ao tumores ôsseos beniognoss foram localizadas

informações citogenêticas em onze publicações;s que estão resumidas

nas Tabelas 2? e id; para facilitar a discussão. Os tumores mais

frequentemente analisados no presente estudo foram osteocondromas.
(casos 840, 929, 932,» 97435 1068; 1069 e 1071) e os achados são de
grande valia, pois até o momento as únicas referências sobre estudo

citogenético em osteocondroma haviam sido feitas por Fletcher et

al. (1989); que afirmaram serem frequentes alterações estruturais
não­clonais nestes tumores, e por Bridge et al. (19920) (Tabela 9).

Nos sete casos ora analisados não foram encontradas alte­

rações estruturais cionaiss mas chama a atenção a tíces4)(qg123933),

do caso 840; cuja clonalidade não pode ser confirmada por razões

têcnicas. Além dissos conforme jà destacado por Mertens et al.

(1989); as anomalias consideradas não­clonais podem refletir peque­

nos clones celularess que não se confirmaram em função do estudo de
número insuficiente de cêlulas. Portantos apesar da t(234) detectada

em repetição em três células não ter sido considerada clonals em

função dos critérios adotados;s não se pode descartar totalmente à

hipótese de clonalidade.

Essa translocação não foi referida em qualquer das

Publicações sobre tumores ósseos benignos e até o momento nenhum
oncogene foi mapeado naquelas bandas cromossômicas. Na banda 2912
foi mapeado o gene codificador do receptor da interleucina 15 IL4IR,
e nessa mesma banda ou entre as bandas 291i2­ag21 está o gene da
interleucina 15 ILLA; que ê uma citoquina plúrifuncional com papel
importante na regulação do sistema imune e em processos inflamatôó­

rios; segundo Cowen et al. (1983) e Saklatvala (1986). Além dos

efeitos citostáticos e citotôxicos exercidos em células neoplásicas,
a interleucina atua também na diferenciação e crescimento das

cêlulas hematopoiêéticas;s ativação dos osteoclastos e reabsorção
ôssea e cartilaginosas atividade mitosênica e inibição do crescimen­

PRA
to das cêlulas tumorais (Raitano & Korc, 1993). Entre as citoquinas

QhNIP orMT tt A a A acatraarrnamen e ema O
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Tabela 9. Anomalias cromossómicas encontradas em condroblastomas. encondromasa osteocondromas e fibromas condromi­

xbides,

Tipo do tumor Referência No. de Ho, modal Anomalias cromossômicas
casos

clonais não­cionais

Condroblastoma — Mark et al. (1992) ó tio7a2O) (ndespãões
pidigio­gêlicio­nil) hipodiplôides

Encondrorma Teyssier (1987) *

Bridge et al. (1969) (2113) (pidio33)
+5

Handah] et al. (1990) ó tOXsIDIBIÃO)
(ocdroilsiiiicid),.
del der(8) (p22)

Foi
(917).18. tmar

Bridge et al. (1999) (12115) (9135926) fusões teloméricas
1669)
1(6p), +08

Handah! et al. (19933) derí7)t(7112) (q323a9513)a
dictiPrie)(aidr913)
der(1á)t(idsis) (Gidição)
ides.add(5) (013)

Osteocondrosa Fietcher et al. (1989) não informativo alterações estruturais
diversas

Encondromas

Condroblastomas
:

Fibroma conóro­ RBridoe et al. (1990c) 37 454 474 18 alterações em iSpií
nixbide e e i5pee
Osteocondroma

cf. Mandahl et al. (1970)
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Tabela 10, Anomalias cromossômicas encontradas em tumores ósseos benianos de células gigantes,

Referência No.de No, modal Anosalias crosossósicas
Casos

clonais não­clonais

Schwartz et al, (1991) ?

3 tio Npidiçãe) fusões teloséricas
outras (t,de),der)

fusões teloséricas
nutras (E)

der (20)E 1320) (glaiater1o) fusnes telosêricas

fre outras (del.der)

Há
1?

se tusões teloméricas
outras (del.der)

fusões telosêricas
outras (tadel)

fusões teloeêricas
outras (der)

fusões telonóricas
outras (der)

dic(11319) (pi5igta) fusões telosêricas

der (19)EÇ195FI (413?) outras (der)
­X.t (113) (pIDIÇÃÃO)

fusões teloméricas
outras (del)
fusões telosóricas

fusões telosêricas
Bar­0ê

deinasor

Holensar et al, (1590) IMERITAALCSSETIOO

se der (9) (191TI (9138)

der (29)ELL722) atesta)

Fidiestlatinveidd, [SSTIRSACINRHA
del(4) (9233907) dic(PsiNOA

)
1912)

AA
AVAVAY

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



Tabela 10. Continuação.

Referência No. poda! Anosalias cromossógicas

cionais não­clonais

Rridoe et al. (19922)

V

fus(1991269), fus(Bps2dg)
tus(cpiiop)
fus(Bpicog)
tus(epicópl,
t(t65?)(pt53?)

+
+H9,+21

piSseil)bo )
H:389)

1413)

fus(i5p) (ia)

tus(19psi9a)

fusíegrida)

LASUINSACIS TES PIASDELA
(19587) fustidgsido).
19, fus(i4piciplar(11)

ri). fusíXas?o)

titder (4) EUA)(p3Piat31aPê)del (2) (pe)
E(757) (passado) EUBI?)
(pib?) ECBSTICpida?) AE CÃ7S
TIalpida?t)t(195?I(91937), +08

tU171?) 9833?)

tus(iápicid tuslispicip)

Fi1?) pis?)

10
tE718)pLis011,23)
A9tC2A)(pt 5)
t(81?)(peds?)
tear

ttf) ptiaail. o)

delta DUE)tbadel(6)(23),t(23?)
(pes?)Etipos), dell?)

ELST) (Ds), tr (15)
del (4)(pt3)

F717) (0367), táúninçtO,
+imarsti7,+49ar

537) (93537) +iB, 400, tee
ritidtiitaib)ipfointico)FUGSINETO )
te 118) (piinidelit)giid.de) (S)(piá

+Hd.tidstmaratetraslo ide
­Ya­ia­ba­19,19, 4 Ar

LESTASESANS RITASO)

18
rité)
dicliisiDipiiiaidictaar,

(1817) (9263?)
cxde 1(B)(pii).temar

tELisi7) pi)

­13

rã)
­

JT i9 IX ii
ti) (pda) i7

del(1) (pel), ­B,cer(S)s[(IETESTCIETES

deliiliaei)

“18,+i(189) tb. tear
= 37 16,­47,­02

5 6
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existentes, a interleucina 1 tem sido considerada potencialmente à

mais importante como mediadora em processos inflamatórios e está

sempre presente em doenças infiamatórias que têm como caracteristi­

ca à reabsorção óssea, caso da artrite reumatõide e da osteoartrose

(Gowen et al., 1983; Saklatvala, 1986). Com base no expostos seria

esperado que nos osteocondromas;sque são tumores. formadores .de
cartilagem, a interleucina 1 atuasse no processo de reabsorção
6ssea. Não se pode afirmar quea alteração vista ao nivel citogenê­
tico neste Ponto dequebra tenha. exatamente afetado. tais. “genes,
porém Se isso aconteceu ê Possível que ambos os produtos tenham sido
funcionalmente alterados, perdendo nessas células sua atividadeeatta sao ninar a antaana. EEanti­ tumor ede reabsorçãoÓssea e resultando em uma lesão neoplási­

.
pe sento rama

Ca.

Em três células de amostras de osteocondromas foi obser­

vada à translocação t(é(13522)(pilsali) ou (ailspil), sendo que duas

delas foram encontradas em um mesmo Paciente e uma em células de
outro paciente. A translocação t(13522)(pilipii) jà foi descrita por
Molenaar et al. (1992) como um evento clonal em um tumor ósseo de

cêlulas gigantes (Tabela 10).

Outra alteração cromossômica encontrada em dois osteocon­

dromas benignos ora estudados foi a trissomia do cromossomo 15; que

ê sabidamente envolvida em condrossarcomas (Mandahl et al.., 1990,

Tabela 12). Esse achado poderia associar os osteocondromas com os.

condrossarcomas. Contudos anomalias no cromossomo 15 têm sido também

descritas em outros tumoress como carcinoma de côlon,s neuroblastoma,

retinoblastoma e meningioma (Mitelman, 1991).

Um dos eventos mais frequentemente encontrados na análise

dos sete casos de osteocondroma foi a Poliploidia, que ocorreu com
frequência relativamente alta em seis dos casos estudados: em cerca
de óé6% das células no caso 840; 22% no caso 929, 31% no caso 9232,

14% no caso 974; 16% no caso 1068 e 19% no caso 1071. O único caso
em que não foram encontradas células poliplóides foi o 1069, do qual
sô foram analisadas seis cêlulas. O fenômeno da poliploidias segundo

Williams & Daly (19990), tem sido pouco estudado em tumores ôsseos,

Porém segundo esses autores parece indicar malignidade ou instabili­

dade cromossômica e; Portanto;s está relacionado com predisposição

à progressão maligna.

De acordo com os estudos de quantificação de DNA por

RA
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citometria de fluxo, realizados por Bauer (1988), Chen (1989),

Williams & Daly (1990) e Mandahl et al. (1993b);s a poliploidia

indica um mau prognóstico em lesões benignas e malignas, Pprincipal­
mente condrossarcomas e osteossarcomass e também em tumores de pele,
de bexiga; de mama e de intestino. Segundo Williams & Daiy (1990),

Pacientes com tumores ósseos diplôides apresentam uma sobrevida. Àd
81%, quando comparados aos pacientes com tumores aneuplóides,s *
apresentam sobrevida de 29%. Lesões diplóidesestão associadascom
um melhorPrognósticos enquanto que as lesões hiperdiplóidestêm um
curso clinico desfavorável, apresentando alta frequência de  recor­
rência dotumorapósressecção e surgimento de metástases em outros
órgãos. Portanto, a análise quantitativa de DNA pode auxiliar no
prognóstico dos tumores e também no diagnóstico dos tumores dssees
que apresentam discrepâncias entre o comportamento biológico e o
histopatológico.

Poder­se­ia considerar a hipótese de que a poliploidia

observada nos pacientes deste estudo refletisse efeito de condições

in vitros mais especificamente do bloqueador mitôtico colcemide.

Contudo; apesar de em três casos (929, 732 e 974) ter havido exposi­
ção prolongada (16h) a esse agentes nos outros três casos (840, 1068

e 1071) as células não foram expostas ao colcemide por mais de &
horas e; portanto; não se poderia atribuir a taxa elevada de poli­

Ploidia ao bloqueador mitótico.

Os tumores podem apresentar, além de alterações cromossô­

micas clonais primárias e secundárias; outras anomalias não­clionais
que são casualmente distribuidasno cariótipo. Quando a instabilida­
de nas células tumorais ê pronunciada, essas alterações dificultam a
detecção das anomalias verdadeiramente relacionadas comaPatogênese
do tumors conforme jà destacado por Mitelman =(1990). As demais
anomalias cromossômicas encontradas nos casos de osteocondromas

estudados no presente trabalhos como a del(íB)(íagai2­13) devem enqua­
drar­se na categoria das alterações casuais.

R

Outros tumores ósseos benignos sobre os quais dispõe­se

de informações citogenéticas são os condroblastomass os encondromas

e os fibromas condromixóides, cujos achados citogenêéticos constam da

Tabela 9. A análise citogenética de seis encondromas estudados por

Teyssier (1987), Mandahl et al. (1990, 19932) e Bridge et àal.

RA
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(1992b) revelou alterações cromossômicas estruturais clonais nos

cromossomos X5s 65, 735 8) 9, 12; 15 e ló; incluindo as associações

teloméêricas em um dos casos, enquanto a única alteração numérica,
trissomia do cromossomo 20, foi encontrada por Bridge et àal.

(199ºb). Em um caso de condroblastoma, Mark et al. (1992) identifi­

caram um rearranjo complexo que envolvia os cromossomos 135 953; 17 e

ce.

Bridge et al. (1989) apresentaram um caso de fibroma

condromixóide que mostrou alterações estruturais nos cromossomos 2 e

13 e trissomia do cromossomo 595.

Bridge et al. (19920) apresentaram resumo dos achados

citogenêticos em 12 condroblastomas, 11 osteocondromas, 12 encondro­

mas e 2 fibromas condromixóides. As aberrações numêéricass geralmente

do tipo trissomias envolveram os cromossomos 95 7 e8eos eventos

estruturais envolveram com maior frequência o cromossomo 159 nas
“bandas 15p11 e ísçcê, Essas alterações também foram observadas em

neoplasias OssesS cúártilaginosas benignas; caso dos tumores ósseos
de células gigantes (Schwartz et al., 1991; Tabela 10), mas nenhum

7
, , ;dos pontos de quebras descritos coincide com os encontrados no

"presente trabalho.

Entre as alterações cromossômicas não­clonais encontradas

no presente estudos coincidem com as descritas na literatura àa

trissomia do cromossomo 8; que também foi referida por Bridge et al.
(1992a;sc;s Tabelas 9 e 10) em tumores ósseos benignoss assim como a

monossomia do cromossomo 17 e a translocação (13322), que também

foram encontradas em tumores ósseos de cêlulas gigantess;, respectiva­

mente por Bridge et al. (1992a) e Molenaar et al. (1992; Tabela 10).

Embora os achados ora apresentados não tenham sido con­

sistentes; não pode ser descartada a hipótese de que as alterações
observadas possam estar relacionadas com a iniciação do osteocondro­

ma ou atê com a progressão maligna à condrossarcoma ou à osteossar­

coma. Portanto, ainda são necessários estudos para que essas lesões

sejam melhor caracterizadas citogeneticamente e para esclarecer o

significado de tais alterações cromossômicas no desenvolvimento

desse tipo de tumor.

Os tumores ósseos de cêlulas gigantes já foram mais

estudadoss e na literatura foram localizadas informações citogenéti­

cas sobre 51 pacientes (Tabela 10), em três estudos desenvolvidos
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Por Schwartz et al. (1991), Bridge et al. (19922) e Molenaar et al.

(1992). As principais alterações cromossômicas estruturais foram

fusões teloméricas, aque envolveram os cromossomos 2. 8,5 9, 10; 11,

143 15; 18, 19, 20; 21; 22 e Xs mas os telômeros mais comumente

afetados foram os de 9q95s 11ps 13ps 195p3; l1óps 18Pp, 199, 20q e 21p.

Esses tumores são caracterizados não sô pela associação telomérica,

mas tambêm por outras anormalidades cromossômicas estruturais

múltiplas que incluíram inúmeros cromossomos, e às anomalias numéri­

cas detectadas envolviam todos os cromossomoss com exceção do 23 4;

5; 12 e i4. No caso do tumor ósseo de cêlulas gigantes analisado no

presente estudo não se obteve resultados similares aos resumidos na

Tabela 10. O único achado a ser destacado neste caso é a elevada

frequência de poliploidia (cerca de 32% das cêlulas)s que pode estar
relacionada com Oo aspecto mais agressivo desses tumores. 4º O tal

Lu UNO OLL
As alterações cromossômicas verificadas nos tumores ora

analisados coincidem parcialmente com as encontradas em tumores

Ásseos malignos. Um resumo dos achados citogenéticos em tumores

desse tipo é apresentado nas Tabelas 11, 12 e 13; sendo que à

Primeira refere­se aos condrossarcomass a segunda aos osteossarco­

mas e a terceira aos sarcomas de Ewing.

Com base no estudo de quatorze casos de condrossarcomas,

relatados por Fletcher et al. (1989), Mandahl et al. (1990),

Sreekantaiah et al. (19913) e Hirabayashi et al, (1992); pode­se

observar a multiplicidade de cromossomos afetados por alterações

estruturais (cromossomos 15; 933; 43 SOS; 63 735 95 105 11, 12; 13, 14,

155 163 19; 20) e numéricas (todos os cromossomos),s incluindo tris­
somiass tetrassomias e perdas cromossômicas.

De acordo com os estudos realizados por Mandahl et al.

(1986), Castedo et al. (1988), Biegel et al. (1989); Noguera et al.

(1990) e Sinovic et al. (1992), resumidos na Tabela 12; as anormali­

dades citogenêticas estruturais frequentes em osteossarcomas também

afetaram praticamente todos os cromossomos; com exceção do 23; 435 16,

20; X evY; enquanto que as anomalias numêricas envolveram todos os

cromossomos; com exceção do Y.

Biegel et al. (19689, Tabela 12) analisaram citoogenêética­

mente oito casos de pacientes com osteossarcomas pediátricos, que

apresentavam cariótipo constitucional normal. À constituição cromos­
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Tabela fi. ânomalias cromossômicas encontradas em tumores malionos do tipo condrossarcomas.

Referência No. de — No. modal ânomalias cromossômicas
[3505

clonais não­clonais

Fletcher et al. (1989) H EF) der (3) (347) (01?) diversos der e del

Nandah] et al, (1990) 462

8 ­p5 MAYA ADA ATA7,AB.49 410, LOLitFidçrid,
PLA, +i5, 16,47 ,487,80,31DA469,
120,42] +22, del (4) (422) ,i(f2q),del (48) (pifosê)der (AS) (45)
(g2ixpid)cHA­7rar

Xe”bar 10.71i­131.7 14.7 iB.­ces
del(5) (913) t(4437) (01337) +i­ômar
1937) (61387)

—2a­iB.del (3) (p23) «ilép) t(737) diversas
(98817)

teszda 75+ '

diversas
paapãt), t :(nã17)ade

(pídi?t)ade
FCTSRISSET

—11­é,­id.del píápão), diversas
der(iDtECisie)(padsaia).i(9o)

idem. 22

SEEA TESTES ELITE ATE NRTRINTA ST) diversas
HH HDD AI HiDA IO,
+19 HA, Hd rio, +Hidaridarioa
H7HÍ7HE7AH PDAHADAHÁR ATOS
+2O+LÍstHOi a +PR.+PE HER,teids7)(piis), t(1017) (pio?)
ct(127) (os?) ct AT) (pids?)a
del (1) (pis ).et (1537) (pidit),
eticost) (aids?) +9­ómar

V1­ós +77io.ida13,­20, diversas
ti417) (03557), del (5)(82),
+ônar

diversas

Greskantaiah et al. (1991) Íí 5 +54H7,+12,+19,+00,+21 .+02
Via t7AH7a+icar+ica+AiTai?,
+2d. +01. t2la+ão,+02

Hirabayashi et al. (1992) j tidzic)(aPoigid)at7,HB.tid, diversas
+17, +19,+00,.+2Íi

dert19)t 1219) (alar913)
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Tabela 12. Estudo citosenético em osteossarcogas.

No. de — No, modal ânosalias cromossonicas
rasos

clonais não­cionzis

Kandak] et al, (1986) 3 tiesiBi(adáscio), diversas
der (X)t (X39) (n1iipDA) ,­4,­5,­13,­201
der (9) (X39) (ati sp) 4,25, ­13,­21
der (10) (10319) (pidiçid).cd,­0,­id,­l
der (19)E (19519) (p133913)
1079)

Castedo et al. (1988) ­ +ier (3)EC39) (011 gti), tir (9)t(517) diversas

(piesadid, tder (SIE CDATI(piciat)a
der (E7 TI (pads, der(BIEC4B)(piês
pis)der (9) (9143) (ii ipi d,tder (19)
tias ?ICGDR9) der (CAANECIA TI CTT)
der Ci?) (174?) (pidi?td mario

Biegel et al, (1989)

­3,­10,­13,­15,­19 anosslias estruturais eiitiplas

Xerdanda Ba 9. id, 10.9, 08, anomalias estruturais ebltiplas
2d, ­21,­0?

+,HA 45,19, 44,5, anomslias estruturais eúltiplas
—­17,­18,­21,­02

126, 10,­10,­ 15,10,14,­18,­18, anosalias estruturais ebltiplas
­?i

3, 4,101, ­6,­B,­9,­13,­14,­14, anomalias estruturais ebltiplas
16

Did, 5h?9,­10,­11,2iD.­ida anomalias estruturajs eiltiplas
15.71617­17,­08,+01.­02

Noguera et al. (1998) +Bailig).t(1isco) (qe4zaio)

Sinovic et al, (1992) tr OU tear
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Tabela 13. Estudo citosenético em sarcogas de Evsins,

Referência No. de — No. eodal ânoealias crogmossôgicas
casos

clonais não­clonais

Aurias et al. (1984) À +B,der (2) (Pses) (pesado)
der(i1) (sis) (pos?)
der(oo)

idem. addoi

der(992)(4345 ata),
der (29)t (97:20)(347)
pta)ader(22) (Dorsa) (pidsaia

der (11) CLiPR) CaPásaded,
der (da )E (1522) (gediçto)

der (14H Cie) CaPásçÃo),
der (22)t (122) g24i9ta)

der (43) CPA) CoPátade),
der (22)E (1520) (qadigid)d,
der (1)t (1522) (peisada),
der (eo)tlisaa (patigio)ailio)

Turc­Care] et al. (1988) 1? 45­5 Fides iiasáçããe) diversas
46 tCiseriid) (aPáraiciadi)
43 tti2S) Casado) invEder (14)

tigediaio))
der (2O)E CSS Cgadiado)

tOLIRP)Cacá; aÃoa) ,tder (22)
tica gedsção)
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sômica das cêlulas tumorais foi complexas e o frequente envolvimento

do cromossomo 13 confirmas ao nível citogenêéticos a perda de hetero­

zigosidade no loco RBi do cromossomo 13 vista nesses tumores. Entre­

tantos o achado de anormalidades cromossômicas na grande maioria dos

cromossomos forneceu evidências de que a perda de heterozigosidade

não é restrita ao cromossomo 13; podendo haver O envolvimento de

outros locos no desenvolvimento ou na progressão do osteossarcoma ;
(Sandberg, 1990).

Dois estudos citogenêéticos em sarcomas de Ewing  (Aurias

et al.;s 1984; Turc­Carel et al., 1988; Tabela 13) referiram os

cromossomos 1,5, &8&,%, 9,5, 11, 14; 16, 20, 21 e 22 como os mais frequen­

temente afetados nas aberrações cromossômicas estruturaiss e à

trissomia do cromossomo 8 como a anomalia numérica mais consistente.
mA “Aurias et al. (1984) e Turc­Carel et al. (1984) haviam
descrito a ocorrência nesses tumores de uma translocação consisten­

te; a t(11522); que foi confirmada como um marcador citogenêético por

Douglas et al. (1986) e Wang­Peng et al. (1987). Alterações idênti­
cas têm sido encontradas em outros tipos de tumores neuroectodêrmi­

cos; como por exemplo em osteossarcomas de cêlulas pequenas (Mandakhl

et al., 1990); em tumor de Askin e em neuroepitelioma periférico

(Sandberg, 1990); oO que sugere que tais tumores sejam de origem

relacionada.

Cromossomos 13 derivados de t (13528), jà foram referidos +
em osteossarcomas por Biegel et al. (1989); e em retinoblastoma (efa
Mitelman, 1991); e esses achados adquirem sionificado pois parece

haver uma associação dos genes envolvidos no desenvolvimento de
retinoblastoma e osteossarcoma.

Já foi verificado que indivíduos que carregam uma mutação
constitucional no gene RBi; mapeado em 13914, têm um risco cerca de

500 vezes mais elevado do que a população em geral de desenvolver

tumores secundários não, — oculares, especialmente osteossarcomas
(Hansens 1991; Hovig et al..s 1991). Toguchida et al. (1986886),

Horowitz et al. (1990), Araki et al. (1991), Hansen (1991) e Wunder

et al. (1991) descreveram a ocorrência de rearranjos estruturais no

gene RBi em osteossarcomas e Reissmann et al. (1989) e Wunder et al.

(1991) os descreveram em sarcomas de tecidos moles;s sugerindo à

Participação do gene RB4 no desenvolvimento desses tumores. Araki et

al. (1991) isolaram fragmentos de DNA da banda 13914 e confirmaram a
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deficiência desse gene em alguns casos de osteossarcoma. Além disso,

estudos quantitativos de RNA demonstraram que oO gene não éê expresso

em alguns osteossarcomass oO que sugere que o gene RBi ou um outro

à. gene qualquer localizado em 139 pode ser responsável pela origem de
him eranmaa cr dasmarina os em ara snemocTTr Tengeco ns ese. ­ E Res ar IARA a o e MEC aro

osteossarcoma. Gilman et al. (1985) descreveram casos de osteossar­
comas associados com anormalidades constitucionais em 139148; nos
quais o paciente não apresentava retinoblastomas sugerindo que genes

encontrados nessa banda possam estar relacionados com o desenvolvi­

mento de osteossarcomas.

Não foi possível determinar com precisão 05 pontos de

quebras da translocaçãos que pode ter ocorrido em 13p11 e 22911 ou

13911 e 22pii, onde não há oncogenes mapeados. Além dissos os prová­

veis pontos de quebras nas alterações que envolveram o cromossomo 13

e ce não afetaram o gene RBi. Contudo, é interessante destacar a
importância da t(13522) encontrada neste trabalho, poisgenes dessas
bandas Podem ter sido alterados, de forma a serem responsáveis pela
transformaçãomalignaem Losteossarcoma.tCedonesçãÃ, Tae:
araaro art ma o ANDO

Entre as alterações cromossômicas numéricas referidas
neste estudo merecem destaque a trissomia do cromossomo 8s a qual

estava presente em uma cêluia que apresentou também à t(133522)s;s ea
monossomia do cromossomo 1/7. A trissomia do cromossomo 8 jà foi

encontrada em condrossarcoma (Hirabayashi et al., 1992; Tabela 11),
em osteossarcoma (Noguera et al.;, 1990, Tabela 12); e em sarcoma de

Ewing C(Turc­Carel et al., 1988). Esses achados são interessantes
Porque os osteocondromas podem dar origem à condrossarcomas e oste­
ossarcomas. QDutro fator de grande valia Para O esclarecimento do
significado da trissomia 8B nesses tumores é à presença neste cromos­
somo do oncogene MYC;s responsável pela malignidade em alguns

tumores. Alterações nesse oncogenes como a provocada pela

t (8322) (qe45a11), são responsáveis por sua ativaçãos ele passa a ser
expresso em altas taxas e é, então, responsável pelo processo malisg­

no no linfoma de Burkitt. Heim & Mitelman (1987); considerando esses

achados e também a confirmação da amplificação do MYC em cerca de

10% a 2ô% dos tumores em geral, que era mais frequente em metástases

do que em tumores primários, propuseram a amplificação gênica prova­
velmente não é uma caracteristica de tumores primários, mas sim de

lesões em estágios mais avançados estando relacionada com um mau
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prognóstico. Entretantos não se pode descartar a hipótese de que à

trissomia do cromossomo 8; em tumores benignoss;s possa estar relacio­

nada a processos iniciais de transformação maligna de osteocondromas

Para condrossarcomas ou osteossarcomas.

Com relação a perda do cromossomo 17; encontrada em nove

cêlulas de quatro casos de osteocondromas já foi relatada em tumores

ôsseos malignos como condrossarcoma (Hirabayashi et al.,s 1992),

osteossarcoma (Biegel et al., 1989) e sarcoma de Ewing  (Turc­Carel

et al., 1988; Mitelman, 1991), além de ser frequente em uma varie­

dade de outros tumoress principalmente em carcinoma de cólon.

A perda do cromossomo 17 está associada com à deficiência
do gene TPS53; um dos possíveis genes supressores de tumor. Altera­
ções nesse gene em famílias com alta incidência de câncer foram

descritas por Malkin et al. (1992) e Toauchida et al. (1992); nas

quais oO osteossarcoma foi bastante comum. Dockhorn­Dworniczak et al.
rom ni ot

ma

(1990) encontraram perda de alelos no loco TPS53 em 75% dos casos
estudados de osteossarcomas e esses resultados, em adição aos demais
já referidos na Introdução deste trabalhos sugerem que perdas aléli­
cas no gene TPS3 podem constituir­se em eventos fundamentais na

origem de osteossarcomas.

Perdas alêlicas no gene TPS3 também são frequentes em”
outros tumoress como é o caso do câncer de mama (Matsumura et al...
1992) e parecem estar envolvidas em sua progressão. Além disso, de.
acordo com estes autores, é provável que haja um outro gene supres­/

r

sor de tumor em 17pPs localizado distalmente ao TPS53,;s e que também!”

esteja relacionado com o desenvolvimento de neoplasias de mama. É

Em relação às lesões ósseas não­tumorais,s há poucas in­

formações citogenêticas disponiveis na literatura. DO caso 1103 era

uma lesão óssea benigna diagnosticada como cisto ósseo solitário.

Sua etiologia permanece incertas mas ele pode ter se formado em

resposta a um processo traumático. Segundo Malawer et al. (19859),

esses cistos raramente são confundidos com tumores benignos ou

malignos.

Sobre cistos ósseos solitários não foram encontradas

informações citogenêticas. Outro tipo de cisto ósseos o aneurismáti­

cos teve 10 casos analisados citogeneticamente por Pfeifer et al.

(1991), sendo que oito mostraram cariótipos normais e dois apresen­

taram anomalias cromossômicas. Foram encontradas fusões telomêricas
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em um dos casoss que acabou sendo associado com um tumor de cêlulas

gigantes pré­existente. Segundo os autoress os cistos ósseos aneu­

rismàáticos podem originar­se em resposta a um tumor benigno prê­

existente; caso em que podem apresentar as caracteristicas histolô­

gicas e citogenêticas desse tumor. Nesse casos oO cisto apresentou

fusões telomêricas que envolviamos cromossomos 135 25 35 43 53 73 Bs
11; 12, 13515, 16, 19, 21, 22 e Xe que são caracteristicas de
tumor ôsseo de cêlulas gigantes. Em outro paciente foram encontradas

anomalias cromossômicas grosseiras, como cromossomos extremamente

longos formados por associações teloméricass o que levou a uma

reavaliação. À nova análise radiológica e histológica do cisto

acabou revelando que a lesão eras na realidades um osteossarcoma

telangiectàásico. Esses achados evidenciaram aimportância da cito­
genéticano diagnóstico.diferencial dessas condições.

As células do cisto ósseo solitário analisado no presente

estudo mostravam quebras e falhas preferenciais nas regiões 1ip22? e

igiê, que coincidiram com a localização dos sítios fràgeis
— ­

fraí(i1)(ped) e fraí(i)(4912) (Bruns & Dracopoli, 1991). Os sitios"
P—

frágeis constituem um fenômeno citogenêtico relacionado com instabi­
lidade cromossômicas Porém seu significado biológico em câncer não

està completamente esclarecido. Sua distribuição não é casual no
genomas e existem sitios fràâgeis que têm sido associados com pontos

de quebra de rearranjos nas células tumoraiss tais como transloca­

ções», deficiências, e inversões (Watanabe et al., 1990). A própria
t(1315) (g12; 022), encontrada neste trabalho em uma cêlula do cisto
ósseo, tem pontos de quebras coincidentes com dois sitios frágeis; O

fra(1) (4912) e o fra(15)(q2e) (<Donion & Malcom, 1991).
Contudos o achado citogenêtico mais importante encontrado

no estudo deste caso foi o rearranjo estrutural tômpTexo balanceado
(Tabela 8, Figuras é e 7), que envolveu sete cromossomos (cromosso­

mos 453 é; 8; o0sS dois cromossomos 123; o cromossomo 16 e o 21) e foi

observado em 11,6% das células. Em duas cêlulas foram encontrados
i

L
ses cromossomos derivados,s estando ausente em uma um dos derivados ­X

a
xdo cromossomo 12 e um outras o deríiió)., porém como nessas células

havia perda de um cromossomo do grupo CE e de um cromossomo 1ó,

respectivamente, Pode­se supor que o5 cromossomos perdidos nessas

cêlulas fossem os derivados dertílilê)a e dertió); e que elas fossem
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perfeitamente enquadradas no clone como rearranjo complexo. O

rearranjo distribuiu­se pelas quatro rêplicas estudadas constituin­

dos portanto, uma anomalia clonal.

As alterações dos cromossomos envolvidos no rearranjo

complexo podem ser simplificadamente esquematizadas como segue:

O rearranjo éê formado por dois blocos de alterações. Um

deles envolve os cromossomos 4, 6, 1êb e 21; sendo que os cromosso­

mos óé e i1iº?2b apresentaram dois pontos de quebras no braço longo,

enquanto o 4 e 21 tiveram apenas uma quebra cromossômica. Os deriva­

dos i180b e 21 participaram de trocas cromossômicas recíprocas entre

si. O outro rearranjo envolveu cinco cromossomos, incluindo o 4 e ó.

Nestes houve apenas trocas cromossômicas simples;s com exceção do

cromossomo ó que doou regiões cromossômicas para o 4 e para o 21.

Em resumos o derivado do cromossomo 4 recebeu segmentos

dos cromossomos 6 e 1i2b, tendo recebido o fragmento do cromossomo

12b invertido. O cromossomo derivado do ó recebeu um segmento do

cromossomo 8 e estes Por sua vez;s recebeu um segmento do cromossomo

16. Em relação ao derivado do cromossomo 12a, este recebeu uma parte

do braço longo do cromossomo 43 o derivado do cromossomo 1í2b recebeu

um segmento do cromossomo 21, o der(16) do cromossomo 12a e o

der(21) recebeu um segmento do cromossomo é invertido e o telômero

do cromossomo 1º2b.

Essa alteração não foi descrita anteriormente em anoma­

lias ósseas; porém outros rearranjos cromossômicos estruturais com­

Plexos têm sido descritos em tumores ósseos benignos;s como à

t(131555317522) em condroblastoma (Mark et al., 1992), a
t(X;8,1253513) em encondroma (Mandahl et al., 1990) e a tí(i15113521) em

tumor ósseo de células gigantes (Bridge et al., 1992a). Além disso,

Castedo et al. (1988) também referiram rearranjo cromossômico alta­

mente complexo em osteossarcoma;s que envolveu os cromossomos 13; 3;

5,4 754 8, 95. 11, 12; 14; 17 e 168, sendo que seis cêlulas tinham os
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derivados do 13 33; 535 73 8º 9; 12; 14 e 17 e duas os derivados do 3,

Ss 11 e 18. Contudo; deve ser ressalvado que a análise citosgenética

desse tumor foi feita após o paciente ter sido submetido à quimiote­

rapia.

Alguns pontos de quebras do rearranjo complexo encontrado

coincidem com a localização de oncogenes referidos no Human Gene

Mapping 11 (1991). E o caso da banda 4925; local este onde estãá

mapeado O gene responsável pelo fator de crescimento epidêérmico EGF,

da banda 6éóag21i onde estão localizadog odAscnag.ada fatandae > mecyose
Hanpna1]INEA| e TNEBR o oncogene FYN; da banda 6923 onde pode se
localizar o oncogene MYB, da banda 8q91i onde está localizado o

oncogene MOS; e da banda 12913 onde está mapeado o oncogene ERBB32.

Além dissos três pontos de quebras deste rearranjo coincidem com

sitios frágeis. É o caso da banda 69201; onde està iocalizado o

fra(ó)(2i) (Ziegler et al., 1991); da banda ií2ail3;s local onde está

mapeado o fraí(iºe)(ai3) e da banda 1i2aq24;s que contem o fraíio)(a24)

(Craig & McBridge, 1991)

Vàrios pontos de quebras envolvidos no rearranjo complexo

coincidem com bandas afetadas em anomalias descritas em tumores

Ósseoss apesar de não serem consistentes. À banda 4925 foi observada

Participando em rearranjos em histiocitoma fibroso malignos um tumor

ósseo de partes moles ((Mitelman, 1991), a ó9g22 foi observada altera­

da em condrossarcoma (Mandahl et al., 1990); a 8ail em encondroma

(Mandahl et al.; 1990); tumor ôsseo de cêlulas gigantes (Schwartz et

al.s 1991), condrossarcomas oOosteossarcoma e sarcoma sinovial

(Mitelmans 1991), a i2924 em lipomas histiocitoma fibroso maligno,

osteossarcoma e sarcoma de Ewing (Mandahl et al., 1986; Mitelman,

1991); a 16911 foi encontrada rearranjada em histiocitoma fibroso

malignos em rabdomiossarcomas sarcoma de Ewing e sarcoma sinovia)

(Turc­Carelil et al., 1988; Miteimans 1991) e a 2igêee foi observada

alterada em lipomas leiomioma e leiomiossarcomas histiocitoma fibro­

so maligno e lipossarcoma (Mitelmans 199i). Não foram encontradas

referências sobre tumores ósseos com alterações cromossômicas que

afetaram o ponto de quebra 12911; mas uma região prôxima a estas a

banda 12913 tem sido frequentemente envolvida em alterações em

tumores ósseos como encondromas condrossarcoma e osteossarcoma,

segundo Mrózek et al. (1993).
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Uma outra translocação envolvendo o cromossomo (15,

t(15521) (pPL13al11), encontrada neste cisto ósseo também já foi des­
crita em tumor ósseo de células gigantes (Schwartz et al., 1991).

Os achados nessas cêlulas de cisto ôsseo solitário, le­

vantaram questões em relação ao caso. Segundo Teyssier & Ferre

(1989) e Sandberg (1990); as alterações cromossômicas encontradas

em lesões benignas tendem a ser translocações recíprocas balanceadas
que mantém à estabilidade cromossômicas concordante com o encontrado
na situação em discussão. Todavia, vale ressaltar que cariótipos com

rearranjos altamente complexos são característicos de lesões malig­

nas em estàgios avançados e relacionados com a progressão maligna.

Poderiam; entãos essas anomalias cromossômicas representar um está­

gio prêé­maligno da lesão óssea? Por outro lados Pfeifer et al.

(1991) descreveram uma lesão como cisto óôÔsseo aneurismàáticos mas

que posteriormente verificou­se ser um osteossarcomas evidenciando
um erro de diagnóstico pela similaridade histolôgica das condições.

Poderia o diagnóstico deste caso estar incorreto e a lesão consti­

tuir­se em um tumor maligno ou um tumor benigno em um estágio prêé­

maligno? O ortopedista reavaliou Oo paciente clinicamente e confirmou

O diagnóstico. Foi solicitada tambêm a reavaliação das lâminas e o

diagnóstico histológico foi confirmado.

derando a provável origem da lesão à partir de um trauma físico é se

seria possivel suspeitar que regiões Ôôsseas traumatizadas, em indi­/
víduos com predisposição ao desenvolvimento de tumores, poderiam)
Passar a apresentar aberrações cromossômicas.

Não foi possível identificar alterações citogenêticas

consistentes nos tumores ósseos benignos ora analisados; mas os

aspectos discutidos deixam clara a possibilidade de contribuição da

análise citogenêtica ao diagnóstico e também ao prognóstico das

lesões ósseas. Fica evidenciadas tambéms a importância de se anali­

sar maior número de cistos ósseos e de outras lesões consideradas

não­tumorais;s para se confirmar se alterações cromossômicas são

comuns nessas condições; e qual o seu significado.
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V. CONCLUSÕES

A têcnica de explante primários com desagregação exclusi­

vamente mecânica mostrou­se adequada para o cultivo celular dos

tumores ósseos benignos;s bem como para o cultivo de um cisto ósseo

solitário.

Nos osteocondromas não foram encontradas alterações cro­

mossômicas estruturais ou numéricas que se categorizassem como cilo­

nais; de acordo com os critérios utilizadoss Porém foi frequente o

achado de células poliplôides. Ressalve­ses contudos o pequeno núme­

ro de tumores analisados. Entre as alterações cromossômicas estrutu­

rais encontradas nos osteocondromas, destacam­se a tíces4)(q1235933) e

a t(13522) (pii15a11) ou (alispil). À primeira foi encontrada em três
cêlulas de um paciente e a segunda em cêlulas de dois pacientes, e é

Possivel que a clonalidade não tenha sido evidenciada por vazões

técnicas. Entre as alterações cromossômicas numéricas destacam­se a

trissomia do cromossomo 15; encontrada em dois pacientess e a tris­

somia do cromossomo 8 e a monossomia do cromossomo 17; aque já foram

descritas em outros tumores ôsseos.

No tumor de células gigantes, foram verificadas perdas

cromossômicas provavelmente casuais e elevada incidência de células

pPpoliplôides.

Em 12% das cêlulas de um cisto ôsseo solitário foi iden­

tificado um rearranjo estrutural clonal complexos envolvendo sete

cromossomos: o 43; oO 6ós oO 8; os dois tio, o ió e o 21. Às trocas de

segmentos processaram­se em dois conjuntos integrados: um envolvendo

os cromossomos 435 63 10b e 21; e outro envolvendo os cromossomos 4,

6; 8; 12a e 16. As cêlulas cariotipicamente normais do cisto ósseo

solitário expressaram o sítio fràãgil fraíi)(peld) na frequência 2;4%

eositio frágil fra(i1)(aile) na frequência de 3I, 6%. Algumas cêlulas
com anomalias também expressaram esses sitios frágeis.

Não foram detectadas anomalias citogenêéticas consistentes

nos tumores ôsseos benignos ora analisados. Contudos os dados suge­

rem a conveniência de análise mais detalhadas com maior número de

casos.

A análise de um único caso de cisto ôsseo impede que se

faça qualquer generalização. Todavias os interessantes achados obti­
dos suportam o planejamento de outros estudos em lesões não­tumorais.
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VI. RESUMO

Os tumores ósseos primários são relativamente raross com

exceção das neoplasias de origem medulars como mielomas e leucemiass,

e a importância da análise citogenética no seu diagnóstico e no

prognóstico ainda não é significativas Pois não há resultados cito­

genéticos consistentes disponíveis. Além das neoplasiass existem

também outras lesões de origem não­neoplásica que podem acometer oo

OSSO; Caso dos cistos ósseos, dos quais há poucas informações cito­

genêticas acessíveis.

No presente estudo pretendeu­se investigar as anomalias

cromossômicas presentes em cêlulas cultivadas de tumores ou outras

lesões do tecido ósseo de natureza benigna. Os estudos foram reali­

zados em culturas de curta duração de cêlulas provenientes de oito

tumores ósseos benignos;s sendo sete osteocondromas e um de células

gigantes; e de uma lesão não­tumoral diagnosticada como cisto ósseo

solitário.

As anomalias cromossômicas estruturais não­clonais encon­

tradas nos osteocondromas foram a t(í(2354)(a912354933); que se repetiu em

três cêilulas da mesma rêplica de cultura em um dos pacientess a

t (133522) (piiísail) ou (ailil:p11), encontrada em duas células também da
mesma rêplica de um mesmo paciente e em uma célula de outro pacien­

te; e a delíB)(gie­13). Além dessas, foram encontradas alterações

cromossômicas numéricas classificadas como casuaiss caso das trisso­
mia do cromossomo 8; de cromossomos do grupos C;s D e Gs e de diver­

sas monossomiass como a do cromossomo 17. Em seis dos casos foi

frequente a poliploidias que ocorreu cm aproximadamente 18% das

metáfases encontradas. As alterações cromossômicas observadas nestes

tumores coincidem com algumas das anomalias já descritas em outros

tumores ósseos.

No tumor de cêlulas gigantes foram encontradas perdas

cromossômicas provavelmente casuais e alta frequência de poliploidia

(32%); que pode estar relacionada com estágios mais avançados da

doença.

Finalmente; a análise de um cisto ósseo solitário mostrou

um rearranjo estrutural clonal complexo que envolveu sete cromosso­

most o4;s 063 oB8; os dois &dozes o ló e otdl. oram observadas

outras anomalias não­clonais;s as quais incluíram a t(15315), à
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t(15521), e metàáfases com marcadores. OD paciente apresentou dois

sítios frágeiss O fra(i)(p2de) e o fraí(i)(q912)s provavelmente consti­

tucionais. DO achado de uma alteração cromossômica cional tão comple­

xas que é caracteristica de lesões tumorais em estàgios avançados,

levantou discussões sobre a etiologia e o diagnóstico da lesão.

Em conclusãos não foi possível identificar alterações

citogenêticas consistentes nos tumores ósseos e nas lesões não­

tumorais Ora analisadoss mas os aspectos discutidos revelam aa

Possibilidade de contribuição da análise citogenética ao diagnóstico

e ao prognóstico das lesões ósseas. Em relação aos tumores óôsseos
benignos;s são necessàrios mais estudos para que se possa detectar

anomalias citogenêéticas consistentes e; então, relacioná­las com O

processo de iniciação e progressão maligna. Os resultados relativos

ao cisto ósseo também evidenciam a importância de novos estudos

deste tipo de lesão e em outras lesões não­tumoraiss para que se

Possa confirmar sé­a ocorrência denalterações cromossômicas é fre­xy
—

quente nessas anomalias ósseas e qual o seu significado.
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VII. ABSTRACT

Primary bone tumors are rare, excepting the medular

neoplasias like muelomas and leukemias. Cytogenetic analysis is not

et a significant tool in their diagnosis and prognosiss since there

is no consistent cytogenetic data available. Bones can also be

affected by non­neoplastic lesionss such as bone cists,s on which

there is almost no cytogenetic information available.

The aim of the present study was the identification of

the chromosomal anomalies in cultivated cells of tumors or other

bone lesions of benign nature. Short­term cultures from eioht benion

bone tumors (seven osteocondromas and one giant cell tumor) and one

simple bone cists a non­neoplastic lesions were established and

their cells analysed chromosomically.

The non­clonal structural anomalies found in

osteocondromas were a t(234), that appeared in three celis in one

flask of patient 840; a t(133520) exhibited by two cells in a flilask

of patient 929 and one cell in patient 1068; and a del(6). Several

numerical alterations in the karyotype,s like trisomy 8 and trisomy

of chromosomes of the Cs D and (6G groups were also founds as well a

monosomy of several chromosomess including Hi7. None was clonal and

ali are considered as random gains or losses. Poluploidy was present

in about 18% of the analysed cells. The abnormalities observed in

these tumors are coincident with some previousiy described in other

types of bone tumors.

Chromosomal lossess probably random; were observed in the

giant cell tumors in which a high frequency of polyploid celis (32%)

could be related to an advanced stage of the disease.

Celis from the simple bone cist showed a clonal and very

compiex structural rearrangement involving seven chromosomes: HA4,

Hó6; H8;, both H12, Hiós and H21. Non­clonal anomalies including

t(1515), t(15521) and marker chromosomes were also detected. The

Patient exhibited two fragile sites; fraí(i)(ípeeo) and fraíií)(íagail),

probably as constitutional characteristics of his karyotype. Such

complex and cional chromosome alterations are usually found in

latter stages of tumoral lesionss thus the cutogenetic findings in

this bone cist give rise to questions as to the etiology and the

diagnosis of the lesion.
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In conclusions consistent cstogenetic abnormalities were

not identified in the bone diseases herein analused. Howevers the

contribution of cytogenetic findinas to the diagnosis and prognosis

of bone diseases are pointed out. More chromosome studies in benign

bone tumors are still necessary to make possible the detection of

consistent abnormalities that can be related to the initiation and

progression of the malignant process.

Regarding the bone cist, the results also pointed out the

need for more numerous studies in this and in other tupes of benign

and non­neoplastic lesions;s in order to clarify whether chromosoma]l

aberrations are frequent in those conditions and what they might

mean.
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IX. APENDICE

IX.1. Soluções

Foram utilizadas soluções de aminoácidos. antibióticos,

antimicóticos bloqueador metafásicos corantes;s enzimas;s meios de

culturas soluções fixadoras hipotônica e salina de acordo com as

concentrações e têcnicas de prepararo correntemente em uso no

Laboratório de Citogenética Humana do Departamento de Biologia do

IBILCEs UNESP (Varellila­Garcia & Tajara, 1991). As soluções serão

descritas a seguir.

IX.8. Meios de cultura e soluções utilizadas

à. Meios de cultura

a.i. Meio Ham F­10 incompleto (STGMA)

­ 9,8 gg do pô de meio de cultura e 0,6 gq de bicarbonato
de sódio diluídos em 1000 ml de àgua desionizada autoclavada. À

solução foi esterilizada por filtração e estocada em volumes de
o

100mi à 5 C, por um período aproximadamente de 30 dias.

a.?. Meio Ham F­19 incompleto CCULTILAB)

Está pronto para o uso. Foi estocado à 40C,;y por aproxima­

damente 30 dias.

a.3. Meio Ham F­10 completo

­ 100 ml de meio de cultura incompleto

­ ii ml de solução de penicilina/estreptomicina ou penici­

lina/quemicetina em concentração final de 125 U/ml : i25Sug/ml ou 125

U/ml *: Sua/ml

­ cd ml de soro fetal bovino C(CCULTILAB)

­ 1 mi de solução de glutamina 2OOmM

­ 2O ul de solução de insulina
Sua estocagem foi feita a sc Por um periodo aproximado

de 15 dias.
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Solução salina de Hanks sem Ca e Ma

1000 ml] de água desionizada

8:00 9 de NaCl

09;14 9 de KCl]

1i;:0 9g de glicose

60 mg de KH PO

47,5 mg de Na HPO
17 ma de vermêlho de fenol
solução foi distribuida em volumes de 100 ml e estocada

a 20 Cc.
À solução de Hanks recebeu diferentes antibibôticos de

acordo com sua finalidades se para transporte da amostra do hospital)

Para O laboratórios ou para lavagem do tecido. A anfotericina B foi

utilizada apenas na solução de lavagem; em virtude de sua g9rande
o

toxicidade. Ambos os tipos foram estocados a 4 CC; por periodos de

atéê seis meses.

b.i. Para transporte das amostras

­ 100 mi de solução de Hanks sem Ca e Mo

­ 2 ml de solução de penicilina/estreptomicina ou penici­

lina/quemicetina com concentração final de 250 U/ml : 295Q us/ml ou

250 u/ml : 10 ug/ml

­ d0,;ê ml de sulfato de gentamicinas concentração final

0:04 mg/ml

b.?. Para lavagem das amostras de tecidos

­ 100 ml de solução de Hanks sem Ca e Mo
­ e ml de solução de penicilina/estreptomicina ou penici­

lina/quemicetina com concentração final 250 U/ml : 250 usa/ml ou 250

=: 10 ug/m])

­ 0;s2º ml de sulfato de gentamicinas concentração final

0:04 ma/ml

­ 50 ul de anfotericina B., concentração final 2;5 ul/ml.

FEV
AVAVAY

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



c. Antibióticos

e.1. Solução de penicilina/estreptomiciha (12500 U/m1l/

1i2500ug/mM1) (SQUIBB/CEME)

A solução de uso foi obtida a partir de:

­ 0;5 m) de solução­mãe de penicilina com concentração de
1.000.000 U/ml;s preparada a partir da solução comercial diluída em
àgua desionizada esteêéril

­ 1 ml de solução­mãe de estreptomicina com concentração
de 500.000 ug/ml, Preparada a partir da solução comercial diluída
em àgua desionizada estéril

­ 38;5 ml de solução de Hanks sem Ca e Mo

A solução­mãe e de uso foram estocadas a ­20 C por
periodo de um ano e seis meses.

c.8. Solução de penicilina/quemicetina (12500U/m1/500ug/ml)
(SQUIBB/CARLO­ERBA)

A solução de uso foi obtida a partir de:

­ 0;5 ml de solução­mãe de penicilina com concentração de
1.000.000 U/ml; preparada à partir da solução comercial diluída em
àgua desionizada estéril

 ­ 0;5 ml da solução­mãe de quemicetina com concentração
de 40000 us/ml]l preparada a partir da solução comercial diluída em
àgua desionizada estéril.

o
A solução­mãe e de uso foram estocadas a ­?20 C por

periodo de um ano e seis meses.

d. Solução de L­olutamina C(PUREX) (299 mM)

A solução de L­glutamina foi obtida diluindo­se:

­ 2:92 9 de L­glutamina em 100 ml de solução de Hanks sem
Ca e Mo.

fe
APós a esterilização por filtraçãos foi estocada a ­2P0O C

Por 1 ano.
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e. Solução de insulina CBIOBRAS U­40 ou U­40)

À solução comercial possui concentração de 409 U/ml e estã
o

pronta para uso. Foi estocada a 4 C.

ft. Solução de sulfato de gentamicina (Caramicina­SCHERING)

(200 U/ml)

A solução comercial possui concentração de 20 U/ml e está
o

Pronta para usos foi estocada à 4 C por 1 ano e seis meses.

9. Solução de anfotericina B (Fungizon­SQUIBB) (50 moa/ml)

À solução de anfotericina foi preparada diluindo­se:

­ 50 mg de anfotericina B em 10 ml de àoua desionizada
f.)

estéril. A solução foi estocada a ­20 C.

h. Solução de colcemide (SIGMA) (2 uo/ml)

A solução de colcemide foi preparada a partir de :

­ 100 ug de colcemide em 10 ml de solução de Hanks sem Ca
o

e Mg (solução­mãe 10 ug/ml e estocada a ­20 C após filtração).

­ 2 ml de solução­mãe de colcemide em 10 ml de solução de
£f.)

Hanks sem Ca e Mg (solução de uso 2 ug/ml e estocada à 4 C).

i. Solução hipotônica

A solução hipotônica compreendeu uma solução aquosa de
o

citrato de sódio 1;0%; estocada a temperatura ambiente ou àa 4 C,

Por dois a três meses.

dj. Fixador

A solução de fixador foi preparada minutos antes de seu

uso misturando­se:

­ 3 partes de metanol

­ 1 parte de ácido acético glacial

Foi preparado momentos antes do uso.
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k. Tampão Sorensens PH 6,8

Foi preparado à partir de :

­ 49 ml de solução À

­ Si ml de solução B

­ 200 ml de àgua desionizada
fe)

Foi mantido à 4 C por no máximo seis meses.

k.1. Solução À

Foi preparada com:

­ 14;)196 g de difosfato de sódio (Na PO)
­ 5090 ml de àgua desionizada

k.ê. Solução B

Foi preparada com:

­ 13;61 g de monofosfato de potássio (KH PO)
­ 500 ml de àgua desionizada

o

A estocagem das três soluções foi feita a 5 C por seis

1. Solução de tripsina (BIOBRAS) para bandamento cromossô­

mico (0,2%)

À solução foi preparada dissolvendo­se 0;06 9g de tripsina

em 60 ml de PBS minutos antes do uso.

fa)
À solução estava pronta para o uso e foi mantida a ­20 C.

m. Solução de tripsina/EDTA (CULTILAB) (para repique de

culturas)

f­

A solução está pronta para o uso e foi mantida a ­20O C,

Por um periodo de até seis meses.

n. Solução salina de PBS

A solução foi preparada dissolvendo­se:
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8 q de NaC]

oO;ê g de KCl

1,15 9 de difosfato de sódio (Na HPD)
9,2 g de monofosfato de potássio (KH .PO)
1000 ml de àgua desionizada

o
solução foi mantida a 4 C por no máximo 6ó meses.

Corante Giemsa (MERCK) (2%)

À solução mãe foi obtida dissolvendo­se:

­ 0:59 de Ciemsa em 33 ml de glicerina durante duas horas
a soe c em banho­maria. Após esfriamentos foram adicionados 33 ml de
metanol e a solução foi mantida em vidro escuro uma semana. Apóôs

esse periodos a solução foi filtrada e estocada à temperatura am­

biente.

À solução de uso foi preparada diluindo­se 0;5 ml da

solução mãe em 24,5 ml de tampão Sorensens imediatamente antes do

uso.
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