ﬁ

Sheila Adami Vayego

Estudo Cromossdmico de Lesdes Osseas
Proliferativas




6

1910000717

TR

AV
AVAVAY

;o UNeSP ™ 1, 5 14 15

16

17

18



Sheila Adami Vayego

ESTUDO CROMOSSOMICO DE LESOES OSSEAS PROLIFERATIVAS

Dissertagao apresentada para a
obteng2o do Grau de Mestre em
Genética Junto ao Curso de
Pbds-Graduagao em Ciéncias Bio-
lbgicass Area de Concentragao
em Genéticas do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Esta-
dual Paulista, UNESP.

S3o Joseé do Rio Preto

cm 1 2 3 4 5 6 7 lj'](;S;F) } L 128 23 34 1.5 26 Al



Orientadora: Profa. Dra. Marileila Varella Garcia

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 lj'1€3£;FJ‘m L 128 23 34 1.5 26 Al



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética Humana

do Departamento de Biologias do Instituto de Biociénciass Letras e

Ciéncias Exatas de S3ao José do Rio Preto - Universidade Estadual

Paulista - UNESP, com auxilio financeiro da FUNDUNESP e da CAPES.

AV
AVAVEY

. /
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwll 120 13 44 15 1Te L7 18



5

6

0

unesp

A meméria de meu avd Raimundo,s

amigo e companheiro,

dedico este trabalho.

pontos que ontem era invisivel,

é hoje o ponto de chegada.

Amanh3,; sera o de partida...

Macaulay

F
AVAYAY
Vi

Vi
¥ 12 13 a4 15 26 L7 48



SUMARIO

I. INTRODUGAO

I.1. As Neoplasias e Outras LesOes 0Osseas

I.2. Marcadores Cromossdmicos em Lesdes Neopldsicas e Alteragoes

CromossGmicas em Células Aparentemente Normais

I.3. Aspectos Moleculares do Cancer .
I.4. Obyetivos
IT. MATERIAL E METODOS
II.1. Amostras
IT.2. Métodos
A. Colheita e Assepsia das amostras

B. Processamento inicial do material

Ca Lancamento das, COlEuras ires e lsie orYere bl oo p il - rufer

D. Hipotonizagao, Fixagao e Coloragao do Material

E. Andlise Cromossémica ...
L L15% IRESUCTADDOS! oiaisiais sianniaia’e a
A. Osteocondromas
B. Tumor fOsseo de Ceélulas Gigantes
C. Cisto Osseo Solitario .....
IV. DISCUSSAO
V. CONCLUSOES
T i RESUMO S e e eie atara
VII. ABSTRACT
III. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
IX. APENDICE .

X. AGRADECIMENTOS

e S S A 11 T=1) o Bt

13

14

15

16

17

18



5

6

7

AV
AVAVAY

unespwl 12 33 34 15 16

17

18



I. INTRODUGARO

I.1. As Neoplasias e Outras Lestes Osseas

Os tumores 6sseos primarios s8o raross com excegdo das
neoplasias de origem medular como os mielomas e leucemias. Sua
manifestag30 ocorre em extensa variagdo etaria, segundo Cotran et
al. (1991), mas com destaque para faixas etarias jovens. Murray et
al. (1982) referem que os tumores bsseos constituem 5% de todos os
tumores malignos na faixa etdria abaixo dos Qquinze anos e cerca de

B% na faixa entre os quinze e dezenove anos de idade.

As neoplasias Osseas podem ser subdivididass de acordo
com varios enfoques. Considerando o tecido de origem e seu comporta-
mento bioldgicos Cotran et al. (1991) propuseram classifica-las em
trés grupos: o0s tumores condromatososs que s3ao formadores de carti-
lagem, o0s osteobldsticoss Qque produzem matriz 4ssea e os de origem
desconhecida. Um resumo dessa classificagao segundo a origem e

caracteristica benigna ou maligna dos tumores ¢é apresentada na
bt AR
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a. Neoplasmas Condromatosos
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0s tumores condromatosos representam aproximadamente 50% Ay
dos tumores bsseos mesenquimais, que incluem os com origem O&Ossea, |
muscular, tendinosa, cartilaginosa, adiposas vascular, linfatica e
‘fibrosa. Nesses tumores s30 comuns discrepancias entre os achados
histolbdgicos e o comportamento biolbgicos sendo que tais fatores
variam em dependéncia da idade do paciente, dos sintomas clinicos e
do sitio anatdomico da les3o (Schajowicz & McGuire, 198935 Mandahl et
al., 1290).

As lesOes Osseas benignas mais comuns sao os osteocondro-
mass também denominados exostoses osteocartilaginosas solitdrias ou
mdltiplas. Em geral, esses tumores sao assintomaticoss mas podem
produzir deformidades b6sseas ewtermas ou, mais raramente, comprimir
vasos sanguineos ou nervos (Murray et al., 19825 Cotran et al.,
1291). Esses tumores sb acometem ossos que se originam a partir de
cartilagems mais frequentemente os ossos longos tubulares (Junqueira
& Carneiro, 1985) e raramente ocorrem nos ossos pélvicos, escapula-

res e nas costelas. Por razdes ainda n3o determinadas, afetam trés




Tabela 4. Classificagao

dos

tumores Osseos,

segundo origem e caracteristicas

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

Condromatoso

Osteoblastico

Desconhecido

6

Osteocondroma
Encondroma

Condroblastoma

Fibroma condromixéi

Osteoma

Osteoma ostedide

Osteoblastoma

De celulas gigantes

AV,

Condrossarcoma

de

Osteossarcoma

Sarcoma de células 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. Contudo, resultados
histopatolbgicos duvidosos em relagl3o ao carater benigno ou maligno
do tumor também s3o frequentes (Mandahl et al., 1990), e muitos
casos progridem a malignidade. Na maioria das vezes, originam oS
condrossarcomas (Garrison et al., 19825 Matsuno et al., 1988), e
mais raramente podem dar origem a outros tipos histolbgicos de
tumores, como o osteossarcoma (Malawer et al., 19855 Matsuno et al.,
1988) ou o fibrossarcoma (Anderson et al., 1969).

Os osteocondromas podem ser solitdrios ou mlltiplos,

esses Ultimos com padr3o de heranga autossdmico dominante. As formas

miltiplas hereditarias de osteocondromas, conforme referido por
Tieppo et al. (1992), apresentam maior risco de malignizagao (de 20X%
a 50%) do que as formas solitdrias esporadicas (de 1% a 4%).

Um outro tipo de tumor condromatoso benigno & o encondro-
ma, constituido por cartilagem hialina maduras que se desenvolve na
cavidade medular do osso. Ele representa 10% de todos os tumores
b6sseos benignos e ocorre em qualquer idade e em ambos o0s sexos
(Bridge et al., 1992b). Em geral,; o encondroma surge na segunda
infdncias como um distdrbio n3o hereditédrio conhecido por encondro-
matose ou doenga de Ollier, ou como parte de um conjunto de lesdes
hereditdrias que fazem parte do quadro da sindrome de Maffucci
(Cotran et al., 1991).

A evolugao de encondromas esporadicos para tumores malig-
noss geralmente condrossarcomass & rara (Unni & Dahlin, 19793 Bridge
et al., 1992b), enquanto que nas formas hereditdrias a frequéncia de
transformagao maligna é de aproximadamente 3@0% a 50%. A maioria das
lesBes esporadicas surge nos pequenos 0ss0os das m3aos es COm menor
frequéncia nos ossos dos pés. Muitas dessas lesOes s3ao assintomdti-
cass entretanto algumas podem causar dors comumente atribuida a uma
fratura 6ssea (Cotran et al.s 1991).

OQutro tipo de tumor benigno condromatoso é o con-
droblastoma que surge numa faixa etaria entre dez e vinte anos, com
incidéncia duas vezes maior nas mulheres do que nos homens. Na
grande maioria dos casoss as lesOes aparecem dentro da regido epifi-
sdria dos ossos longos tubulares prbximas ao Jjoelhos porém podem

localizar-se ainda nos ossos da pelves do cranio, das costelas, das
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vértebras e nos ossos pequenos dos pés. Algumas vezes, essas lesdes
produzem uma massa 6ssea extra assintomatica e altamente destrutiva,
que pode ser 1interpretada erroneamente como uma neoplasia maligna
(Cotran et al.., 1991). 0Os condroblastomas podem malignizar para
condrossarcoma altamente maligno (Sirsat & Doctor, 1970). Metastases
derivadas de condroblastomas foram documentadas no figado, dia-
fragma e tecidos subcutdneos por Kahn et al. (196%9) assim como nos
pulmdess por Kahn et al. (126?) e Cotran et al. (1991).

Os fibromas condromixdides também s8o tumores benignos do
tipo condromatoso. Sd@o raros e apresentam em sua constituig3do tecido
condrébide, fibroso e mixbdides em proporgdes variaveis, podendo até
ser confundidos com sarcomas. Em geral, ocorrem na metafise infe-
rior do fémur e na metafise superior da tibia e, menos comumente, na
metafise superior do fémur. Surgem por volta da segunda e terceira
decadas de vidas podendo contudo aparecer mais tarde. A incidéncia
dos fibromas é predominante nos homens. As lesBes menores sao quase
sempre assintomdticass porém as grandes sdao sintomadticass apresen-
tando dor. Tais tumores raramente sofrem transformagd3o maligna, sen-
do facilmente tratados por remogdo cirlrgica (Cotran et al., 1991).

Os condrossarcomas sdo os tumores malignos condromatosos
mais comunss que em frequéncia apenas perdem para os osteossarcomas,

que s3o duas vezes mais comuns. Apresentam evolugdo lenta e metasti-

zam tardiamentes o0 que lhes confere um bom prognbstico (Cotran et
al., 19915 Hirabayashi et al., 1992).

De acordo com Malawer et al. (1985), ha inlimeras wvarian-

tes de condrossarcomass tais como o condrossarcoma de célula clara,
0 condrossarcoma mesenquimal e o condrossarcoma desdiferenciado,
todos raros e altamente malignos. Cerca de 75% dos condrossarcomas
s¥0 primarios e o restante & constituido por tumores secundarios que
evoluiram de tumores cartilaginosos benignos pré-existentes, como da
encondromatose mdltipla, das exostoses solitarias ou maltiplas e,
mais raramentes; dos condroblastomas. 0s condrossarcomas primarios
surgem principalmente a partir da meia idade, com incidéncia pouco
maior nos homens. Geralmente manifestam-se nos ossos das costelas,
cinturas escapular e pelvica e proximos ao joelhos sendo a grande
maioria das lesBes assintomaticas mas altamente maligna (Cotran et
al., 1991).
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b. Tumores Osteoblasticos

Os tumores bsseos osteoblasticos agrupam lesfies caracte-
rizadas pela sintese de matriz bssea. Entre os benignos, destacam-se
os osteomass que s3do tumores sésseis constituidos por ossos densa-
mente esclerdticos. Surgem em todas as i1idades e sao pPoOuco mais
frequentes nos homens do que nas mulheres. A grande maioria locali-

Za—-se hos o0ssos do crdnio e da face e, por nao terem significado

clinicosy n3o necessitam de remogdo cirdrgicas a ndo ser quando

comprimem o cérebro ou provocam problemas estéticos. Segundo Cotran
et al. (1991), essas lesBes ndo sofrem transformagdo maligna.

OQutro tipo de tumor osteobldstico sem qualquer potencial
maligno & o osteoma ostedbide, constituido por tecidos ésseos do tipo
imaturo e ostebide altamente vascularizados. Esses tumores sdao his-
tologicamente indistinguiveis dos osteoblastomas, representantes de
outro tipo de tumor osteoblastico benignos que contudo s3o menos
vascularizados e se caracterizam pela formag3o de tecido bsseo e
ostebide e por seu potencial maligno. Por isso, Schajowicz & McGuire
(1989) consideraram as origens dos osteomas ostebides e dos osteo-
blastomas como processos intimamente relacionados. Os osteoblastomas
s3o assintomaticos e localizam-se frequentemente nas vértebras e nos
ossos longos. Apesar de serem benignoss cerca de 10% apresentam
recidivas apods remogao e alguns transformam-se em osteossarcoma. Em
?0% dos casoss 0s osteomas ostebides surgem entre cinco e vinte e
cinco anos e sao duas vezes malis frequentes nos homens do que nas
mulheres (Murray et al., 198235 Cotran et al., 19291).

Com relagdo aos tumores osteobldsticos malignos, 0 repre-
sentante mais significativo é o osteossarcoma, um tumor de células
mesenquimais caracterizado pela formagao direta de tecido ostebide
ou Osseo pelas células tumorais, que constituem 40X dos casos de
neoplasmas oOsseos malignos. Esses tumores podem ser primarios ou
secunddrios. 0Os primadrios surgem repentinamente, geralmente em jo-
vens com menos de vinte anoss afetando mais frequentemente os ossos
longos das pernas e menos comumente os ossos longos dos bragos,
antes do fechamento das epifisess tendo frequéncia maior nos homens
do que nas mulheres (1,5:1,0). Raramente alcangam o esqueleto axial,

podendo ainda metastizar para os pulmBes e outros ossos (Rosen et
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al., 19905 Cotran et al., 19915 Parkin et al., 1993). Por outro
lados os tumores secundarios surgem a partir de uma patologia
bssea pré-existente ou uma exposigao prévia a alguma substancia
potencialmente carcinogénica. 530 mais frequentes em individuos com
idade avangadas sendo responsavelis por cerca de 6% a 10% de todos os
casos (Cotran et al., 19%91).

A 1ncidéncia populacional mais elevada de osteossarcoma
na faixa etaria abaixo de vinte anoss segundo Parkin et al. (1993),
é encontrada no Brasils; em S3do Paulo, com 3,9 afetados por milhdo.
Segue-se a regidao de Turin na Italia com 3,8, 0S negros americanos
com 3,7 e a Finlandia com 3,2 afetados por milh3o de habitantes. As
menores taxas sdo observadas no Japdos com 1,8 individuos afetados
por milhd3o de habitantes, em Bombay na India com 1,46, e na Hungria e
em Cuba com 1,5.

De acordo com Schajowicz & McGuire (198%9), existem vari-
antes histolbgicas de osteossarcomass; tais como os osteossarcomas
medulares e os periféricos. Dentro da categoria medular ha& os
osteossarcomas convencionaiss telangiectdsicoss os bem diferenciados
€ 05 mesenquimais, enquanto que os periféricos consistem de subtipos
como o parosteal, periosteal e convencional. As variantes medulares
s3o extremamente malignas, enquanto as variantes periféricas apre-
sentam variabilidade de prognbéstico e tratamento. O0Os osteossarcomas
medulares convencionais podem, aindas enquadrar-se dentro das cate-

gorias osteoblasticas condromatosa e fibroblastica e apresentam

maior importancia quanto ao prognbstico e tratamento. As excegoes

referem—-se aos osteossarcomas telangiectdsicoss os bem diferenciados
€ 05 mesenquimals, 05 quais sao raros e apresentam dificuldades de

diagnébstico.

c. Tumores de Origem Desconhecida

Esse grupo compreende os tumores de células gigantes e os
sarcomas de Ewing. 0s primeiros caracterizam-se por uma grande
profus8o de células gigantes multinucleadas espalhadas por todo o
estroma de células mononucleadas. S8o0 os tumores b6sseos benignos
mals frequentes apbs os osteocondromas, em geral manifestam-se entre
0os wvinte e quarenta anos e s3do mais comuns no sexo feminino. Na

maioria das vezes surgem dentro das epifises, podendo penetrar nas
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metadfises. Cerca de 50% dessas lesOes ocorrem prbximas ao Jjoelho,
mais especificamente no fémur distal e na tibia proximal, ou na
fibula proximal. Tais lesOes provocam dores e hipersensibilidade,
entretanto em alguns casos s3ao assintomdticas. Cerca de B80% dos
casos ocorrem em 0ss0s longos e 75% se desenvolvem préximos a arti-
culagdo do joelho. A grande maioria dos casos & benigna e pode ser
ressecada cirurgicamente. Podem ocorrer recidivas benignas e ocasilo-
nalmente metidstases nos pulmies (Hall et al., 1976), sendo que cerca
de 10% das recidivas progridem a sarcomas de células gigantes
(Cotran et al., 1991).

Os sarcomas de Ewing constituem cerca de 124 dos casos
de neoplasmas 6sseos malignos e suas maiores incidéncias sao encon-
tradas na Austrdlia e no Brasil (S3o Paulo), com 2,7 e 2,5 afetados
por 1 milh8o de habitantess respectivamente (Parkin et al., 1993).

0 sarcoma de Ewing é formado por pequenas células arre-
dondadas, sem caracteristicas especificas. E relativamente comum na
segunda década de vida, porém raro antes e apbs esse periodo. Afeta
duas vezes mals homens do que mulheres e & extremamente raro na
populagdo negra (Rosen et al., 19905 Cotran et al., 19291).

0 sarcoma de Ewing localiza-se com maior frequéncia nos
ossos tubulares longos e na pelve, mas pode ocorrer em qualguer o0sso
do corpo. Em gerals manifesta-se por doress tumefag3os hipersensibi-
lidade da regi3o afetada e dilatagao de veias. No inicio da evolu-
Gaos 0 sarcoma de Ewing pode confundir-se com osteomielite, poYr

apresentar os mesmos sintomas dessa condig3o (Rosen et al.s 19903

Cotran et al., 1991). O0Os locais mais frequentes de ocorréncia de

met dstases s3o os pulmdes, seguidos por cranio, pelve e outros ossos
(Rosen et al., 1990).

Além das neoplasias, existem também lesdes de outras
origens que podem acometer o ossos como os cistos bsseos solitarios
e os cistos aneurismdticos. Os cistos b6sseos solitarios tém natureza
fibrosa e benigna e caracterizam-se pela presenga somente de tecido
fibroso. Ocorrem com certa frequéncia nos ossos longos, como fémur e
umero, geralmente na regido da epifise; em criangas em fase de
crescimento. S30 extremamente raros apbs os vinte anos de idade,
porém quando surgem em idades mais avangadas afetam mais comumente a
regid3o das metiafises. Cerca de 35% a 70% dos cistoss conforme

Malawer et al. (1985), apresentam recidiva apds ressecgao cirldrgica.
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N3o ha confirmag3o de transformagdo maligna, porém had referéncias de
casos de osteossarcomas que parecem ter tido origem a partir de um
cisto b6sseo (Murray et al.s 1982). Grabias & Mankin (1974) também
descreveram um caso de cisto bsseo que apbs varias recidivas e
fraturas evoluiu para diagnéstico de condrossarcoma. 0Os cistos 6s-
seos aneurismaticoss segundo Lichtenstein (1965) e Pfeifer et al.
(1991), s3ao malis raross desenvolvem-se nos ossos chatos e nos ossos
das vértebrass; bem como nos ossos longos. Esses cistos apresentam
simplicidade de tratamentos s3o bastante vascularizados, mas quando
ndo tratados podem atingir grandes extensBes. De acordo com Pfeifer
et al. (1991), o0s cistos 6sseos aneurismaticos microscopicamente

s30 muito semelhantes a osteossarcomas telangiectdsicoss hemangiomas

e tumores O6sseos de células gigantes. Sua etiologia permanece
desconhecidas, apesar de haver trés hipbteses que explicam sua
origems conforme Pfeifer et al. (1991). Acredita-se que tais cistos
podem se originar em resposta a um processo traumatico ou a presenga
de uma lesdo benigna ou maligna pré-existente, podem resultar de uma

anomalia na circulagdo sanguinea ou ter uma origem “de novo”.

I.2. Marcadores CromossBmicos em LesBes Neoplasicas e Alteragdes

Cromoss6micas em Células Aparentemente Normais

As alteragbes citogenéticas encontradas consistentemente
em um certo tipo de um tumor, como resultado de uma derivagdo clo-
nal, s30 consideradas marcadores cromossOmicos PpPrimarios. Essas
alteragdes produzem uma instabilidade genética que pode favorecer a
ocorréncia de outras alteragdes adicionals, ditas secundarias. As
alteragdes primidrias podem caracterizar determinados tipos de
tumores es provavelmentes relacionam-se ao inicio do processo tumo-
ral. As anomalias secundarias est3o associadas com o crescimento do
tumor, a sua heterogeneidade e o desenvolvimento de metdstases

(Pathak, 1992). Segundo Mitelman (1999), os tumores podem apresentar

ainda inlmeras alteragOes n3o-clonais e casualmente distribuidas no
pe—

genomas que evidenciam instabilidade cromossomica. Tais anomalias
podem dificultar a detecgdo das alteragdes verdadeiramente relacio-
nadas com a patogénese do tumor. A identificagdo das aberragbes
cromossOmicas primdrias, que sao caracteristicas de muitos tipos de

tumoressy tem contribuido para o diagnésticos o prognébstico e a
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escolha da terapia mais adequada nessas doengas.

Nas leucemias e linfomas, s3o numerosas as situagdes em
que foram encontradas alteragdes cromossOmicas especificas associa-
das a transformagdo malignas como é o caso da translocagao t(9322)
na leucemia mieldide crénica e das translocagdes t(8314), ¢t(238) e
t(8522) e no linfoma de Burkitt (Sandberg, 1983).

Nos tumores s6lidoss no entanto, as informagdes citogené-
ticas tém tido um papel consideravelmente menor, pelo fato de que os
estudos ainda n3o alcangaram a abrangéncia necessaria. Nesses
tumores ¢é também dificil a identificag3o da alteragiao primaria,
porque a maioria das investigagdes tem sido realizada em estagios
avangados da doengas oOu sejas em lesdes primarias que Jja apresenta-
vam alteragBes secundarias responsavels pela progressao malignas oOu
em lesBes metastaticas. Entretanto, em alguns tipos de cinceres que
afetam tecidos s6lidoss Jja foi possivel correlacionar alteragdes
cromossdmicas especificas e secundirias com o prognbstico.

Sandberg et al. (1988) exemplificaram situagdes nas quails

a citogenética tém fornecido informagdes valiosas. Uma delas é na
definig30 de subtipos de tumores dentro de um tipo histologicamente
homogéneos como o carcinoma transicional de bexigas onde as lesdes
podem apresentar 1(5p)s ou del(5q),; +7,-92 ou ainda del(9p). Outras
aplicagdes s3o o esclarecimento do 6rg3o primario, em situagdes nas
quais a anomalia especifica é observada em uma metastase ou na
medula bsseas e a identificag3o de mesma origem para tumores histo-
logicamente diferentes que apresentam uma mesma alterag2o cromossé6-
mica consistente, caso dos tumores de células germinativas de testi-
culos como os teratomas e 0os seminomas.

Um dos tumores sblidos melhor estudado do ponto de vista
citogenético ¢ o neuroblastoma. Conforme Bown (19%92), as alteragdes
mais frequentes nesse tipo de tumor s3o deficiéncias ou rearranjos
em 1p distal. As hiperdiploidias e a presenga de cromossomos 1
normais representam um bom progndstico da doenga. Entretanto, célu-
las hipo ou pseudodipldbides com rearranjos envolvendo 1p definem um
prognostico ruim nessas neoplasias. Outro dado significativo no

prognbstico de neuroblastoma & a analise da amplificagdo do oncogene

HYCN_{anenclatura cf. Human Gene Mapping 11, 1§9i), localizado em

2p23-24. Quanto maior o ndmero de copias amplificadas do genes Ppilor
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0o prognbstico ey consequentemente, menor a sobrevida. Contudo, a

ocorréncia de rearranjos em ip oferece ainda um prognbstico mais
grave do que a amplificagao génica. /

Outro tipo de tumor sélido que tem um g?gﬁgﬁﬁgﬁc ﬁ:ﬁ?ﬁg;r
relacionado com seu prognobstico é o histiocitoma fibroso maligno.
Buys (1991) referiu que a presenga de rearranjos em 19pi3 ou de
cromossomos em anel estd relacionada com o mau prognb6stico da doen-

—

Gas enquanto que sua auséncia oferece melhor‘grpgnégtico. Similar-
mente em cancer de bexiga, a poliploidia'oﬂvafgfésénda de cromosso-
mos marcadores nao identificados, segundo Teyssier (1989) estd asso-
ciada com um risco maior de recorréncia e um mau prognbstico.

Em tumores 6sseoss o Unico marcador cromossOmico conheci-
do refere-se a translocagao t(11522)(q2435q12) em sarcoma de Ewing
(Aurias et al., 1984). Contudo, este marcador citogenético n3o foi
relacionado com o prognéstico.

Até had algum tempo atrds acreditava-se que o0s tumores
benignos eram isentos de anomalias cromossOmicasSs OU SeJjas eram
cariotipicamente normais, o que hoje j& se sabe n3o ser verdadeiro.
Os achados de alteragdes cariotipicas em vArias condigdess conside-
radas benignas com base em seu comportamento e dados histolbgicos,
sugerem que as aberragdes cromossOmicas nem sempre estdo ligadas ao
estado maligno, mas também tém servido de suporte para a suposigao
de que esses tumores possam ser pré-malignos ou, em certos casos,
até mesmo malignos (Sandberg, 1988).

Exemplos de tumores benignos com marcadores cromossOmicos
sd30 0s meningiomass que se caracterizam por monossomia do cromossomo
22, ou ocasionalmente por deficiéncia parcial do 229 (Rogatto &
Casartelli, 19883 Mitelman, 1990). Contudos também s3o referidos
caribtipos complexos em meningiomas invasivos, que estiao relaciona-
dos com um mau prognbstico (Casartelli et al., 1989).

Unm outro exemplo de neoplasma benigno bem estudado é o
adenoma pleomdbrfico de glandula salivars no qual as alteragdes
citogenéticas caracterizam trés subtipos, que envolvem rearranjos em
3p21, 8qi2 e 124q13-15. O0s dois primeiros pontos de quebras estdo
frequentemente envolvidos na t(3358)(p21i59i2), levando a um prognbs-
tico ruim (Teyssier, 19893 Teyssier & Ferre, 19895 Mitelman, 1990).

Qutro caso interessante, conforme Bown (1992), ¢ a progressao dos

pAdlipos colbénicos a carcinoma de cblon, que & marcada por quatro
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les8es genéticas sucessivass que sd30 uma mutaglio no oncogene RAS, a
deficiéncia parcial de Sq, a monossomia do cromossomo 17 e a perda
do cromossomo 18. Portanto, tals alteragdes indicam uma evoluglo
maligna desses polipos.

Como referido, as alteragdes cromossOmicas em células de
tumores benignos podem representar um estagio inicial da transforma-
¢do0 malignas manifestando, por exemplo, um potencial mais agressivo.

Entretantos a presenga de uma anormalidade cromossOmica em tumores

benignos n8o é necessariamente indicativa de transformagdo celular.
Segundo Teyssier & Ferre f1989), as alteragdes cromossbmicas nesses
tumores._ podem representar um _passo a malignidade se Produzirgm
instabilidade cromossﬁm{géjé, frequentemente; em tumores -benignos
tém sido encontradas translocagdes reciprocass que nao alteram a
estabilidade cromossﬁmica.‘ Os tumores malignoss por outro lado,
usuélmente apresentam translocages nao-balanceadas ou outras alte-
ragdess como deficiéncias e 1SO0CromossOmOS, que levam a instabili-

dade cromossbmica (Sandbergs 1990).

Portanto, os marcadores ffgmossﬁmicos e a i1nstabilidade

cromossOmica podem servir como parametros de disting3o entre tumores
benignos e malignos e contribuir para o esclarecimento do significa-

do desses eventos cromossdmicos em nivel celular, assim como para a

identificag3o do papel qu desempehham em relagdo a natureza benigna
ou maligna na origem das neoplasias.\ﬁ Ve W',

Um achado interessante & que as anomalias cromossﬁmicés
ndo estdo restritas as células de tumores benignos ou malignos. De
acordo com revisdes recentemente realizadas por Buys (1991) e Bown
(1992), tecidos aparentemente normais também podem apresentar alte-
ragdes cromoss8micass; como é o caso de tecidos normais de cérebro de
pacientes que apresentavam tumores cerebrais malignos que exibiram
clones com trissomia do cromossomo 7 (Heim et al.,s 1989) ou altera-
c8es cromossBmicas clonalis como monossomia do cromossomo X e perda
do cromossomo Y. Resultados similares foram encontrados em tecido
renal normal de pacientes com carcinoma renal, que apresentavam
perda do cromossomo Y e trissomia dos cromossomos Xs 7 e 10 (Kovacs
& Brusa, 1989). A trissomia do cromossomo 7 também foi encontrada em
epitélio brongquial normal de pacientes com ca@ncer de pulmi3o (Lee et

al., 1987), o que sugere que tal alterag3o cromossOmica pode estar
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relacionada com o inicio da transformagdo celular nesses tecidos e
constituir, portanto, uma das alteragfes primarias responsaveils pela
patogénese da doenga.

Alteragbes cromossdmicas numéricas e estruturais n3o-
clonais em lesBes ndao-tumorais também foram relatadas por Fett-Conte
(1992) em um caso de cicatriz hipertréfica e em um caso de cisto
primordial.

Uma possivel explicagao para esses achados, de acordo com
Buys (1991); ¢é que alguns individuos sejam geneticamente mais sus-
ceptiveis ao cancer do que outross e que essa susceptibilidade se
expresse através da instabilidade cromossGmica. Nesse caso, poder-
se~ia esperar que 0s individuos mais susceptiveis, que se tornam
portadores da condigaos expressem um ndmero maior de alteragles
cromossOmicas em seu tecido normal do que os individuos menos sus-
ceptiveis.

A trissomia do cromossomo 7 foi igualmente referida por
Bardi et al. (1992) em les3ao nao-tumoral hepidtica. Com base nesses
resultadoss e nos publicados por Lee et al. (1987), Heim et al.
(1989) e Kovacs & Brusa (198%9), os autores sugeriram que a trissomia
do cromossomo 7 possa ocorrer em células dispersas no organismo oOu
representar células do sistema imune, pois havia sido observada uma
infiltragao acentuada de células inflamatébédrias na les3o. Essa Gltima
hipbtese tem também como suporte resultados de outros estudos reali-
2ados por esses autores, nos quals a trissomia do cromossomo 7 foi
mais comum em carcinomas de cbdlon que tinham infiltrag3o linfocitica
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 aterosclerdticas por Vanni et al. (1990).

I1.3. Aspectos Moleculares do Cancer

Simultaneamente com as 1informagles citogenéticass oS
avangos nas técnicas de analise de DNA tém propiciado a identifica-

30 e o mapeamento de genes frequentemente envolvidos com os meca-

nismos de inicliagdos progressdo e transformagao celular.
Bishop (1983)s; Knudson (1985, 1991), Sobel (1990) e
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Pathak (1992) apresentaram 1interessantes revisdes sobre os dois
grupos de genes envolvidos no desenvolvimento do cancer. 0 primeiro
¢ constituido pelos oncogeness que mesmo estando em dose simples
induzem a transformagdo neopldsica em condigdes naturais ou experi-
mentals e s3o resultantes de alteragOes de genes normals denominados
proto-oncogenes. 0 segundo é constituido pelos genes supressores de
tumor ou anti-oncogenes, que s30 recessivos e inibem a proliferagao
celular.

A descoberta dos oncogenes derivou de extensos trabalhos
realizados com retrovirus causadores de cancer em galinhas. 0 virus
do Sarcoma de Rous de galinhas foi o primeiro no qual foi 1identifi-
cada a presenga de um oncogenes o SRC1 (Bishops 1983). HA& cerca de
6@ oncogenes identificados no genoma humano (Human Gene Mapping 11,
-1991), muitos dos quais ja foram mapeados.

Os proto-oncogenes s3o altamente conservados ao longo da
evolugdao, o que demonstra seu importante papel na fungdo celular. Os
produtos codificados pelos proto-oncogenes atuam no controle do
crescimento e na diferenciagao celular e, entre eles, estdo os
fatores de crescimento, receptores para fatores de <crescimento,
proteinas que se ligam ao GTP e quinases, fatores transcricionais e
moduladores de transmiss3o de sinailis através da membrana plasmitica
(cf. Hunter, 1991).

De acordo com Mitelman & Heim (1988), cerca de 38% das
bandas cromossf6micas envolvidas em aberragdes primarias de diferen-
tes tipos de tumores coincidem com a localizagao de oncogenes, 0 que
sugere que tal associag3o n3o é casual. Fenomenos que ativam os
proto-oncogeness tais como mutagBes génicas e 0s rearranjos cromos-
somicos estruturais, principalmente as duplicagdes e translocagdes,
s3o responsiveis por alteragdes moleculares que d3ao inicio a trans-
formagdo celular.

0O gene humano HRASis 1isolado de 1linhagem celular de
carcinoma de bexiga, foi o primeiro cuja ativagao ficou demonstrada

como resultado de uma substituig3o de um aminoidcido glicina por uma

valina no cbdon 12 da proteina p21 (cf. Bishop, 1991). Mutagdes nos

genes da familia RAS tém sido identificadas em varios outros
tumoress, como dos genes HRAS e KRAS1 em neoplasias de pancreas
(H8fler et al., 1988), do HRAS em tumores de pele (0Ogiso et al.,
19885 Corominas et al., 1989), do gene NRAS e KRAS em carcinoma de
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estBmago e dos trés genes em tumores de cbdlon (Nagata et al., 1990).
Esses achados tém permitido a utilizag3do desses e de outros oncoge-
nes como indicadores de grande significado no progndstico das neo-
plasias (Spandidos, 1992).

A amplificagd3o génica & um outro mecanismo que atiwva
proto-oncogenes. A amplificagdo pode resultar de duplicagles suces-
sivas, que originam varias cbpias ativas de um mesmo gene em uma
célula, e podem ser visualizadas em nivel citogenético como regides
homogeneamente coradas (HSR) ou como material extra-cromossomico
denominado “double minutes” (DM) (Bown, 1992). O0Os DM s3o fragmen-
tos cromossfOmicos acéntricos de ©0,3-0,5um de tamanho e as HSRs sio
integradas aos cromossomos como blocos de genes amplificados.

0O processo de amplificag3o génica € raro em células
normais, mas parece ser comum em células que progridem a malignida-

de. Além disso, células que apresentam amplificag3o0 génica tém maior

propensdo a sofrer amplificag8es adicionais e mutagdes em ponto,

ressaltando a instabilidade genética de células cancerosas (Bishop,
1991). A amplificagdo do oncogene MYCNs por exemplo, & frequente em
neuroblastomas e tumores relacionados (Bowns 1992) e em melanomas
(Bauer et al., 1990), bem como a do oncogene ERBB2 é frequente em
cdncer de mama e ovario (Slamon et al., 198%9). Esses fenbmenos est3o
associados com a pProgress3o e a capacidade metastatica (Bernards,
19923 Spandidos, 1992)s e com o0 mau progndstico desses tumores
(Solomon et al., 19915 Bown, 19925 Spandidos, 1992).

Alem do MYCN e do ERBB2s; varios outros proto-oncogenes
devem ser ativados por amplificag3ao em tumores. Shiloh et al.
(1992), por exemplo, 1identificaram o gene KSAM, que foi mapeado em
10926, dentro de dominios especificamente amplificados em céancer
gastrico. O produto do gene KSAM & um receptor de tirosina quinase.
Entretanto, muitos dos genes amplificados nas HSRs e nos DMs ndo
foram ainda identificados e tém localizagdo desconhecida no genoma.
A 1dentificag3o dos genes contidos nessas sequéncias amplificadas
devera ser G4til no diagnbstico dos tumores e na correlagdo dos
aspectos clinico-patolébgicos da condigSo.

As translocagdes cromossBmicas s3o 0s mecanismos mals
comuns para a ativag3o dos proto-oncogeness alterando sua estrutura

ou 0s mecanismos que controlam sua express3ao (Mitelman & Heim,
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1988). Por exemplo, a translocagdo t(9322) & caracteristica da
leucemia mieldide crbnica e faz com que o proto~-oncogene ABL1,
localizado em 9934, seja translocado para o gene BCR em 22qii,
originando o cromossomo Philadelphia. A Justaposig3o desses dois
genes resulta em uma proteina quimérica (abl/bcr) de 210kD, que
leva a malignidade (Sandberg, 1990).

Fendmeno semelhante ¢é também conhecido nas células do
linfoma de Burkitt, onde o proto-oncogene MYC, localizado em 8qid, é
translocado prbximo ao gene da cadeia pesada das imunoglobulinas, em
14q932. 0Os pontos de quebra envolvidos em translocagbes variantes
desse tumor ocorrem nas bandas 2pi2 e 224911 (Heim & Mitelman, 1989),
onde foram mapeados os genes kappa (IGKC) e lambda (IGLC), respecti-
vamente, das cadeias leves das imunoglobulinas (Emanuel et al.,
19865 Nowel & Croce, 1986).

Entre o0s tumores sblidos, podem ser encontrados  outros

exemplos de alteragbes cromossOmicas que envolvem oncogeness como &

0o caso dos carcinomas papllares de tirdbdides cujos pontos de quebras
na 1invers3o 1nv(10)(qii.2-921) coincidem com as regides onde o
proto-oncogene RET e a sequéncia H4 est3do localizadoss fornecendo a
base estrutural para a fus3o RET-H4, responsivel pela proteina
quimérica ptc que leva ao processo de malignizag3o (Pierotti et al.,
19925 Roque et al., 19925 Soares et al., 19%92).

Em relag3o a outra classe de genes relacionados com ©
processo de transformagdo malignas ©0s genes supressores de tumor,
seus representantes tém sido isolados somente de tumores sblidos
(Solomon et al., 1991). Sua fungd3o é contribuir com o0s proto-
oncogenes no controle da proliferagdo celular (Knudson, 1985, 19%91;
Pathaks 1992). 0s genes supressores parecem suprimir a atividade de
oncogenes e mutagdes que os inativam, com perda do seu papel regula-
dors levam ao processo de transformagdao maligna (Bishop, 19833
Knudson, 198535 Weinberg, 1989, 19%91).

As primelras evidéncias da existéncia de genes supresso-
res de tumor resultaram de estudos de tumores pediitricos familiais
com deficiéncias cromossfmicas, como o retinoblastoma (cf. Paul,
19893 Marshall, 192915 Weinberg, 19%1), de tumores de Drosophila
melanogaster causados por mutagles recessivas (Paul, 198%9), de expe-
rimentos de hibridizagao de células tumorais com células normais que

resultaram em hibridos normais (Paul, 19893 Marshall, 19913
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Weinberg, 1991), da reversdo do potencial oncogénico em células

transfectadas com um oncogene apds sua inativagao (Paul, 1989) e da
perda de heterozigosidade em tumores (e¢f. Marshall, 1991).

0 retinoblastoma é um tumor maligno de retina que ocorre
quase exclusivamente em criangas e tem sido usado como modelo para o
estudo dos genes supressores. As alteragbes cromossdmicas mais fre-
quentemente encontradas no gene RBi foram pequenas deficiéncias da
banda 13914, observadas citogeneticamente, ou deficiéncias submi-
croscobpicas que levaram a um produto proteico alterado. Foram ainda
observadas aberragdies cromossdimicas do tipo inserg3o e translocagao
(cf. Horsthemke, 1992).

0O gene RBY tem sido também implicado na tumorigénese de
outros tumores. Frequentemente tem sido detectada deficiéncia desse
gene em canceres de mama e de bexiga (e¢f. Marshall, 12915 «cf.
Cowell & Hogg, 1992), de pulmd3o (cf. Marshall, 199135 Weinberg,
1991), de esb6fago, hepatocarcinoma, pineoblastoma (c¢f. Cowell &
Hogg, 1992), de prostata (Bookstein et al., 1990), de cblon (Lothe
et al., 1992) e em determinadas leucemias (cf. Cowell & Hogg, 19%92).

Isto sugere que anormalidades no gene RBY{ contribuem para a trans-

formagdo maligna nesses tumores es ainda, segundo Scheffer et al.

(1991) e Wunder et al. (1991), que ele apresenta efeitos pleiotro-
picos nos diferentes tecidos.

Um outro gene supressor bastante estudado é o designado
TP53, que estd envolvido na origem de varios tumores diferentes e se
localiza em 17p13. Cerca de 70% dos canceres de co6lon contém
mutagdes que inativam o gene TPS53 e essas mutagdes também estido
frequentemente presentes em cdncer de mama e de pulmd3o (Levine,
1992). Alteragdes no gene TPS53 também foram descritas em cancer de
bexiga, sistema nervoso, figado e de 6rg3os hematopoiéticos
(Weinberg, 1991), em adenocarcinoma de ovario (Stevenson et al.,
1992), em tumores de tirdide (Herrmann et al., 1992), em carcinomas
gastricos (Seruca et al., 1992) e em tumores mals raross como rabdo-
miossarcoma (Weinberg, 19913 Kovar & Pillwien, 1992) e carcinomas
cervicals primarios (Helland et al., 1992).

Outros genes supressores de tumor Ja identificados s3o o
WTL localizado em 11p, relacionado com tumor de Wilms, o APC mapeado

em 5qs alterado em polipose adenomatosa familial, e o NFi{ localizado
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em 179, associado com neurofibromatose tipo 1 (¢f. Seizinger et al.,
i9291).

Além dissos, outros provavels genes supressores de tumor
tem sido detectados através da andlise de perda de heterozigosidade.
Por exemplo, Sato et al. (1991) observaram perda alélica nas regides
cromossOmicas 3p13-14.3, 16g922-23, 17p13 (em loco diferente do TP53)
e 17q21, que sdo candidatas a conterem genes supressores de tumor,
nas formas esporadicas e familial do ca8ncer de mama. Nesses
tumores, a perda alélica no cromossomo 17 estd associada com a
amplificag3do do oncogene ERBB2, também responsavel pelo desenvolvi-
mento dos tumores de mama.

Similarmentes; pela anidlise de perda de heterozigosidade,
em tumores do sistema nervoso central, James & Collins (1992) suge-
riram que haja pelo menos seis genes supressores de tumors cujas
perdas estariam associadas com o desenvolvimento desses tumores.

0 esclarecimento dos eventos moleculares associados com
as alteragdes cromossdmicas em células neoplisicas, tanto as especi-
ficas ou primdrias como as adicionalis ou secundarias, consiste em um
excitante desafio, pois tais eventos j& tém um grande valor no
diagndbstico, na classificagdao e no prognébstico de condigdes leucémi-

cas e, mals recentemente, dos tumores sblidos (Sandberg, 1991).

I.4. Objetivos ) A /g

Com o objetivo de contribuir para o esclarecimento das

relagdes entre as alteragdes cromossdmicas e o processo de transfor-
magao celular, 0 presente trabalho visou investigar a ocorréncia de
anomalias cromossGmicas presentes em células cultivadas de tumores e

outras lesBes de tecido 6sseo de natureza benigna.
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II. MATERIAL E METODOS

IIli. Amostras

Formulada a hipdbtese diagndstica de tumor bsseos as amos-—
tras foram colhidas, por biopsia apbs remogao cirlrgilca da les3o,
por médicos vinculados ao Departamento de Cirurgia da Fundagdo
Faculdade Regional de Medicina de S3o0 José do Rio Preto (FUNFARME),
sob supervisdo do médico ortopedista Oswaldo José De Conti.

0 estudo foi 1iniciado com amostras de 14 pacientes.
Contudos n8o se conseguiu resultados de 5 pacientess quatro devido
ao ndo crescimento das culturas e um devido a auséncia de metafases
nas preparagoes. Dos ? pacientes submetidos a andlise citogenéticas,
quatro eram do sexo masculino e cinco do sexo femininos todos eram
caucasoides e com idades variando de 10 a 63 anos. De cada paciente
foi preenchida uma ficha de registros contendo informagBes sobre
SexX0s idades cor da pele e histérico de neoplasia familial. Nessa
ficha também foram colhidos dados sobre o materials como o osso
biopsiado e o tipo de lesd3o. Esses dados dos pacientes s3o resumi-
dos na Tabela 2. o

Todas as amostras foram colhidas de tumores primarios ou
les3o0 diagnosticada histopatologicamente como de natureza benigna.
As amostras provieram de um tumor b6sseo de células gigantes, um
cisto oOsseos e sete osteocondromas, conforme também mostrado na
Tabela 2.

A Tabela 3 resume as informagdes sobre o nlmero de amos-

tras e réplicas semeadas de cada caso e sobre a evolugl3o das

culturas. Das 18 amostras semeadas, duas apresentaram contaminagdo

logo apbs a semeaduras; wuma por fungo e outra por bactéria, quatro
também n8o apresentaram crescimento celular mesmo apbds 3@ dias de
incubagd3o e em uma houve auséncia de cromossomos metafisicos. Onze
amostras restantes, pertencente a ? pacientes, apresentaram metafa-
ses em condigdo de analise.

Os casos B4, 929, 1068, 1071 e 1103 apresentaram um
grande numero de metafases em condigdes de analise, nos demais foi
encontrado um pequeno numero de células em metadfase e, na maioria
delass o0s cromossomos nao tinham boa morfologia, dificultando a

analise completa das células apéds a utilizagl3o de bandamento G.
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Tabela 2.

InformagOes

sobre o0s pacilentes cujas amostras foram

estudadas citogeneticamente.

tumor de
lulas gigantes

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

osteocondroma

cisto b6sseo
solitario

5 4 5 6

H

istbrico de

neoplasia familial

, unesp
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Tabela 3. Inforsages sobre o ndmero de amostras e réplicas seweadas de cada caso ¢ sobre a evolugdo das culturas.

Caso Tipo_de_tusor fmostras  MNo. de Tempo dg  Teampo :
ou lesao réplicas incubagao  de  Mimero de frascos sem crescimento  Nimero de frascos cos crescisent
iniciadas  (dizs) colcemide - s : e FET -

(horas)  cf contaminasao s/ contaminagan o/ metafases o/ wetalases

i

beseo de céls, aigantes 48 {:3 i

osteocondroma

psteocondrosa

ostencondroes

osteacondroma

psteocondrosa

osteocondrom

osteocondroms

osteocondroma

1848 osteocondroma

{069 osteocondroma

1871 osteocondroma

1103 cisto bsseo solitdrio
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Todos o0s pacientes foram submetidos a exposigdo preévia a

raios X para diagndstico da lesdo.

II.2. Métodos

As culturas de células foram desenvolvidas segundo técni-
ca de explante primdrio proposta por Freshney (1987), com modifica-
gOes detalhadas a seguir. Os reagentes e solugles sao apresentados

no apéndice.

A. Colheita e Assepsia das Amostras

As amostras foram colhidas no Centro Cirdrgico e trans-
feridas para um tubo de centrifuga estéril devidamente etiquetado,
contendo solugao salina balanceada de Hanks para lavagem. Cada
amostra consistia em fragmento de aproximadamente 0,5 a 1,0 cm3,
transportado em tubo estéril contendo solugdo de Hanks para o trans-
porte e encaminhado ao Laboratério de Citogenética. Até o processa-
mento, a amostra foi mantida a SOC, mas o periodo entre a colheita

e 0o processamento do tecido nd3o ultrapassou 24 horas.

B. Processamento Inicial do Material

No laboratérios as amostras foram manuseadas em camara
de fluxo laminar horizontals previamente esterilizada com o uso de
solugdo germicida. Inicialmentes o0s tecidos foram lavados quatro
vezes em solugdo salina de Hanks suplementada com solug3o0 de penici-
linatestreptomicina ou penicilinaiquemicetinas, sul fato de gentami-
cina e anfotericina B.

Em todos os casoss as amostras foram submetidas ao método

de explante primdrios com desagregagao exclusivamente mecdnica. Em

seguida;3¥oram dissociadas em pequenos fragmentos de aproximadamente

i a2 mm s com auxilio de uma tesoura de ponta fina e uma pinga. O
material foi processado em placas de Petri de vidro contendo cerca
de 4 ml de meio de cultura Ham F-19¢ completo, suplementado com soro
fetal bovino a 20%, L-glutamina a 20mM, insulina, solug3ao de penici-
linatestreptomicina ou penicilinaiquemicetina. No final deste pe-
riodo o meio de cultura contendo a amostra desagregada foi i1ntrodu-

zido em frascos plasticos descartaveis, aos quais foi acrescentado
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aproximadamente 2 ml de meio de cultura completos para posterior

fixagaoD.

€. Langamento das culturas

Os explantes foram ent3ao langados em frascos plasticos
descartaveis de 25 ml, marca Descarplast, contendo aproximadamente 2
ml de meio de cultura Ham-F1@ suplementados e 1ncubados a 37DC.
Decorridas 48 horass apbs boa fixag3o dos explantess ©0 meio de
cultura dos frascos que poderia conter material necrbtico foi remo-
vido e substituido por meio de cultura novo. Os frascos foram exami-
nados diariamente para avaliagao do crescimento celular, em micros-
cbpio 1invertido e o meio de cultura trocado a cada 4 ou 5 diass em
camara de fluxo laminar vertical, dependendo do crescimento celular

observado.

0 bloqueio da divisao celular foi realizado apbs {E;a 60

dias de incubagao, com adigao de 5@ ul de colcemide com concentra-
gao final de 0,02 ug/ml por 1:30h a 2:00hs quando as culturas apre-
sentaram um bom numero de metdfases, ou de 45 ul de colcemide em

concentraglo de 0,01 ug/ml por 16 horass Qquando nao era visualizado

um bom nimero de células em metidfase.

D. Hipotonizagdao, Fixagao e Coloragao do Material

Completado o tempo de agao do inibidor mitéticos o0 meio
de cultura do frasco foi substituido por 8 ml de solug3ao hipotdnica
de citrato de sd4dio a 1% pré-aquecida a 37DC e o frasco reincubado
por 30 a 4@ minutos. As células foram destacadas delicadamente do
fundo do recipiente com adigd3o de mais 2 ml de solugdo hipotdnica
totalizando assims; 1@ ml e com auxilio de um raspador sendo a
suspensao celular posteriormente centrifugada por 8 minutos a 800
rpm. 0O material foi fixado em solugl3o de metanol-3cido acético na
proporgd3o de 3:1 em duas etapas de 20 e 1©® minutoss alternadas por
trocas de fixador e centrifugagdes a B0® rpms, gotejado em laminas
geladas e dmidas e em seguida flambado para uma secagem mals rapida.

Em seguida, o material foi aquecido em estufa a 90—980C
por 20 minutos e apbs o periodo de 4 a S dias foi1 submetido a

técnica de bandamento G (GTG)s segundo Grouchy & Turleau (1977) com

AV
AVAYAY

1 2 5 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 1e 17 18



23

modificagles, ou segundo Selden et al. (1975). De acordo com a
primeira técnicas a l1amina foi1 inicialmente mergulhada em &lcool
metilico S50% e apbs em tampao fosfato com pH &648. Em seguidas a
1amina foi submetida a tripsinizagdos por tempo variavel de 3 a 5
segundoss dependendo do tempo decorrido desde o preparo das laminas,
lavada em tamp3o PBS e corada em solug3o de Giemsa a 2%. De acordo
com a segunda técnica, as laminas foram mergulhadas em solug3o de
tripsina/EDTA com solugdo salina balanceada de Hanks, por tempo
variavel de 20 a ?0 fegundosg dependendo do periodo decorrido poOSsS-
fixagaos em seguida lavada em solugao de soro fetal bovino a 20%
para 1nativagao da tripsina e corada com Giemsa a 2%.

Lol AU

. -~ o~ » ] M A\ ‘=14 {
E. Analise Cromossomica O N- mweae ¢ ©0X

Jnee _
Foram analisadas metafases provenientes dedghaﬁ ou mals

réplicas e anotadas as anomalias numéricas e estruturais encontra-
das. De acordo com critérios propostos por Mitelman (19835),
Mertens et al. (19892) e pelo International System of Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1991 suppl), devem ser consideradas
clonais as anomalias estruturais que aparecerem em pelo menos duas
células de diferentes réplicas e as anomalias numéricas que aparece-
rem em pelo menos trés células de duas réplicas diferentes. A iden-
tificag80 e classificagao de anomalias cromossOmicas foi feita
conforme ISCN (1985 e 1991, suppl).

A analise cromossOmica foi realizada em microscbpio
6ptico Carl Zeiss Jena, modelo Jenaval ou Jenamed 2 e, para documen-
tagdo ou esclarecimento de dlavidas, o material foi fotografado em
microscopio modelo standard WL (Carl Zeiss Oberkochen) com filme
Agfa Copex Pan A. H. U. ou Ilford PanfF, 50 ASA. O negativo foa:
revelado com revelador Kodak D-72, em diluig3o de 1:1 a temperatura
de EOGE e as fotos foram feitas em papel Kodabrome Praint RC F2 e F3
ou Kodabromide F3.

De cada uma das reéplicas foi1 analisado o maior numero de
metadfases possivel. 0 nilmero de metdfases analisadas por paciente
variou de 6 a 164. A anadlise foi considerada completa quando todos
0s cromossomos puderam ser identificados em bandamento Gs e parcial
quando pelo menos sete pares cromossdmicos puderam ser identificados

por bandamento Gs enquanto os demais cromossomos foram classificados
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nos grupos propostos pelas Conferéncias de Denver, realizada em 19690

e de Londres, realizada em 1963. Algumas metafases que n3ao apresen-

taram bandas cromossOmicas visiveis foram analisadas em coloragao

classica,

sendo os cromossomos também classificados em grupos.
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III. RESULTADOS

Os achados citogenéticos dos sete casos de osteocondroma
analisados est3o descritos nas Tabelas 4 e S5S; os do tumor de células
gigantes na Tabela 6 e os do cisto bsseo solitdrio nas Tabelas 7 e
8. 1)

A. Osteocondromas

CASO B840

0 paciente, nio tabagista, apresentou um tumor dédsseo no

tergo proximal da tibia diagnosticado como osteocondroma, com evolu-
gao de aproximadamente 10 anos.

Trinta e sete metafases foram analisadass, trinta parcial-
mente apbs bandamento G e sete em colorag3o usual e os resultados‘
s3o resumidos na Tabela 4. Vinte metidfases eram normais, trés apre—’
sentaram uma translocagdo entre o cromossomo 2 e 4, t(254)(q1235q33)
(Figura 1). Essas trés metdfases foram encontradas em células prove-
nientes de um mesmo frascos e n3ao foi possivel confirmar se a
anomalia cromossomica era clonal devido a mad qualidade das metafases
encontradas nas outras duas réplicas. Uma célula tinha perda do
cromossomo Y., duas apresentaram perda de um cromossomo do grupo C e
uma tinha perda do cromossomo 19. Duas células apresentaram perdas'
de cromossomos do grupo C e uma apresentou monossomia do cromossomo
17 e de um cromossomo do grupo G. Cinco células apresentaram numeros
cromossdmicos iguais ou inferior a 41. Duas células eram poliplbi-

des,s com numeros cromossOmicos proximos a 80.

CASO 929

A pacientes n3oco fumante, manifestou massa anbBmala na
regiao 1nguinal diagnosticada como um osteocondroma no fémur direi-
tos com evolugdo de dois anos.

Foram analisadas cinquenta e cinco metafasess cinquenta e
uma parcialmente apbs bandamento G e quatro em colorag3o wusual.
VUinte e cinco metafases apresentaram caridétipo normal, uma apresen-
tou monossomia do cromossomo 22y trissomia do cromossomo 135 e uma

translocagao (13322)(pii1i3q1i1i) ou (qiispii) (Figura ¢2al)s e outra

AVA
AVAYEY

cm 1 2 5 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17

F B

18



Tabela 4. Dados citogeneticos em casos de osteocondroma.

No. de metafases Achado citogenético [ho. de célulasl
total ou parcial-
mente analisadas

4565, XYL20 1]

4654 XYt (254)(qi235q33)[3]
451X1“Y[1]

45, XYs-CL2]

45, XYs—-192C11]

44 ,XY,-C,-CL2]
443XY1_171_GE13
415XY1_CU_C9‘C1_C5'G[1]
no. cromossomico { 40C4]
polaiploidial2]l]

46, XX[L2S]

464 XXt (13522)(p1135q11) ou (qgiispii)
+15,-22C11

464 %XXsdel(B)(ql12-q13)C1]

451XX$‘8[8]

454XXs-CL13

454XXs—-FL11]

44 ,XXs-145-34+8,-11,t(13522)(p115qi1)
ou (giis5p11)C113

44, XXs-Cs—-CL11]

43, XX,-8,-17-19C11]

434XX4-Cs-Cs-CL11]

439XX§‘C§‘C1_GE13

no. cromossomico ¥ 40@L5]

hiperdiploidial2]

poliploidiali2]

464 XXLS]

453XX5_C[1]

no. cromossomico  40CS1]
poliploidialS]

464 XXL161]

no. cromossomico ¢ 40CL2]
hipotriploidiali]
poliploidialC3]
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metafase tinha uma deficiéncia do cromossomo 8, del 8(gqi12-qi3). Duas
células apresentaram monossomia do cromossomo 8, uma de um Cromosso-
mo C n3o identificado e uma de um cromossomo do grupo F. Uma célula
apresentou caribtipo 44 ,XX3-1,-3,+8,-11,t(13322)(p115q11) ou
(qiis3pi11) (Figura 3)s quatro células tinham perdas cromossOmicas
casuals e cinco delas apresentaram nimero cromossOmico 1gual ou
inferior a 40. Duas células eram hiperdiplbides, com 54 e 56 cromos-
somos e doze ceélulas eram poliplbdidess com nlmeros cromossOmicos
variando entre 74 a 183. Uma das células polipléides é ilustrada na

) —
Figura 4.

CAS0 932

Essa paciente notou a presenga de uma massa 6ssea no
tergo proximal da tibia direita hd seis anoss que apresentou aumento
gradual em seu tamanho. Como dois 1irm3os da paciente tiveram osteo-
condromas bilateraiss os quais haviam sido ressecadoss o diagnéstico
foi de osteocondromatose mdltipla familial.

Dezesseis metdfases foram analisadas parcialmente apbs
bandamento 6 e os resultados constam da Tabela 4. Cinco células
apresentaram caridtipo normal, uma apresentou caridbtipo 45,XX,-C e
cinco celulas tinham os seguintes nldmeros cromossbmicos: 40, 39, 37,
33 e 28, com perdas casuailis. Cinco células eram poliplbides, com

ndmeros cromossBmicos variando entre 80 e 92.

CAE0 974

Uma massa tumoral com evolugao de aproximadamente & anos

fol1 diagnosticada como osteocondroma no tergo proximal de tibia em
paciente ndo fumante.

Vinte e duas metifases foram analisadas em coloragao
usuals sendo os resultados apresentados na Tabela 4. Dezesseis delas
eram normais, duas apresentaram nlmero cromossdmico inferior a 40,
uma era hipotriplbdide com 6@ cromossomos e trés eram polipldides,

com ndmeros cromossomicos entre 78 e 90.
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Figura 4. Cariogramas parciails mostrando a translocagao
t(254)(qi25q933) e os homblogos normais em células do caso

840. As setas assinalam os pontos de quebra.
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der(13) der(13)

ou ou
der(22) 13 der(22) 13 22
C

5 4 = .
s o RN

Figura 2. Ilustrag3o da translocaglo (133522)(pi1i1359i11) ou (gi15pil)
em células do paciente 929 (a) e do paciente 1068 (b) e de
cromossomo marcador em célula do paciente 1071, comparado

com cromossomos normais (c).
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Figura 3.

Célula

do

caso 929 com o caridbtipo

t(13322)(p1i15qii) ou (qiispii).

5

6
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Figura 4.

Metafase hlpooctapld‘ée do caso 929 contendo 182 cromossomos.)

et
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CASO 1eé8

0 pacientes n3o tabagista, apresentou uma massa anfmala
no dmero direito com evolugfo de dois meses. 0 diagndstico revelou a
presenga de um osteocondroma de Umero direito.

Das 155 metafases encontradas, cento e uma foram analisa-
dass das quais uma metafase teve analise total, 64 foram analisadas
parcialmente ap6s bandamento G e 36 metafases foram analisadas em
coloragao usual. 0Os resultados sao resumidos na Tabela 5. Quarenta e
seis eram normaliss uma apresentou t(13322)(pi1is5qi1) ou (qiispii)
(Figura 2b). Trinta e sete ceélulas mostraram perdas cromossO-
milcas cCasuals. Entre estas, uma apresentou caridtipo 444Xs—Ys—Fs—
17,-18,-19,+3mar, dezesseis tinham ndmero cromossdmico 1igual ou
inferior a 40 e uma metafase apresentou caridtipo 47,XY,+15. Dezes-
sels metafases eram polipldidess, com nlmeros cromossémicos que va-

riavam de 79 a 92.

CASO 1049

0 paciente, n3o tabagista, apresentou uma les3o na fibula

direita que foi diagnosticada como um osteocondroma na regi3o pProxi-

ma ao Joelho.

Seis metafases foram analisadas em coloragao usual s
sendo os resultados apresentados na Tabela 5. Trés células apresen-
taram caridbtipos com 45, 43 e 41 cromomsomoss com perdas casuals e

trés revelaram caribtipo normal.

CASO 1071

A pacientes ndo tabagista, apresentou um osteocondroma de
tibia.

Das 297 metafases encontradas,s foram analisadas 147,
sendo @2 totalmente e 75 parcialmente apbs bandamento G, e 70 meta-
fases em coloragd3o usual. Os resultados s3o mostrados na Tabela S.
Setenta e duas metdfases apresentaram cariotipo normal, wuma tinha
46, XXsace e uma 464 XXs-Cy+mar (Figura 2c). Trés metafases revelaram
perda de um cromossomo do grupo B, onze tinham perda de um cromosso-
mo do grupo C, quatro mostraram perda de um cromossomo D, e trés

tinham perda de um cromossomo do grupo E. Dezesseis células mostra-~
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34

ram mdltiplas perdas cromossbmicas aparentemente casualis, sendo que
duas tinham ndmeros cromossomicos i1nferiores a 40. Vinte e oito eram
poliplbidess com ndmeros cromoss@micos variando entre 75 e 95, e
oito células eram hiperdiplbidess com trissomias de cromossomos dos

grupos Cs D ou G.

B. Tumor Osseo de Células Gigantes

CASO B2s8

A paciente apresentou uma massa tumoral recidiva de um
tumor 6sseo de células gigantes de fémurs, que havia sido ressecado
hd 4 anos.

Na Tabela &é constam os resultados das vinte e cinco
metafases estudadas, das quais treze foram parcialmente analisadas
apbs bandamento G e doze foram analisadas em coloragdo usual.
Treze metafases tinham caridétipo normal, e trés mostraram 45, 44 e
43 cromossomos com perdas envolvendo os grupos C e E. Uma metafase
apresentou 47 cromossomos com ganho de um cromossomo do grupo F,
Oito metadfases eram poliplbidess com ndmeros cromossdmicos variando
de 80 a 83.

C. Cisto Osseo Solitario

CASO 1103

A crianga apresentou dores no fémur, proximo a regido do
Joelhos tendo sido diagnésticado um cisto bsseo solitario no tergo

mediano do fémur direito, local que coincidia com regido onde ha

aproxlmadamente 60 dldS o paciente hav1a sofrldo um trauma fisico em

e —

um jogo de futebol. ‘Btu’kk; WﬁJx’

B |- \J‘., fir'l_!,"'.'-

Foram obtidas trezentas e seis metafasess sendo que os
resultados das cento e sessenta e quatro metdfases analisadas estdo
resumidos na Tabela 7. Dessass cinco foram completamente analisadas,
cento e vinte e cinco parcialmente analisadas apots bandamento G e
trinta e quatro analisadas somente em coloragdo usual.

Cento e onze metafases apresentaram cariétipo normal e
algumas expressavam sitios frageis. Em 2,4% das celulas foi observa-

do a expressao do fra(i)(p22) e em 3,6% das células foi detectada a
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Tabela &. Dados citogenéticos do caso de tumor

6sseo de células gigantes (caso 828).

No. de metafases
total ou parcial-
mente analisadas

46, XXL 131
45,XXs-CC11
44,XX-C,-CC11

4343 XXs-Ca-Es—-192C173]
47 « XX4+FLC11]

poliploidial 8]
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Tabela 7. Dados citogenéticos observados em 164 metafases total ou

parcialmente analisadas do caso 1103.

46,XY ou 46,XY,yfra(i)(p22) ou
465XYsfra(i)(qia)C111]

Com rearranjo 46 4XY sder(4) ,der(6),der(8),der(i),
complexo der(12),der(16),der(21)C171]
454XYyder(4),der (&) ,der(8),der(1i2),-C,
der(i16),der(241)C1]
45,XY,der(4),der(6),der(8),der(i2),
der(12)s-16,der(21)C1]

Com outras altera- 46 4XYqyacell]

GoOes estruturais 464XY4del(7)(qii-)qter)[1]
464XYst(153521)(p1isqiidl1]
464XY9y-8y+marl 1]
464XY 4 -164+marCi]
464XY4—-18y+marCi]
464 XYy-Co-21stmary+marli]

Com alteragdes 45,XY,-12011]

numéricas 45,XY,-15C113]
45,XY,-16L1]
45,XY,-CLS]
45,XY,-DC11]
45,XY,-FL2]
45,XY,-GL11]
441XY$*131'22[1]
44,XYs-Cys-CL11]
433XY1'C;'C!‘21€13
42.XY,-3,-Cs-C4-CL1]
481XY1"C§“‘D1_F1_F[13
413XY,‘C1'D;‘D5‘185_19[ 1]
411XY1_C9_E5"C|'C1"16[1]
no. cromossomico  40C2]
endorreduplicagaol?]
poliploidial31]

Com alteragdo numérica end465XY,t(1515)(qi25q22)C1]
e estrutural
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expressao do fra(il)(gq22), 1lustrados na Figura (5asb). Contudo, em
algumas células com caridtipo normal houve a manifestagio de um ou
de ambos os sitios frageis es em células que apresentavam eventos
cromossOmicos andmalos, foi observada a ocorréncia independente de

um sitio frégil.{@&rugpgg QAL RN 2 MAO ot W X LD

Dezessete %etéFases apresentaram um rearranjo estrutural .
complexo envolvendo sete cromossomos: o 4, o 65 0 8, os dois 12, o ‘Ul
16 e o 21 (Figuras 6 e 7). Esse rearranjo foi encontrado nos quatro i Y
frascoss sendo por 1sso considerado clonal. Uma metafase continha 45 }Ai
cromossomoss incluindo o0s cromossomos derivados com excegao doiﬁs'
der(16), porém a célula apresentou perda de um dos cromossomos 16. .«
Situag3o semelhante ocorreu em outra célula,; que continha seis dogiu
marcadores e n3o apresentava um dos derivados do cromossomo 12,
porém a célula também apresentava perda de um cromossomo C. A

Nao foi possivel descrever o rearranjo ocorrido de acordo
com a férmula resumida proposta pelo ISCN (1991, suppl),s devido a
sua complexidade. Por 1ssos 1lustra-se na Figura & os esquemas de
cada cromossomo derivado e dos segmentos do carib6tipo dos quais
provavelmente se originarams e apresenta-se na Figura 7 fotos 1lus-
trativas de cada derivado retiradas de diferentes metadfases. A
especificagao proposta dos sete cromossomos derivadoss de acordo com
as normas de nomenclatura da ISCN (1991, suppl) & apresentada na
Tabela 8.

Diversas outras anomalias cromossGmicas nao-clonais foram
encontradas neste caso. Uma célula com endorreduplicagdo mostrou uma
translocagdo (1315)(qgi235922) (Figura 8) e outras com 46 cromossomas
tinham a t(153521)(pi15qi1) (Figura Sc) e a del(7)(qii->qter) (Figura
S5d). Quatro metafases apresentaram cromossomos marcadores com carif-
tipo 46sXYs—1b6s+mars 46,XYs-8s+mars 46,XY,-C,-21,+mars+mar (Figura
Se-h) e 46,XYs-18s+mar. Foi também encontrada célula com 46 cromos-
somos que continha um fragmento acéntrico. Vinte e uma metafases
apresentaram perdas cromossOmicas aparentemente casuals, duas mani-

festaram sb6 endorreduplicagao e trés eram poliplbidess com nlimeros

cromossOomicos que variaram de 89 a 92.
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Ilustragdes do fra(i)(p22) em (a), do fra(i1)(qgi2) em
(b), de anomalias n3o clonais, como t(153521)(pii5qil) em
(c)sy del(7)(gqii->qter (d), cromossomo marcador em (e-h)
e der(21) participando de associagao de satélites com o
cromossomo @22 em (1) e com o cromossomo 21 em (J),
Alguns cromossomos nhormals da metafase foram incluidos
nas fotos (d-h) para comparagdo com O cromossomo

alterado.
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bqli—= Bqter

bpter—= 6ql6

8ql2— Bqter

8pter—= 8qll

l6qll— lbqter

129 ter—s 12913

4q26— 4qter

der(12)a

i IEbptur——v IEbt;l'*

21q22 —= 2lqter

12b der(12)b

E lopter—= 16ql1
! 129913 == 129qter

16 der(l6)

2lpter—= 21q22
hqli— 6q2l |

¥ )

y D ) ¥ -
127 q24— 127 qter

Figura &é. Esquemas 1ilustrativos dos derivados dos cromossomos 4, &,

8, 1Pas 12bs 16 e 21 do caso 1103.
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apter— cen— 4q25::12%q24— 12°q14::6q26— 6qter

der(6) 6pter—= cen— 6ql6::8q12— 8qter

der(8) 8pter—= cen—= 8qll::16qll—= léqter

der(12)a 12%pter— cen— 12%q13::4q26—= 4qter

der(12)b  12%pter— cen— 12°q13::21q22— 21qter

der(16) l6pter— cen—= 16q]1::12“]q11—' Ianter

b
2lpter—= cen—= 21q22::6q23— 6921 ::12bq2b—' 12 qter &

Figura 7. Composigio proposta e fotos representativas

cromossomos derivados do caso 1103.
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Tabela 8.
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Figura 8, Cariograma de metdfase do caso 1193 com endorreduplicagdo

apresentando uma translocagao t(1i315)(qies5q22).
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IV. DISCUSSHAOD

Estudos «citogenéticos em células de tumores benignos
ainda s3o escassoss mas Ja hd resultados muito interessantes. Essa
raridade provavelmente decorreu do fato de que se supunha que as
lesBes benignas eram cromossomicamente normaiss achado contudo que
vem sendo hd algum tempo identificado como inconstante.

Segundo Sandberg (1991), a complexidade das alteragldes
cariotipicas nas 1lesGes benignas pode indicar o envolvimento de
genes que est3o relacionados com a proliferagdo celular, mas n3o com
a transformagd3o maligna. Algumas neoplasias de natureza benigna,
como os lipomass e de natureza malignas como o0s lipossarcomass
ofereceram oportunidade especial para expandir o conhecimento sobre
o papel das alteragdes cromossBmicas na proliferagio celular e sua
possivel relagdo no processo de transformagdo maligna. Dos lipomas

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

; : 1 : ; = :
0os com caribtipo normal, os com hiperdiploidia e cromossomos em
- |

anel, DS com pseudodiploidia e com rearranjos do tipo
t(3512)(q285q913-915), t(1512)(p32-335q13-15), t(2;512)(p21-225q913-14)
e t(12321)(q135q921-22), o0s com delCié)(qiE-qEE), 0s com abérrasﬁes
envolvendo a banda 11913 e os com rearranjos em é6p21i-23. Fato impor-
tante ¢é que o subgrupo que apresenta a t(3312)(q2B83q13-15) tem um
prognbstico alarmantes poOl1s rearranjos que incluem esses pontos de
quebras s3o0 também encontrados em lipossarcomass segundo Teyssier
(1989) e Teyssier & Ferre (1989). Entretantos segundo Mrbzek et al.
(1993)y, o0s pontos de quebras em lipomas sao consistentes em 12915,
enquanto que nos lipossarcomas 0s pontos de quebras sao comumente
encontrados em 12q13. Portanto, esses autores puderam esclarecer uma
controvérsia existente anteriormente, mostrando que as regities afe-
tadas em ambos os tumores sao diferentes.

Os rearranjos encontrados em lipomas e lipossarcomas
incluem pontos de quebras nos cromossomos 1 e 2. Analises molecula-
res tém concluido que os oncogenes BLYM, MYCL1 e JUN, localizados no
cromossomo 1,5 o MYCN localizado no cromossomo 2 e os oncogenes ERG e
ETS2 localizados no cromossomo 21, que est3do préximos aos pontos de
quebras recorrentes envolvidos nos rearranjos encontrados em lipo-
mass n3o exercem influéncia no estabelecimento dos mesmos. 0 estudo

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

a andlise molecular dessa regi3o mostrou padrdes de metilagdo dife-"//"

rentes em GLI eﬁ}lihossércomas (Paulien gt al.s 19913 Sreekantaiaﬁle

et al., 19%91b).

Em relagd3o ao tumores bsseos benignoss foram localizadas
informagdes citogenéticas em onze publicagdess que estdo resumidas
nas Tabelas @ e 10, para facilitar a discuss3o. 0s tumores mais
frequentemente analisados no presente estudo foram osteocondromas.
(casos 840, 929, 932, 974, 1068, 1069 e 1071) e os achados sdo de
grande valia, polis até o momento as uUnicas referéncias sobre estudo
citogenetico em osteocondroma haviam sido feitas por Fletcher et
_11. (1989), que afirmaram serem frequentes alteragles estruturais
ndo-clonais nestes tumores, e por Bridge et al. (1992c) (Tabela 9).

Nos sete casos ora analisados ndo foram encontradas alte-
ragdes estruturais clonais, mas chama a atengdo a t(234)(qi235q933),
do caso 840, cuja clonalidade n3o pode ser confirmada por razdes
técnicas. Além dissos conforme Jja destacado por Mertens et al.
(1989), as anomalias consideradas ndo-clonais podem refletir peque-
nos clones celulares, que nao se_;0n¥1rmaram em fungdo do estudo QE_

ndmero insuficiente de célqlas. Portanto, apesar da t(234) detectada
éamu}ebefiﬁﬁo em_frés células nao ter sido considerada clonals em
fung3o dos critérios adotadoss nao se pode descartar totalmente a
hipotese de clonalidade.

Essa translocagd8o nd3o foi referida em qualquer das
publicagBes sobre tumores 6sseos benignos e até o momento nenhum
oncogene foli mapeado naquelas bandas cromossfmicas. Na banda 2qicd
foi mapeado o gene codificador do receptor da interleucina 1, IL1iR,
e nessa mesma banda ou entre as bandas 2qi2-9q21 esta o gene da
interleucina 1, IL1As 9que & uma citoquina plurifuncional com papel
importante na regulagdo do sistema imune e em processos inflamato-
rioss segundo Gowen et al. (1983) e Saklatvala (1986). Além dos
efeitos citostaticos e citotbxicos exercidos em células neoplasicas,
a 1nterleucina atua também na diferenciagao e crescimento das
células hematopoiéticass ativag3o dos osteoclastos e reabsorgdo
6bssea e cartilaginosa, atividade mitogénica e inibigdo do crescimen-

to das celulas tumorais (Raitano & Korcs 1993). Entre as citoquinas
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Tabela 9. Anomalias cromossomicas encontradas es tumores bsseos benianos de chlulas gigantes,
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existentes, a interleucina i1 tem sido considerada potencialmente a
malis importante como mediadora em processos inflamatdrios e esta
sempre presente em doengas 1inflamatérias que tém como caracteristi-
ca a reabsorgio 6sseas caso da artrite reumatdide e da osteoartrose
(Gowen et al.s, 19835 Saklatvala, 1986). Com base no exposto, seria
esperado que nos osteocondromass que sao tumores formadores de
cartilagem, a interleucina 1 atuasse no processo de reabsorgao
b6ssea. N3o se pode afirmar que a alteragd3o vista ao nivel citogené-
tico neste ponto de quebra tenha exatamente afetado tais genes,
porém se 1s5s0 aconteceu & possivel que ambos os produtos tenham sido
funcionalmente alteradoss perdendo nessas células sua atividade
anti-tumor e de reabsorgio O6ssea e resultando em uma lesdao neoplasi-

ca.

Em trés células de amostras de osteocondromas foi obser-

vada a translocagido t(13322)(p1i35q911) ou (gqiispli), sendo que duas
delas foram encontradas em um mesmo paciente e uma em células de
outro paciente. A translocagdo t(13322)(pi13p11) ja foi descrita por
Molenaar et al. (1992) como um evento clonal em um tumor dbsseo de
células gigantes (Tabela 10).

Outra alteragao cromossdmica encontrada em dois osteocon-
dromas benignos ora estudados foi a trissomia do cromossomo 13, que

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

Tabela 12). Esse achado poderia associar os osteocondromas com o0s .

condrossarcomas. Contudo, anomalias no cromossomo 15 tém sido também
descritas em outros tumores, como carcinoma de cbdlon, neuroblastoma,
retinoblastoma e meningioma (Mitelman, 19%1).

Um dos eventos mais frequentemente encontrados na analise
dos sete casos de osteocondroma foi a poliploidias que ocorreu com
frequéncia relativamente alta em 5;15 dos casos estudados: em cerca
de 6% das células no caso B40, 22% no caso 929, 31% no caso 232,
14% no caso 974, 16% no caso 1068 e 19% no caso 1071. 0 dnico caso
em que n3o foram encontradas células polipldides foi o 1069, do qual
sé foram analisadas seis células. 0O fendmeno da poliploidias segundo
Williams & Daly (1990), tem sido pouco estudado em tumores d4sseos,
porem segundo esses autores parece indicar malignidade ou 1instabili-
dade cromossdmica es portantos estd relacionado com predisposigao
a progressdao maligna.

De acordo com os estudos de quantificagao de DNA por
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citometria de fluxo, realizados por Bauer (1988), Chen (1989),
Williams & Daly (1990¢) e Mandahl et al. (1993b), a poliploidia
indica um mau prognoéstico em lesdes benignas e malignas, pPrincipal-
mente condrossarcomas e osteossarcomass e também em tumores de pele,

de bexiga, de mama e de intestino. Sequndo Williams & Daly (1990),

pacientes com tumores oOsseos dipldides apresentam uma sobrevida de

81%, quando comparados aos pacientes com tumores aneuplbidess que
apresentam sobrevida de 29%. LesGes diplbides estdo associadas com
um melhor prognésticos enquanto que as les@es hiperdipldides tém um
curso clinico desfavoravel, apresentando alta frequéncia de recor-
réncia do tumor apbs ressecgdo e surgimento de metastases em outros
bréﬁos. Portantos, a analise quantitativa de DNA pode auxiliar no
prognbstico dos tumores e também no diagnbstico dos tumores @ssees
que apresentam discrepadncias entre o cohportamento biolbgico e o
histopatoldgico.

Poder-se-1a considerar a hipbtese de que a poliploidia
observada nos paclentes deste estudo refletisse efeito de condigdes
in vitros, mais especificamente do bloqueador mitdético colcemide.
Contudo, apesar de em trés casos (929, 932 e 974) ter havido exposi-
G30 prolongada (16h) a esse agentes nos outros trés casos (B840, 1068
e 1071) as células ndo foram expostas ao colcemide por mais de @2
horas es portanto, n3o se poderia atribuir a taxa elevada de poli-
ploidia ao bloqueador mitético.

Os tumores podem apresentars alem de alteragles cromossO-

micas clonailis primarias e secundarias, outras anomalias ndo-clonais

que sao casualmente distribuidas no caribdtipo. Quando a instabilida-

de nas células tumorais é pronunciada, essas alteragdes dificultam a
detecgd3o das anomalias verdadeiramente relacionadas com a patogénese
do tumor, conforme jid destacado por Mitelman (1990). As demais
anomalias cromossBmicas encontradas nos casos de osteocondromas
estudados no presente trabalhos como a del(8)(qi2-13) devem enqua-
drar—-se na categoria das alteragfies casuais.

Outros tumores 6sseos benignos sobre os quais dispbBe-se
de informagdes citogenéticas s3o0 os condroblastomas, o0s encondromas
e os fibromas condromixdides, cujos achados citogenéticos constam da
Tabela 9. A analise citogenética de seis encondromas estudados por
Teyssier (1987), Mandahl et al. (1990, 1993a) e Bridge et al.
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(1992b) revelou alteragles cromossomicas estruturais clonais nos
cromossomos Xs 65 7, 8, 9, 12, 15 e 16, incluindo as associagdes
teloméricas em um dos casoss enquanto a Unica alteragdo numérica,
trissomia do cromossomo 20, foi1 encontrada por Bridge et al.
(1992b). Em um caso de condroblastomas Mark et al. (1992) identifi-
caram um rearranjo complexo que envolvia os cromossomos 1, S, 17 e
ce.

Bridge et al. (1989) apresentaram um caso de fibroma
condromixbide que mostrou alteragOes estruturais nos cromossomos 2 e
13 e trissomia do cromossomo S.

Bridge et al. (1992c) apresentaram resumo dos achados
citogenéticos em 12 condroblastomas, 11 osteocondromass 12 encondro-
mas e 2 fibromas condromixbides. As aberragdes numéricass geralmente
do tipo trissomias envolveram os cromossomos 53 7 e 8 e os eventos
estruturais envolveram com maior frequéncia o cromossomo 15 nas
bandas 15p11 e 15g22. Essas alteragdes também foram observadas em
neoplasias Osseas cartilaginosas benignassy caso dos tumores bsseos
de células gigantes (Schwartz et al., 1991, Tabela 10@), mas nenhum
dos pontos de quebras descritos coincide com o0s encontrados no
presente trabalho.

Entre as alteragdes cromossOmicas nao-clonais encontradas
no presente estudos coincidem com as descritas na literatura a
trissomia do cromossomo 8, que também foi referida por Bridge et al.

(1992ascy Tabelas 9 e 10) em tumores 6sseos benignoss assim como a

monossomia do cromossomo 17 e a translocagao (13522), que também

foram encontradas em tumores d4sseos de células gigantes, respectiva-
mente por Bridge et al. (1992a) e Molenaar et al. (1992, Tabela 19@).

Embora os achados ora apresentados ndo tenham sido con-
sistentess n3o pode ser descartada a hipbtese de que as alteragdes
observadas possam estar relacionadas com a 1niciag3o do osteocondro-
ma ou até com a progressdo maligna a condrossarcoma ou a osteossar-
coma. Portanto, ainda sdo necessarios estudos para que essas lesdes
sejam melhor caracterizadas citogeneticamente e para esclarecer o
significado de tais alteragdes cromossdmicas no desenvolvimento
desse tipo de tumor.

Os tumores o6bsseos de células gigantes Ja foram mais
estudados, e na literatura foram localizadas informagdes citogenéti-

cas sobre 51 pacientes (Tabela 10), em trés estudos desenvolvidos
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por Schwartz et al. (19%91), Bridge et al. (19%92a) e Molenaar et al.
(19%22). As praincipals alterag@es cromossfimicas estruturais foram
fusB@es teloméricass, que envolveram os cromossomos 2, 8, 9y 10, 11,
14, 15, 18, 19, 20, 21, 22 e X, mas os teldmeros mais comumente
afetados foram os de 99, 1ips 13p, 15p, 16p, 18p, 199, 209 e 21ip.
Esses tumores s3o caracterizados n3o s6 pela associagdo telomérica,
mas também por outras anormalidades cromossbmicas estruturais
maltiplas que incluiram indmeros cromossomos, e as anomalias numéri-
cas detectadas envolviam todos os cromossomoss com excegdo do 2, 4,
S, 12 e 14. No caso do tumor 4sseo de células gigantes analisado no
presente estudo n3o se obteve resultados similares aos resumidos na

Tabela i0. 0 dnico achado a ser destacado neste caso € a elevada

frequéncia de poliploidia (cerca de 32% das celulas), que pode estar

LA LA

relacionada com o aspecto mais agressivo desses tumores.

As alteragBes cromossbmicas verificadas nos tumores ora
analisados coincidem parcialmente com as encontradas em tumores
6sseos malignos. Um vresumo dos achados citogenéticos em tumores
desse tipo & apresentado nas Tabelas 11, i2g e 13y sendo que a
Primeira refere-se aos condrossarcomas, 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. (19%90),
Sreekantaiah et al. (1991a) e Hirabayashi et al. (1992), pode-se
observar a multiplicidade de cromossomos afetados por alteragdes
estruturais (cromossomos 1, 3, 4, S, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
i5, 16, 19, 20) e numéricas (todos os cromossomos), incluindo tris-
somiass tetrassomias e perdas cromoss8micas.

De acordo com os estudos realizados por Mandahl et al.
(1986), Castedo et al. (1988), Biegel et al. (1989), Noguera et al.
(19920) e Sinovic et al. (1992), resumidos na Tabela 12, as anormali-
dades citogenéticas estruturais frequentes em osteossarcomas também
afetaram praticamente todos os cromossomoss com excegao do 2,5 4, 16,
20, X e Y, enquanto que as anomalias numéricas envolveram todos os
cromossomoss com excegdo do Y.

Biegel et al. (1989, Tabela 12) analisaram citogenetica-
mente o0ito casos de pacientes com osteossarcomas pedidtricoss que

apresentavam caridtipo constitucional normal. A constituigdo cromos-
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Tabela ii. Anomalias cromossomicas encontradas em tumoves malignos do tipo condrossarcomas.
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Tabela {2, Estudo citogenético em osteossarcomas.

Referéncia

Ko. de
ras0s

No. modal

Anngalias Cromossnmicas
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Tabela 3. Estudo citogené

tico ea sarcomas de Ewing.

Referéncia
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sdmica das células tumorais foi complexa, e o frequente envolvimento
do cromossomo 13 confirmas; ao nivel citogenético, a perda de hetero-
z1gosidade no loco RBY do cromossomo 13 vista nesses tumores. Entre-
tantos o achado de anormalidades cromossdmicas na grande maioria dos
cromossomos forneceu evidéncias de que a perda de heterozigosidade
n3o & restrita ao cromossomo 13, podendo haver o envolvimento de
outros locos no desenvolvimento ou na progressao do osteossarcoma
(Sandberg, 19%20).

Dois estudos citogenéticos em sarcomas de Ewing (Aurilas
et al., 1984; Turc-Carel et al., 1988, Tabela 13) referiram os
cromossomos 1, 2, 95 11, 14, 146, 20, 21 e 22 como os mals frequen-
temente afetados nas aberragdes cromossOmicas estruturais, e a
trissomia do cromossomo B como a anomalia numérica mais consistente.

Aurias et al. (1984) e Turc-Carel et al. (1984) haviam
descrito a ocorréncia nesses tumores de uma translocagd3o consisten-
tey, a t(11322), que foi confirmada como um marcador citogenético por
Douglas et al. (1986) e Wang-Peng et al. (1987). AlteragOes 1dénti-
cas tém sido encontradas em outros tipos de tumores neuroectodérmi-
coss como por exemplo em osteossarcomas de células pequenas (Mandahl
et al., 1990), em tumor de Askin e em neuroepitelioma periférico
(Sandberg,s 1990)s ©0 que sugere que tais tumores sejam de origem
relacionada.

Cromossomos 13 derivados de t(13322), Ja foram referidos
em osteossarcomas por Biegel et al. (1989), e em retinoblastoma (cf.
Mitelman, 1991), e &esses achados adquirem significado pois parece
haver uma associagdo dos genes envolvidos no desenvolvimento de
retinoblastoma e osteossarcoma.

JA foi verificado que individuos que carregam uma mutagdo
constitucional no gene RBi, mapeado em 13qi4, tém um risco cerca de

500 wvezes mais elevado do que a populagiao em geral de desenvolver

tumores secunddrios n&o - oculares, especialmente osteossarcomas
(Hansen, 19913 Hovig et al., 1991). Toguchida et al. (1988),
Horowitz et al. (1990), Araki et al. (1991), Hansen (19%21) e Wunder

et al. (1991) descreveram a ocorréncia de rearranjos estruturais no
gene RB1 em osteossarcomas e Reissmann et al. (198%9) e Wunder et al.
(1991) os descreveram em sarcomas de tecidos moles, sugerindo a
participagio do gene RBY1 no desenvolvimento desses tumores. Araki et

al. (1991) isolaram fragmentos de DNA da banda 13914 e confirmaram a
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deficiéncia desse gene em alguns casos de osteossarcoma. Além disso,
estudos quantitativos de RNA demonstraram que o0 gene ndo @ expresso

em alguns osteossarcomass o que sugere que o gene RBL ou um outro

gene qualquer localizado em 139 pode ser responsavel pela origem de

osteossarcoma. Gilman et al. (1985) descreveram casos de osteossar-—
comas associados com anormalidades constitucionais em 13qi2, nos
quais o paciente ndo apresentava retinoblastoma, sugerindo que genes
encontrados nessa banda possam estar relacionados com o desenvolvi-
mento de osteossarcomas.

N3o foi1 possivel determinar com precisdao os pontos de
quebras da translocag3os, <que pode ter ocorrido em 13pil e 22qil ou
13911 e 22piis onde n3o ha oncogenes mapeados. Além dissos 0Ss Prova-
vels pontos de quebras nas alteragles que envolveram o cromossomo 13
e 22 n3o afetaram o gene RBL. Contudos e interessante destacar a
importancia da t(13322) encontrada neste trabalho, pol1s genes dessas
bandas podem ter sido alteradoss de forma a serem responsaveils pela
transformagdo maligna em osteossarcoma. N\ C

Entre as alteragles cromossOmicas numéricas referidas
neste estudo merecem destaque a trissomia do cromossomo B8, a qual
estava presente em uma célula que apresentou também a t(13322), e a
monossomia do cromossomo 17. A trissomia do cromossomo 8 Jja foi
encontrada em condrossarcoma (Hirabayashi et al., 1992, Tabela 11),
em osteossarcoma (Noguera et al., 1990, Tabela 12), e em sarcoma de
Ewing (Turc-Carel et al.s 1988). Esses achados s3o 1interessantes

porque os osteocondromas podem dar origem a condrossarcomas e oste-

ossarcomas. Outro fator de grande wvalia para o esclarecimento do

significado da trissomia B nesses tumores & a presenga neste cromos-
somo do oncogene MYC, responsavel pela malignidade em alguns
tumores. Alteragdes nesse oncogene, como a provocada pela
t(B8322)(q2435q11), s3o responsavels por sua ativagaos ele passa a ser
expresso em altas taxas e &, ent3o, responsavel pelo processo malig-
no no linfoma de Burkitt. Heim & Mitelman (1987), considerando esses
achados e também a confirmag3o da amplificag3o do MYC em cerca de
10% a 20% dos tumores em geral, que era mais frequente em metastases
do que em tumores primarioss propuseram a amplificagdo génica prova-
velmente nd3o & uma caracteristica de tumores primarios, mas sim de

lesdes em estigios mals avangados estando relacionada com um mau
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prognbstico. Entretantos ndo se pode descartar a hipbtese de que a
trissomia do cromossomo B, em tumores benignos, possa estar relacio-
nada a processos 1hiclals de transformagao maligna de osteocondromas
para condrossarcomas ou osteossarcomas.

Com relagd3o a perda do cromossomo 17, encontrada em nove
células de quatro casos de osteocondroma, j& foi1 relatada em tumores
6sseos malignos como condrossarcoma (Hirabayashi et al.s 1992),
osteossarcoma (Biegel et al., 1989) e sarcoma de Ewing (Turc-Carel
et al., 19885 Mitelman, 1991), além de ser frequente em uma varie-
dade de outros tumores, principalmente em carcinoma de cblon.

A perda do cromossomo 17 estid associada com a deficiéncia
do gene TP53,; um dos possivelis genes supressores de tumor. Altera-
¢0es nesse gene em familias com alta incidéncia de cancer foram
descritas por Malkin et al. (1992) e Toguchida et al. (1992), nas

quals o osteossarcoma foi bastante comum. Dockhorn-Dworniczak et al.

(1992) encontraram perda de alelos no loco TPS53 em ZS% dos casos

estudados de osteossarcomas e esses resultadoss em adig3o aos demais
Ja referidos na Introdugao deste trabalho, sugerem que perdas aléli-
cas no gene TPS93 podem constituir-se em eventos fundamentais na
origem de osteossarcomas.

Perdas alélicas no gene TPS53 também s3o frequentes em
outros tumoress como é& o caso do cancer de mama (Matsumura et al.s
1992) e parecem estar envolvidas em sua progressao. Além dissos de
acordo com estes autores, é provavel que haja um outro gene supres-
sor de tumor em 17p, localizado distalmente ao TPS53, e que também
esteja relacionado com o desenvolvimento de neoplasias de mama.

Em relag3o as lesBes 6sseas nao-tumoraiss ha poucas 1inh-
formag®es citogenéticas disponiveis na literatura. O caso 1103 era
uma les3o oOssea benigna diagnosticada como cisto bsseo solitario.
Sua etiologia permanece incerta, mas ele pode ter se formado em
resposta a um processo traumatico. Segundo Malawer et al. (1985),
esses cistos raramente s3o confundidos com tumores benignos ou
malignos.

Sobre cistos oOsseos solitdrios n3o foram encontradas
informagdes citogenéticas. Outro tipo de cisto bsseos 0 aneurismiti-
cos, teve 10 casos analisados citogeneticamente por Pfeifer et al.
(1991), sendo que oito mostraram caridbdtipos normais e dois apresen-—

taram anomalias cromossOmicas. Foram encontradas fustes teloméricas
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em um dos casos, que acabou sendo associado com um tumor de células
gigantes pré-existente. Segundo os autores, os cistos 6sseos aneu-
rismaticos podem originar-se em resposta a um tumor benigno pre-
existentes caso em que podem apresentar as caracteristicas histolo-
gicas e citogeneticas desse tumor. Nesse casos o0 cisto apresentou
fusBes teloméricas que envolviam os cromossomos 1s 25 35 45 S5 74 8,
11, i2, 13, 15, 16, 19, 21, 22 e X e que sdo caracteristicas de
tumor dbsseo de células gigantes. Em outro paciente foram encontradas
anomalias cromossfmicas grosseirass COmMD cromossomos extremamente
longos formados pPoOr associagOes teloméricas, 0o que levou a uma
reavaliagd3o. A nova analise radioldgica e histoldgica do cisto
acabou revelando que a les3o0 eras na realidades um osteossarcoma
telangiectasico. Esses achados evidenciaram a importancia da cito-
genética no diagnbstico diferencial dessas condigles.

As células do cisto b6sseo solitario analisado no presente

estudo mostravam quebras e falhas preferenciais nas regides ip22 e

iqi2, que coincidiram com a localizagd3o dos sitios frageis

fra(i)(p22) e fra(i)(g1i2) (Bruns & Dracopoli, 1991). Os sitiosf

frageis constituem um fendmeno citogenético relacionado com instabi-

‘%1}Qade cromossOmica, porém seu significado biolégico em cdncer ndo
esta completamente esclarecido. Sua distribuigdo n3o é casual no
genomas e existem sitios frageis que tém sido associados com pontos
de quebra de rearranjos nas células tumorais, tais como transloca-
co0es, deficiéncias, e 1inversdes (Watanabe et al., 199@). A prépria
t(13515)(qi25q922)s encontrada neste trabalho em uma célula do cisto
6sseos tem pontos de quebras coincidentes com dois sitios frageis, o
fra(i1)(qi2) e o fra(i5)(q22) (Donlon & Malcom, 1991).

Contudos o achado citogenético mais importante encontrado
no estudo deste caso fol o rearranjo estrutural ﬁomplexo balanceado
(Tabela 8, Figuras 6 e 7)), que envolveu sete cromossomos (cromosso-
mos 4y &5 B, 0s dols cromossomos 12, o cromossomo 16 e o 21) e foz
observado em 11.,6% das celulas. Em duas células foram encontrados
9355 cromossomos derivados, estando ausente em uma um dos derivados
do cromossomo 12 e um outrqs, o der(ié), porém como nessas ceélulas
havia perda de um cromaésomo do grupo C e de wum cromossomo 16,
respectivamentes; pode-se supor que o0s cromossomos perdidos hessas

ceélulas fossem os derivados der(i12)a e der(ié6)s e que elas fossem




29
perfeitamente enquadradas no <clone com o rearranjo complexo. O
rearranjo distribuiu-se pelas quatro réplicas estudadas constituin-
dos portantos uma anomalia clonal.

As alteragoOes dos cromossomos envolvidos no rearranJjo

complexo podem ser simplificadamente esquematizadas como segue:

0 rearranjo & formado por dois blocos de alteragfes. Um
deles envolve os cromossomos 4, 6, 12b e 21, sendo que 0s cromosso-
mos & e 12b apresentaram dois pontos de quebras no brago 1longo,
enquanto o 4 e 21 tiveram apenas uma quebra cromossfmica. 0s deriva-
dos 12b e 21 participaram de trocas cromossOmicas reciprocas entre
si. 0 outro rearranjo envolveu cinco cromossomoss incluindo o 4 e 6.
Neste, houve apenas trocas cromossOmicas simpless com excegao do
cromossomo & que doou regides cromossOmicas para o 4 e para o 21i.

Em resumos o0 derivado do cromossomo 4 recebeu segmentos
dos cromossomos &6 e i2bs tendo recebido o fragmento do cromossomo
i2b 1invertido. 0 cromossomo derivado do 6 recebeu um segmento do
cromossomo 8 e estes poOr sua vezs, recebeu um segmento do cromossomo
16. Em relag3o ao derivado do cromossomo 12a, este recebeu uma parte
do brago longo do cromossomo 4, o derivado do cromossomo i2b recebeu
um segmento do cromossomo 21, o der(i16) do cromossomo 12a e o
der(21) recebeu um segmento do cromossomo & invertido e o teldmero
do cromossomo 1icb.

Essa alteragdo n3o foili descrita anteriormente em anoma-
lias bsseass porém outros rearranjos cromossOmicos estruturais com-
plexos tém sido descritos em tumores Osseos benignos, como a
t(131355s5173522) em condroblastoma (Mark et al., 1992) , a
t(X,8,123513) em encondroma (Mandahl et al., 1990) e a t(135113521) em

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

Castedo et al. (1988) também referiram rearranjo cromossomico alta-
mente complexo em osteossarcomas, que envolveu os cromossomos 1, 3,

S 7 5 8, ?, 11, 12, 14, 17 e 18, sendo que seis celulas tinham os
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derivados do 1, 3, 55 7, 8, 9?5 12, 14 e 17 e duas os derivados do 3,
5 11 e 18. Contudo, deve ser ressalvado que a analise citogenética
desse tumor foi feita apds o paciente ter sido submetido a quimiote-
raplia.

Alguns pontos de quebras do rearranjo complexo encontrado
coincidem com a localizag3o de oncogenes referidos no Human Gene
Mapping 11 (1991). E o caso da banda 49255 1local este onde esta

mapeado o gene responsavel pelo fator de crescimento epidérmico EGF
da banda 6q21 onde est@o localizadog od<qengs,dq faten de —riecyose
ggﬂpnglkflﬂﬁﬁLﬁ%;ﬂEQJQ o oncogene FYNs da banda 4923 onde pode se

localizar o oncogene MYB, da banda 8q11 onde esta localizado o
oncogene MOS: e da banda 12913 onde esta mapeado o oncogene ERBB3.
Além dissos trés pontos de quebras deste rearranjo coincidem com
sitios frageis. E o0 caso da banda 6921, onde est3ad localizado o
fra(é)(21) (Ziegler et al.,s 1991), da banda 12913, local onde esta
mapeado o fra(i1i2)(qi3) e da banda 12924, que contem o fra(i12)(q24)
(Craig & McBridge, 19%1)

Varios pontos de quebras envolvidos no rearran)o complexo
coincidem com bandas afetadas em anomalias descritas em tumores
4bsseos, apesar de ndo serem consistentes. A banda 4925 foi observada
participando em rearranjos em histiocitoma fibroso malignos um tumor
6sseo de partes moles (Mitelman, 1991), a 6qg22 foi1 observada altera-
da em condrossarcoma (Mandahl et al., 1999), a 8qii em encondroma
(Mandahl et al., 1990), tumor b6sseo de células gigantes (Schwartz et
al., 1991), condrossarcoma, oOsteossarcoma e sarcoma Ssinovial
(Mitelman, 1991), a 12924 em lipomas histiocitoma fibroso maligno,
osteossarcoma e sarcoma de Ewing (Mandahl et al., 19865 Mitelman,
1991), a 16911 foi1 encontrada rearranjada em histiocitoma fibroso
maligno, em rabdomiossarcoma, sarcoma de Ewing e sarcoma Ssinovial
(Turc-Carel et al., 19885 Mitelman, 1991) e a 21922 foi1i observada
alterada em lipoma, leiomioma e leiomiossarcomas histiocitoma fibro-

so maligno e lipossarcoma (Mitelman, 1991). N3o foram encontradas

referéncias sobre tumores 4sseos com alteragdies cromossfGmicas que

afetaram o ponto de quebra 12911, mas uma regido prdoxima a esta, a
banda 12913 tem sido frequentemente envolvida em alteragdes em
tumores 6&sseos como encondroma, condrossarcoma e osteossarcoma,
segundo Mrbzek et al. (1993).
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Uma outra translocagdo envolvendo o cromossomo 15,
t(15521)(p11s5911),s encontrada neste cisto 6sseo também ja foi des-
crita em tumor dbsseo de células gigantes (Schwartz et al., 19291).

Os achados nessas células de cisto 6sseo solitario, le-
vantaram questdes em relagao ao caso. Segundo Teyssier & Ferre
(1989) e Sandberg (1990), as alteragbes cromossOmicas encontradas

em lesoes benignas tendem a ser translocagOes reciprocas balanceadas

que mantém a estabilidade cromossdmica, concordante com o encontrado

na situag3o em discussio. Todavia, vale ressaltar que caribtipos com
rearranjos altamente complexos s3o caracteristicos de lesBes malig-
nas em estidgios avangados e relacionados com a progressao maligna.
Poderiam, ent3os essas anomalias cromossdmicas representar um esta-
gio pré-maligno da lesao bssea? Por outro lado, Pfeifer et al.
(1991) descreveram uma les3o como cisto Obsseo aneurismatico, mas
que posteriormente verificou-se ser um osteossarcoma, evidenciando
um erro de diagnbstico pela similaridade histolbgica das condigOes.
Poderia o diagnbstico deste caso estar incorreto e a les3o consti-
tuir-se em um tumor maligno ou um tumor benigno em um estagio pré-
maligno? 0 ortopedista reavaliou o paciente clinicamente e confirmou
o diagnbstico. Foil solicitada também a reavaliagd3o das laminas e o
diagnéstico histolégico foi confirmado.

Outra i1nteressante quest3dao que pode ser levantada, consi-
derando a provavel origem da les3o a partir de um trauma fisico é se
seria possivel suspeitar que regides 6sseas traumatizadas, em i1ndi-
viduos com predisposigao ao desenvolvimento de tumores, poderiam
passar a apresentar aberragbes cromossOmicas.

N3o foi1 possivel identificar alteragBes citogenéticas
consistentes nos tumores bsseos benignos ora analisadoss mas o0S
aspectos discutidos deixam clara a possibilidade de contribuig3o da
andlise citogenética ao diagnéstico e também ao pPrognédstico das
lestes bsseas. Fica evidenciada, também, a importd@ncia de se anali-
sar malor numero de cistos bsseos e de outras lesdes consideradas
n3o-tumorais,s para se confirmar se alteragdes cromossOmicas s3ao

comuns nessas condigdess e qual o seu significado.




V. CONCLUSOES

A técnica de explante primarios com desagregagao exclusi-
vamente mecdnica mostrou-se adequada para o cultivo celular dos
tumores bsseos benignoss bem como para o cultivo de um cisto Obsseo
solitario.

Nos osteocondromas nao foram encontradas alteragdes cro-

mossOmicas estruturais ou numéricas que se categorizassem como clo-

naiss de acordo com os critérios utilizados, porém foi frequente o

achado de células polipldides. Ressalve-ses contudos o pequeno ndme-
ro de tumores analisados. Entre as alteragfes cromossfGmicas estrutu-
rais encontradas nos osteocondromas, destacam-se a t(234)(qi23iq33) e
a t(133522)(p115qi1) ou (qiispii). A primeira foi encontrada em trés
ceélulas de um paciente e a segunda em células de dois pacientes, e &
possivel que a clonalidade n8o tenha sido evidenciada por razdes
técnicas. Entre as alteragles cromossOmicas numéricas destacam-se a

trissomia do cromossomo 15, encontrada em dois pacientes, e a tris-
somia do cromossomo 8 e a monossomia do cromossomo 17, que Ja foram
descritas em outros tumores dsseos.

No tumor de células gigantess foram verificadas perdas
cromossBmicas provavelmente casuals e elevada incidéncia de ceélulas
poliplbides.

Em 12% das células de um cisto bsseo solitario foi 1iden-
tificado um rearranjo estrutural clonal complexos envolvendo sete
cromossomos: o0 4y o0 6y 0 8, 0s dois 12, 0 16 e o 21. As trocas de
segmentos processaram-se em doilis conjuntos integrados: um envolvendo
0s cromossomos 4, 6, i2b e 21, e outro envolvendo os cromossomos 4,
by B8, 1i2a e 16. As ceélulas cariotipicamente normais do cisto b4sseo
solitdrio expressaram o sitio fragil fra(i)(p22) na frequéncia 2s4%
e o sitio fragil fra(i)(gqi2) na frequéncia de 3,6%. Algumas células
com anomalias também expressaram esses sitios frageis.

N3o foram detectadas anomalias citogeneticas consistentes
nos tumores 6sseos benignos ora analisados. Contudo, os dados suge-
rem a conveniéncia de analise mais detalhada, com maior ndmero de
casos.

A analise de um Unico caso de cisto bsseo impede que se
faga qualquer generalizagao. Todavias, o0s interessantes achados obti-

dos suportam o planejamento de outros estudos em lesBes n3o-tumorais.




VI. RESUMO

Os tumores bsseos primarios sao relativamente raross com
excegao das neoplasias de origem medular, como mielomas e leucemias,
e a 1importancia da analise citogenética no seu diagnéstico e no
progné6stico ainda nao é significativas, pois nao ha resultados cito-
genéticos consistentes disponiveis. Além das neoplasias, existem
também outras lesdes de origem n3o-neopladsica que podem acometer o
DSs0s Caso dos cistos Osseoss dos quais hd poucas informaglOes cito-
geneéticas acessiveis.

No presente estudo pretendeu-se investigar as anomalias
cromossimicas presentes em células cultivadas de tumores ou outras
lesBes do tecido b6sseo de natureza benigna. 0Os estudos foram reali-
zados em culturas de curta durag3o de células provenientes de oito
tumores 6sseos benignoss sendo sete osteocondromas e um de células
gigantess e de uma les3o n3ao-tumoral diagnosticada como cisto bsseo
solitario.

As anomalias cromossOmicas estruturals n3o-clonais encon-
tradas nos osteocondromas foram a t(234)(qi235q933)s que se repetiu em
trés células da mesma réplica de cultura em um dos pacientes, a
t(133522)(p1135qil) ou (qiispil), encontrada em duas células também da
mesma réplica de um mesmo paciente e em uma célula de outro pacien-

te, e a del(8)(gqi12-13). Além dessas, foram encontradas alteragdes

cromossBmicas numéricas classificadas como casuais, caso das trisso-

mia do cromossomo 8, de cromossomos do grupos Cs D e Gy, e de diver-
sas monossomiasy como a do cromossomo 17. Em seis dos casos foi
frequente a poliploidias que ocorreu em aproximadamente 1B% das
metidfases encontradas. As alteragfes cromossOmicas observadas nestes
tumores coincidem com algumas das anomalias ji& descritas em outros
tumores bsseos.

No tumor de células gigantes foram encontradas perdas
cromossOmicas provavelmente casuals e alta frequéncia de poliploidia
(32%4)s que pode estar relacionada com estagios mals avangados da
doenga.

Finalmente, a andlise de um cisto bsseo solitidrio mostrou
um rearranjo estrutural clonal complexo que envolveu sete cromosso-
mos: o 4y o0 &y o0 8, o0s dois doze, o0 16 e o 21. Foram observadas

outras anomalias nao-clonalss as quals incluiram a t(13515), a
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t(15521), e metafases com marcadores. 0 paciente apresentou dois
sitios frageiss o fra(i)(p22) e o fra(i)(qgqil2), provavelmente consti-
tucionais. 0 achado de uma alteragdo cromossBmica clonal t3o comple-
Xasy que e caracteristica de lesBes tumorais em estagios avangados,
levantou discussBes sobre a etiologia e o diagnbstico da les3o.

Em conclus3aos n3o foi possivel identificar alteragbes
citogenéticas consistentes nos tumores b6sseos e nas lesBes ndo-
tumorais ora analisadoss; mas os aspectos discutidos revelam a
possibilidade de contribuig3o da analise citogenética ao diagnéstico

e ao prognéstico das lesdes 6sseas. Em re]acﬁo-ébs"tumoreé bséeos
benignos, s30 necessarios mals estudos para que se possa detectar
anomalias citogenéticas consistentes e, ent3os relaciona-las com o
processo de iniciagao e progressao maligna. 0s resultados relativos
ao cisto oOsseo também evidenciam a importancia de novos estudos

deste tipo de les3o e em outras lesBes ndo-tumorais, para que se

-

possa confirmar se a ocorréncia denalteragbes cromossdmicas & fre-

quente nessas anomalias 6sseas e qual o seu significado.
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VII. ABSTRACT

Primary bone tumors are rare, excepting the medular

neoplasias like myelomas and leukemias. Cytogenetic analysis 1is not
yet a significant tool i1n their diagnosis and prognosiss since there
1s no consistent cytogenetic data available. Bones can also be
affected by non-neoplastic lesions, such as bone cistss; on which
there 1s almost no cytogenetic information available.

The aim of the present study was the 1identification of
the chromosomal anomalies 1in cultivated cells of tumors or other
bone lesions of benign nature. Short-term cultures from eight benign
bone tumors (seven osteocondromas and one giant cell tumor) and one
simple bone cist, a non-neoplastic lesion, were established and
their cells analysed chromosomically.

The non-clonal structural anomalies found in
osteocondromas were a t(234), that appeared in three cells i1n one
flask of patient 840, a t(13322) exhibited by two cells i1in a flask
of patient 929 and one cell in patient 1068, and a del(8). Several
numerical alterations i1in the karyotype, like trisomy 8 and trisomy
of chromosomes of the C, D and G groups were also found, as well a
monosomy of several chromosomes, including H1i7. None was clonal and
all are considered as random gains or losses. Polyploidy was present
in about 18% of the analysed cells. The abnormalities observed 1in
these tumors are coincident with some previously described 1in other
types of bone tumors.

Chromosomal losses, probably randoms were observed 1in the
giant cell tumor, in which a high frequency of polyploid cells (32%)
could be related to an advanced stage of the disease.

Cells from the simple bone cist showed a clonal and very
complex structural rearrangement involving seven chromosomes: #4,
#6, HB8, both H12, #H16, and H21. Non-clonal anomalies 1including
t(1515), t(15521) and marker chromosomes were also detected. The
patient exhibited two fragile sites, fra(1)(p22) and +Fra(i)(gi2),
probably as constitutional characteristics of his karyotype. Such
complex and clonal chromosome alterations are usually found 1in
latter stages of tumoral lesionss thus the cytogenetic findings 1n
this bone <ci1st give rise to questions as to the etiology and the

diagnosis of the lesion.
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In conclusion, consistent cytogenetic abnormalities were
not identified in the bone diseases herein analysed. Howewver, the
contribution of cytogenetic findings to the diagnosis and prognosis

of bone diseases are pointed out. More chromosome studies i1n 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 types of benign
and non-neoplastic lesions, 1in order to clarify whether chromosomal

aberrations are frequent in those conditions and what they might

mean.
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IX. APENDICE
IX.1. Solugdes

Foram wutilizadas solugfies de aminoacidoss antibidticos,
antimicdoéticos bloqueador metafasico, corantess enzimass meios de
cultura, solugtes fixadora, hipotdnica e salina de acordo com as
concentragdes e técnicas de prepararo correntemente em uso no
Laboratério de Citogenética Humana do Departamento de Biologia do
IBILCEs UNESP (Varella-Garcia & Tajara, 1i9?1). As solugbdes serao

descritas a seguir.

IX.2. Mpios de cultura e solugbes utilizadas

a. Meios de cultura

2.1. Meio Ham F=-19 1incompleto (SIGMA)

- 9,8 g do pb de meio de cultura e 9,6 g de bicarbonato
de sbdio diluidos em 1000 ml de Agua desionizada autoclavada. A

solugao fo1 esterilizada por filtrag3o e estocada em volumes de

a}
100ml1 a 5 C, por um periodo aproximadamente de 3@ dias.

a.2. Meio Ham F-19® incompleto (CULTILAB)

Esta pronto para o uso. Foi estocado a 4oC, por aproxima-

damente 30 dias.

a.3. Meio Ham F-1© completo

- 100 ml de meio de cultura incompleto

- 1 ml de solugdo de penicilina/estreptomicina ou penici-
lina/quemicetina em concentragao final de 125 U/ml : 125ug/ml ou 125
U/ml I Sug/ml

- 20 ml de soro fetal bovino (CULTILAB)

- 1 ml de solug3ao de glutamina 200mM

- 20 ul de solugdo de 1nsulina

a}
Sua estocagem foi feita a 5 C por um periodo aproximado
de 15 dias.




Solugdo salina de Hanks sem Ca e Mg

1000 ml de agua desionizada
B+0 g de NaCl
054 g9 de KCI
1,0 9 de glicose
60 mg de KH PO
2 4
47 45 mg de NaEHPU
17 mg de vermelho de fenol
solugdo foi1 distribuida em volumes de 10® ml e estocada
a —EOOC.
A solugdo de Hanks recebeu diferentes antibibticos de
acordo com sua finalidade, se para transporte da amostra do hospital
para o laboratério, ou para lavagem do tecido. A anfotericina B fo1i

utilizada apenas na solugdo de lavagem, em wvirtude de sua grande

o
toxicidade. Ambos os tipos foram estocados a 4 C, por periodos de

até seis meses.

b.i. Para transporte das amostras

- 100 ml de solug2o de Hanks sem Ca e Mg

- 2 ml de solugd3o de penicilina/estreptomicina ou penici-
lina/quemicetina com concentragao final de 25@ U/ml : 250 ug/ml ou
250 u/ml : 10 ug/ml

- 0,2 ml de sulfato de gentamicina, concentragao final

0,24 mg/ml

b.2. Para lavagem das amostras de tecidos

- 100 ml de solugdo de Hanks sem Ca e Mg

- 2 ml de solug3o de penicilina/estreptomicina ou penici-
lina/quemicetina com concentragao final 250 U/ml : 250 ug/ml ou 2590
: 10 ug/ml

- @42 ml de sulfato de gentamicina, concentragdao final
2,24 mg/ml

- 90 ul de anfotericina B, concentrag3o final 255 ul/ml.
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c. Antibidbticos

€.1. S50lugd3o de penicilina/estreptomicina (12500 Us/mil/
12500ug/ml) (SQUIBB/CEME)

A solug3o de uso foili obtida a partir de:

- 0,5 ml de solug3o-m8e de penicilina com concentrag3o de
1.000.000 U/ml, preparada a partir da solugdo comercial diluida em
agua desionizada estéril

- 1 ml de solugdo-m3e de estreptomicina com concentragio
de 500.000 ug/ml, Ppreparada a partir da solugao comercial diluida
em agua desionizada estéril

- 38,5 ml de solugdo de Hanks sem Ca e Mg

A solugdo-md3e e de uso foram estocadas a -20 C por

periodo de um ano e sels meses.

€c.2. Solug3o de penicilina/quemicetina (12500U/m1/500Qug/ml)
(SQUIBB/CARLO-ERBA)

A solugdo de uso foi obtida a partir de:

- 055 ml de solug3o-md3e de penicilina com concentraglo de

1.000.000 U/ml, preparada a partir da solug3o comercial diluida em
agua desionizada estéril

©s5 ml da solugdo-m3e de quemicetina com concentragio

de 40000 ug/ml preparada a partir da solug3o comercial diluida em

agua desionizada estéril.

o
A solugd3o-m3e e de uso foram estocadas a -20 C por

periodo de um ano e seis meses.

d. Solugao de L-glutamina (PUREX) (200 mM)
A solug3o de L-glutamina foi obtida diluindo-se:

- 2492 9 de L-glutamina em 100 ml de solug¥o de Hanks sem

Ca e Mg.
ju}
Apbs a esterilizagdo por filtraglo, fo1 estocada a -20 C

por 1 ano.




@. Solugdo de i1nsulina (BIOBRAS U-40¢ ou U-40)

A solugdo comercial possul concentragdo de 4@ U/ml e esta

: 0]
pronta para uso. Foi estocada a 4 C.

$. Solugio de sulfato de gentamicina (Garamicina-SCHERING)
(20 U/ml)

A solugao comercial possul concentragio de 20 U/ml e estd
a]
pronta para usos fol estocada a 4 C por 1 ano e seils meses.
§. Solugdo de anfotericina B (Fungizon-SQUIBB) (5@ mg/ml)
A solugao de anfotericina fol preparada diluindo-se:
- 50 mg de anfotericina B em 19 ml de agua desionizada
o]
estéril. A solugao foi estocada a -20 C.
h. Solugao de colcemide (SIGMA) (2 ug/ml)
A solug3o de colcemide foi1 preparada a partir de :

- 100 ug de colcemide em 1® ml de solugdao de Hanks sem Ca
o
e Mg (solugao-mae 10 ug/ml e estocada a -20 C apbs filtragao).
- 2 ml de solugdao—-m3e de colcemide em 190 ml de solug3ao de

o
Hanks sem Ca e Mg (solugd3o de uso 2 ug/ml e estocada a 4 C).

i. Solugd3o hipotonica

A solug3o hipotbnica compreendeu uma solug3o aquosa de

o
citrato de sédio 1,90%, estocada a temperatura ambiente ou a 4 C,

por dois a trés meses.

Jj. Fixador

A solugdo de fixador fol1 preparada minutos antes de seu

uso misturando-se:

- 3 partes de metanol

- 1 parte de 4cido acético glacial

Foi1 preparado momentos antes do uso.
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k. Tampdo Sorensen, pH 4,8
Foi1 preparado a partir de :

- 49 ml de solugdo A
- 91 ml de solugao B
- 200 ml de agua desionizada

o
Foi1 mantido a 4 C por no madximo seis meses.

kei. Solugido A

Foi1 preparada com:

- 14,196 g de difosfato de sbdio (Naepﬂq)

- 500 ml de 4gua desionizada

k.2. Solug3o B
Foi preparada com:
- 134,61 g de monofosfato de potéassio (KHEPﬂq)

- 500 ml de agua desionizada
(w]

A estocagem das trés solugdes foi feita a S C por

1. Solug3o de tripsina (BIOBRAS) para bandamento cromosso-

mico (@.2%)

A solugdo foi1 preparada dissolvendo-se ©.946 g de tripsina

em 60 ml de PBS minutos antes do uso.

[a)
A solugiao estava pronta para o uso e foi mantida a -20 C.

m. Solugd3o de tripsina/EDTA (CULTILAB) (para repique de

culturas)
» a}
A solug3do estd pronta para o uso e foi mantida a -20¢ C,
por um periodo de até seis meses.
n- Solugdo salina de PBS

A solugao foi preparada dissolvendo-se:

A
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8 g de NaCl

©,2 g de KCI1

1,15 g de difosfato de sb6dio (NaEHPDA)
®,2 9 de monofosfato de potassio (KHJPUqh

-

c

100@ ml de Aagua desionizada

o
solug3o foi mantida a 4 C por no maximo & meses.

Corante Giemsa (MERCK) (24%)
A solug3o m3ae fol1 obtida dissolvendo-se:

- 0,59 de Giemsa em 33 ml de glicerina durante duas horas
a 600C em banho-maria. Apbs esfriamento, foram adicionados 33 ml de
metanol e a solugao foi mantida em vidro escuro uma semana. ApPOS
esse periodos a solugao foi filtrada e estocada a temperatura am-
biente.

A solug8o0 de uso foi preparada diluindo-se ©,5 ml da
solugdo m3e em 24,5 ml de tamp3o Sorensens 1imediatamente antes do

uso.
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