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RESUMO

O cancer tem sido alvo de incessantes pesquisas sobre sua etiologia,
desenvolvimento, progresso e tratamentos. Sua importancia no campo cientifico se da
pela sua alta taxa de mortalidade e morbidade. O fato de que seja uma doenca
genética, que pode ter interferéncia ambiental e dietética, estd cada vez mais
elucidado, porém ainda existem muitos mecanismos a serem desvendados.

As neoplasias 0sseas, benignas ou malignas, e processos inflamatorios 6sseos
acometem desde criangas até adultos e idosos, podendo causar danos fisicos,
incapacidade motora e até a morte. Portanto, presumir o potencial de transformacéao
maligna das lesdes benignas, agressividade tumoral, capacidade de invasédo tecidual,
probabilidade de recidiva, propensdo ao desenvolvimento de metastases e resposta ao
tratamento, € um valioso expediente na escolha da proposta terapéutica.

Estudos genéticos e citogenéticos tém ajudado a aumentar o entendimento
sobre a carcinogénese, progressdo tumoral, prognosticos e diagnosticos. Portanto,
este estudo teve como objetivo detectar mutacdes e marcadores cromossomicos
consistentes e recorrentes na transformacdo de tumores benignos em malignos no
sistema musculoesquelético, através de analises com citogenética cléssica, e relacionar
estes achados com o prognadstico e diagndstico dos pacientes.

Dentre os casos coletados e analisados citogeneticamente, foram selecionados
trés casos de lesbes Osseas benignas e trés lesbes Osseas malignas tidas como a
progressao tumoral dos respectivos casos benignos, para discussao e relato de caso.
Os achados citogenéticos relataram consistentes alteracdes numéricas e estruturais
clonais em regides cromossémicas com genes importantes envolvidos na progressao
tumoral. Pode-se citar a perda da regido contendo o gene TP53, supressor tumoral,
tanto em lesdes benignas como em maligna, como um dos achados mais relevantes

neste estudo.

Dessa forma, os resultados obtidos relataram alteracbes cromossémicas
consistentes, mostrando uma intima relacdo das mutacdes encontradas com a
progressdo tumoral e a malignidade dos tumores. Os resultados foram relacionados
com a literatura e assim discutidas suas provaveis contribuicGes na etiologia,

desenvolvimento e progresso de cada leséo.
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1 - INTRODUCAO

O cancer é um tecido anormal provindo da desordem do crescimento celular que
resulta em um “desbalan¢o” da homeostase tecidual, com invasdo e destruicdo de tecido
sadio adjacente, cujo crescimento excede e ndo é coordenado em relagao aquele dos tecidos
normais, que persiste da mesma maneira excessiva apds a parada do estimulo que provocou
a alteracdo (Baruffi et al., 2001).

Embora atualmente seja conhecido como uma doenca relacionada ao meio ambiente
e de aparecimento mais espordadico, o cancer é considerado como uma doencga genética
baseada na presenca de mutacdo genética como um fator consistente (Sudoyo et al., 2011).
Esse conceito vem, entre outros, da constatacdo de anormalidades cromossémicas. Essas
anormalidades podem surgir como uma consequéncia de erros randémicos de replicacao,
exposicdo a carcinégenos ou processos de reparo de DNA danificados (Sudoyo et al., 2011).
E aparente que o cancer também seja uma doenca causada por “mudancas epigenéticas” —
padroes alterados de expressdo dos genes, que sdao mediados por mecanismos que
naoafetam a sequéncia primaria do DNA (Baylin et al., 2006).

No ano de 2003, houve 402.190 novos casos de neoplasias diagnosticadas em todo
Brasil, com 129.960 mortes, possuindo a incidéncia de 357,1 casos novos a cada 100.000
homens e 403,5 casos novos no sexo feminino; sendo a segunda maior causa de dbitos com
12,7%, ficando atras somente das patologias relacionadas com o aparelho circulatdrio (INCA,
2006). Os tumores dsseos tém sua maior ocorréncia nos adolescentes, sendo os mais
frequentes o tumor de Ewing e o osteossarcoma (INCA, 2006).

Recentes avancos tecnoldgicos em genética molecular e citogenética tém facilitado a
identificacdo de alguns dos eventos criticos associados com o desenvolvimento do cancer
(Baruffi et al., 2003). Além da citogenética convencional, ultimamente o campo continua
crescendo rapidamente com o advento de tecnologias de citogenética molecular, como a

hibridizacdo por fluorescéncia in-situ (FISH) (Sudoyo et al., 2011).

1.1 —Tecido 6sseo
O osso é um tipo de tecido conjuntivo e é impar, pois € um dos poucos tecidos que

normalmente sofre mineralizacdo. Bioquimicamente, este tecido é definido por sua distinta
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mistura de elementos inorganicos (65%) e matriz organica (35%). O componente inorganico
proporciona forga e rigidez ao osso e é o depdsito de 99% do cdlcio, 85% do fésforo e 65%
do sédio e magnésio do organismo (Kumar et al., 2000).

O componente organico é formado de células dsseas e de proteinas da matriz
Ossea; as células formadoras de o0ssos sdo as osteoprogenitoras, os osteoblastos e
ostedcitos. A geracdo e estimulacdo dessas células sdo reguladas por citocinas e fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF) e fator de crescimento transformador-B (TGF-
R).A formacdo de osteoblastos a partir das células osteoprogenitoras é vital para o
crescimento, remodelacdo e reparo dsseo (Kumar et al., 2000).

Os osteoblastos localizam-se na superficie dssea e sintetizam, transportam e
organizam as muitas proteinas da matriz dssea, como também iniciam o processo da
minerilizacdo &ssea. Exibem receptores de membranas que se ligam a hormonios e
vitaminas (paratormdnios, vitamina D e estrogénio), citocinas, fatores de crescimento e
proteinas da matriz extracelular. Apds serem circundados por matriz, passam a se chamar
ostedcitos (Kumar et al., 2000).

Os ostedcitos sdao as mais numerosas células formadoras de tecido dsseo e se
comunicam por uma rede de tuneis onde passam produtos séricos, calcio e fésforo. Os
osteoclastos sdo as células responsaveis pela reabsorcdo dssea e sdo derivadas das células
progenitoras hematopoiéticas, que originam os mondcitos e macréfagos, mas participam
também do processo de liberacdo de substancias que iniciam a renovacdo dssea (Kumar et
al., 2000).

As proteinas osseas incluem o colageno do tipo 1 e de proteinas que formam
principalmente os osteoblastos. O coldgeno tipo | forma o arcabouco da matriz e

corresponde a 90% do componente organico do osso (Kumar et al., 2000).

1.2 - Biogénese das células neoplasicas

Para compreender o processo carcinogénico e planejar formas mais eficazes de
tratamento, é necessario entender a biologia da célula e suas interacbes nos tecidos,
principalmente no que tange aos eventos genéticos envolvidos. Dentre esses eventos, as
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mutagbes ocorrem em classes de genes como os proto-oncogenes, genes supressores de
tumor, genes de reparo a danos no DNA, fatores celulares de crescimento e vias de
sinalizacdo tirosina quinases (Baruffi et al., 2002).

A tumorigénese é um processo de multiplos passos, incluindo iniciacdo, promocao e
progressdo, e uma patologia multifatorial caracterizada pelo acimulo de muitas alteracses,
entre as quais mudancas genéticas, citogenéticas e epigenéticas (Sandoval et al., 2012).

Tradicionalmente, o cancer tem sido visto como um conjunto de doencas que sdo
desencadeadas por progressivas anormalidades genéticas que incluem mutag¢des em genes
supressores tumorais e oncogenes, e anormalidades cromossdmicas (Baylin et al., 2006). O
objetivo de grande parte da pesquisa do cancer é identificar genes que sao afetados na
transformacdo de uma unica célula normal em uma neoplasia totalmente maligna e
entender como cada uma destas alteracdes contribui para o fendtipo neoplasico (Kumar et
al., 2000).

Fisiologicamente, a proliferacdo celular apresenta as seguintes etapas: a) ligacdo de
um fator de crescimento a seu receptor especifico na membrana celular; b) ativacao
transitéria e limitada do receptor do fator de crescimento, que, por sua vez, ativa varias
proteinas transdutoras de sinais na parte interna da membrana plasmatica; c) transmissado
do sinal transmitido através do citosol para o nucleo através de mensageiros secundarios; d)
inducdo e ativacdo de fatores reguladores nucleares que iniciam a transcricio do DNA; e)
entrada e progressdo da célula no ciclo celular resultando em sua divisdo celular. (Kumar et
al., 2000)

Genes que promovem o crescimento normal da célula, os proto-oncogenes, podem
se converter a oncogenes por mutacdes pontuais, amplificacdo ou desregulacdo da
expressao génica (Sudoyo et al., 2011 ). Rearranjos cromossOmicos sdo uma origem comum
para ativacao de mutagdes. Sao exemplos as amplificagdes e justaposi¢cdes aberrantes de um
promotor ou iniciador de um gene com um proto-oncogene, que causa expressao alterada
de uma proteina de oncogene. Outro cenario é exemplificado por translocagdes, inversdes e
insercbes que levam a formacdao de oncogenes de fusdo. O mecanismo de fusdo de
oncogene tem recebido crescente atencdo pois muitas dessas fusdes levam a ativacdo de

proteinas tirosina quinases (PTKs) em varios tipos de cancer (Sandberg et al., 2010).



Rearranjos cromossomicos, alterando proto-oncogenes podem acarretar as fusdes
génicas, como no caso da leucemia mieldide cronica (LMC), com o cromossomo Philadelphia
(Ph) (Nowell, et al., 1960), envolvendo o rearranjo cromossomico especifico, a translocacdo
t(9;22)(q34;911)(Konopka et al., 1985).

Outro tipo de rearranjo genético envolve genes supressores tumorais. A inativacdo
desses genes leva a uma proliferacao celular descontrolada e baixa regulacdo da apoptose.
As proteinas resultantes da expressdo desses genes estdo envolvidas em varios processos
celulares como divisao, diferenciacao, morte celular programada e reparo do DNA. Os genes
supressores tumorais podem ser inativados por dele¢cdes do préprio gene, mutacdes e
mudancas epigenéticas. Neste uUltimo caso, DNA metiltransferases metilam regiées CpG que
estdo localizadas na regido promotora dos genes supressores tumorais, silenciando sua
expressao. (Sandberg et al., 2010; Snustad et al., 2008)

O gene supressor tumoral TP53 tem sido alvo em pesquisas sobre cancer pois estd
frequentemente mutado na doenca e seu espectro de mutacdes nesses canceres
proporciona pistas para a etiologia e a patogenia molecular de neoplasias. O gene TP53 é
claramente um componente das vias bioquimicas centrais da carcinogénese; alteracdes na
proteina p53 devido a mutagdes missense ou perda da proteina p53 por mutagdes nonsense
ou frameshift fornecem vantagens seletivas para expansao clonal de células neoplasica e
pré-neopldsicas (Greenblatt et al., 1994).

Estudos mostram que a proteina p53 esta envolvida na transcricdo de genes, sintese
e reparo de DNA, plasticidade genbémica e na morte celular programada. Esses complexos
processos bioquimicos sao realizados por maquinarias reguladas por multiplas proteinas,
portanto ndo é de se surpreender que o p53 se associa com outras proteinas celulares
(Greenblatt et al., 1994)

O gene PTEN/MMACI1, também supressor tumoral, foi mapeado no brago longo do
cromossomo 10, especificamente em 10g28 (Linet al., 2002). Perda de funcdo desse gene
ocorre numa ampla gama de canceres humanos através de mutagdes, dele¢bes, transcricao
silenciada ou instabilidade da proteina numa frequéncia que pode rivalizar com alterag¢des

do TP53 em configuracées especificas (Chalhoub et al., 2009).



O gene PTEN estd relacionado com a via de sinalizagdo PI3K, que regula diversos
processos celulares incluindo metabolismo, sobrevivéncia, proliferacdo, apoptose,
crescimento e migracdao celular. Esta via estd amplamente relacionada a biogénese de
neoplasias ésseas (Chalhoub et al., 2009).

Os produtos de varios genes neopldsicos e as cascatas regulatérias a que eles
pertencem estdo localizados no nucleo, como as moléculas que regulam a transducdo de
sinais e receptores de superficie celular. Incluem-se nessa categoria, de receptores fatores
inibidores de crescimento, o TGF- B e proteinas que regulam a adesao celular, como as
caderinas. A perda dessas proteinas pode favorecer o fendtipo maligno ao facilitar a
desagregacdo das células (Kumar et al., 2000).

A homeostase de organismos multicelulares é criticamente dependente da correta
interpretagdao dos abundantes sinais, aos quais as células sdao expostas durante sua vida
(Baruffi et al., 2002). O controle da diferenciacdo e do crescimento celular ocorre por sinais
conhecidos como fatores de crescimento (FC). S3o polipeptideos considerados como
moléculas sinalizadoras que agem como mediadores positivos da divisao celular, exercendo
varios efeitos bioldgicos (Sweeney et al., 2001; Zwick et al., 2001). Estes fatores tém grande
afinidade de interacdo pelos receptores transmembrana pertencentes a familia dos
receptores de tirosina quinase (receptor tyrosinekinase ou RTKs) (Longati et al., 2001).
Suspeita-se que a grande maioria dos FC desempenha algum papel na carcinogénese (Kumar
et al., 2000).

Sabe-se que os genes que impedem ou que induzem a morte celular programada
também constituem importantes varidveis na equacdo do cancer. O primeiro gene
antiapopitético identificado foi o gene BCL-2, um membro de uma familia de proteinas de
homo e heterodimerizacdo, algumas das quais inibem a apoptose, enquanto outras a
favorecem (Kumar et al., 2000).

MutacbGes que alteram a sequéncia de nucleotideos na cadeia de DNA, como
transicdo ou transversdo, acarretam um pareamento inadequado das bases nucleotidicas,
promovendo distor¢des na configuracdao da dupla hélice de DNA. Erros no reparo do DNA
danificado, se ndo forem imediatamente corrigidos, podem levar a célula ao longo da via de
transformacdo neopldsica. Os genes de reparo do DNA s3o uma classe de genes que
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produzem proteinas relacionadas com a fungao reparadora destas mutagdes (Lodish, et al.,
2000). Mutacdes que levam a perda de funcdo nos genes de reparo do DNA possuem papel
importante na carcinogénese (Nishio et al., 2006).

Estudos citogenéticos desempenham um papel essencial na identificacdo de
recorrentes anormalidades cromossOmicas que sdo caracteristicas de varios canceres
(Sandberg et al., 2010), demonstrando pontos criticos do genoma em classes de genes
importantes na regulacdo do ciclo celular, como no caso dos genes TP53,MDM2,hMSH2,
CDK4, entre outros (Nishio et al., 2006). Além disso, também podem desenvolver papel
importante no progndstico e no acompanhamento de pacientes com cancer, na
determinacdo de possiveis alteracdes cariotipicas adicionais, o que pode indicar uma doenca

mais agressiva (Sandberg et al., 2010).

1.3 — Neoplasias Osseas

As caracteristicas clinicas dos tumores dsseos frequentemente ndo sdo especificas ou
reconhecidas e, como consequéncia muitas vezes estes tumores ndo sao detectados nas
fases inicias. Os sintomas indicadores da doenca sdo dor, inchaco e desconforto (Rozeman et
al., 2006). Mais de 200 disturbios diferentes de desenvolvimento foram definidos e suas
manifestacbes variam desde a simples perda de uma falange até deformidades
disseminadas e fatais (Kumar et al., 2000).

Esta classe de neoplasias tem sido associada a alguns tipos de lesGes dsseas que
rompem o equilibrio metabdlico do tecido osteocartilaginoso como: 1) Disturbios genéticos
da cartilagem pré-dssea (exostoses osteocartilaginosas e encondromatoses); 2) LesGes por
radiacdo; 3) Doenca de Paget; 4) Infartos ésseos; 5) Osteomielite cronica; 6) Erros genéticos
especificos (Wyngaarden et al., 1993).

A incidéncia destas lesdes é de 0,8/100.000 habitantes e ndo apresenta tendéncia em
aumentar ou diminuir, sendo que o maior nimero de seus diagndsticos primarios é
representado pelos osteossarcomas (35,1%), seguido por condrossarcomas (25,8%),
sarcomas de Ewing (16,0%) e cordomas (8,4%) (Dorfman et al., 1998).

As neoplasias dsseas possuem uma grande variedade de subtipos histoldgicos,
revelando a grande heterogeneidade de diferenciacdo celular nestes tumores. Fato este que
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torna dificil o diagndstico histolégico diferencial, bem como o clinico-radiolégico. Todas as
dificuldades refletem-se na terapéutica e progndstico destes tumores (Malawer et al, 1997 ).

O tratamento de traumas no aparelho locomotor tanto em criangas como em jovens
adultos requerem um profundo conhecimento das injurias, seu padrdao, sua incidéncia,
mortalidade e suas diferentes consequéncias para que se evitem posteriores sequelas e se
diminua o eminente risco de morbidade e mortalidade nos adultos previamente acometidos
(Meier et al, 2005). O conhecimento do padrdo do caridtipo destas lesGes é importante para
a constituicdo de indicadores de progndsticos mais precisos para estes grupos de lesdes
osseas (Zhang et al, 1997; Dorfman et al., 1998).

As neoplasias 6sseas possuem uma grande variedade de subtipos histoldgicos,
revelando a grande heterogeneidade de diferenciacdo celular nestes tumores. Fato este que
torna dificil o diagndstico histoldgico diferencial, bem como o clinico-radioldgico. Todas as
dificuldades refletem-se na terapéutica e no progndstico destes tumores (Malaweret al.,
1997).

J4 que muitos tumores dsseos e de partes moles sdo caracterizados por mudancas
genéticas especificas, notdveis translocacdes resultantes de fusdo de genes, o status
genético do tumor pode proporcionar importantes informagdes clinicas (Walther et al.,
2011). O conhecimento do padrdo cariotipico destas lesGes é importante para a constituicdo
de indicadores de progndsticos mais precisos para estes grupos de lesGes dsseas (Dorfman
et al.,, 1998). Na oncologia clinica, a citogenética para os tumores sélidos é usada no
diagndstico, avaliacdo de resposta ao tratamento do cancer metastdtico, marcador de

prognodstico e tratamentos especificos (Sudoyo et al., 2011) .

1.3.1 — Neoplasias benignas

Osteoblastoma

Dentre os tumores benignos, oosteoblastoma, apesar de histologicamente relacionado com
osteomaostedide, é uma lesdao de crescimento progressivo de uma dimensdo maior, as
vezes dolorida, e é caracterizada pela auséncia de qualquer rea¢do de formacdo dssea ao
seu redor (Huvos, 1991). A transformacdo maligna de osteoblastoma para osteossarcoma

tem sido relatada em raros casos. Em todos eles a transformacgao ocorreu em situacdes de
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recorréncia dos tumores. Porém, o diagndstico de “malignidade” em osteoblastomas,
recorrentes ou em outros casos, é particularmente dificil pelo comportamento agressivo em
alguns casos (Horvai et al., 2006).

O osteoblastoma envolve mais comumente a coluna vertebral (34%), os ossos longos
do esqueleto apendicular (30%), os pequenos ossos das maos e pés (13,5%) assim como os
do cranio, maxila e da mandibula (14,6%) (Huvos, 1991).

Esta lesdo causa dor, inchaco, desconforto, além da perda prematura da habilidade
funcional, especialmente em lesGes da coluna vertebral (escoliose, espasmo muscular e
sintomas neuroldgicos), requerendo, assim, tratamento médico o mais cedo possivel

(Schajowicz, 2000).

Encondromas e Osteocondromas

J4 entre as lesGes cartilaginosas benignas estdo os encondromas, que sao
caracterizados pelo crescimento benigno da cartilagem hialina que se desenvolve dentro da
cavidade medular de um Unico 0sso; e os osteocondromas, que sdosaliéncias dsseas
cobertas de cartilagem na superficie externa de um osso (Huvos, 1991). Estas sdo as lesdes
benignasmais frequentes e que podem progredir para condrossarcoma central ou periférico,
respectivamente (Bovée et al., 2010).

Os encondromas sdao mais frequentemente encontrados como lesdes Unicas, porém
podem ocorrer como multiplas lesdes, conhecidas como encondromatose, em condi¢cGes
como doenca de Ollier e sindrome de Maffucci . O potencial para progressdao maligna é
maior quando multiplas lesdes estdo presentes, e é relatado que seja maior do que 35% em
doencga de Ollier e maior que 50% na sindrome de Maffucci (Bovée et al., 2010).

Estas lesdes se desenvolvem lentamente e gradualmente e sdo bem estabelecidas
antes de queixas clinicas se tornem aparentes, resultando numa relativa curta duragao dos
simtomas. Estes tumores sao mais comuns nas mados onde cerca de 35% de todas as lesdes
ocorrem nos pequenos 0ssos tubulares das maos (Huvos, 1991).

Os osteocondromas também podem ser encontrados de forma Unica ou em

multiplas lesdes, visto como sindrome de multiplos osteocondromas (MO). A transformacao
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maligna também é possivel, porém ocorre num nivel menor em MO (1-5%) do que em
encondromatose (Bovée et al., 2010).

Estes tumores sdo frequentemente assintomaticos e, portanto, sdo descobertos
apenas pela sensacdo de um nddulo indolor no osso envolvido. Estas lesdes sé ocorrem em
0ssos que se desenvolveram de cartilagens, mais frequentemente nos ossos tubulares

longos (Huvos, 1991).

1.3.2 — Neoplasias malignas

Osteossarcoma

O osteossarcoma € o tumor sélido maligno mais comum na infancia, ocorrendo em
aproximadamente seis criangas em um milhdo, por ano. Seu pico de incidéncia durante o
estirdo na adolescéncia sugere uma anormalidade nas células de crescimento do osso que
leva a doenca maligna (Hou et al., 2006). Potenciais células de origem dos osteossarcomas
sdo as células-tronco mesenquimais, precursoras de osteoblastos (Cleton-Jansen et al.,
2009).

Andlises com técnicas de citogenética molecular e citogenética cldssica com
bandamento-G em osteossarcomas tém descrito caridétipos complexos com multiplas
aberracBes numéricas e estruturais (Sadikovic et al., 2009).

O nivel de crescimento tumoral, o grau de destruicdo dssea e a severidade dos
sintomas variam muito. O inicio subito de sintomas graves é a regra geral, embora
prolongado, desenvolvimento lento, dor leve a moderada e sensibilidade sao
frequentemente observados. Os ossos longos das extremidades do corpo sdo os sitios mais
comumente acometidos, o fémur estd envolvido em 44% dos casos e o Umero em 15%
(Huvos, 1991).

Durante as ultimas décadas, o progndstico dos pacientes com osteossarcoma tem
sido notavelmente melhorado pela combinacdo de tratamentos cirurgicos e quimioterapicos
(Miwa et al., 2011). Porém, resultados continuam pobres para a maioria dos pacientes com
osteossarcoma metastatico ou recorrente, e até mesmo para alguns pacientes com a doenca
localizada, apesar da intensificagio da quimioterapia inicial e/ou do uso de agentes
quimioterdpicos de segunda linha (Freeman et al., 2008).
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Condrossarcoma

J& o condrossarcoma é um tumor maligno caracterizado pela formacdo de
cartilagem, mas ndo de osso, pelas células tumorais (Schajowicz, 2000) e a maioria se
desenvolve no tdrax, pelve e ossos longos (Bovée et al., 2005). Adultos, principalmente na
terceira até a sexta década de vida, sdo os mais afetados e sua distribuicdo é igual entre
homens e mulheres (Bovée et al., 2005). Dor é o mais comum e primeiro sintoma sentido
nesta doenca, porém em alguns casos raros o condrossarcoma pode ser assintomatico.
Quando presentes, dor e sensibilidade sdo raramente severos, mas proporcionam uma
valiosa ajuda para o diagnéstico, ja que as lesdes benignas nao sao sensiveis nem dolorosas
(Huvos, 1991).

O condrossarcoma pode surgir de novo (primario) ou de lesGes benignas
cartilaginosas pré-existentes, como os encondromas ou osteocondromas (secundario).
Condrossarcomas convencionais sao graduados em nivel I, Il ou Ill. Também existem os tipos
especializados como os de células claras, mesenquimal, indiferenciado e mixdide. Os
fundamentos moleculares de alguns desses tumores podem se sobrepor, podendo ocorrer
uma progressao ordenada de anormalidades moleculares adquiridas, com avanco do grau |
para o grau lll (Terek, 2006). Essa progressao é refletida pelo aumento do numero de
células, atipia celular, mudangas na matriz muco-mixéide e vascularizacdo aumentada
(Bovée et al., 2010).

A heterogeneidade histopatoldgica e clinica desse tipo tumoral e seus tumores
relacionados, benignos e malignos, é refletida na diversidade das mudancas genéticas
(citogenéticas e genéticas moleculares) descritas sobre esses casos (Sandberg, 2004).
Revelando essas mudancas e estudando vias de sinalizacdo de crescimento desregulado,
muitas pistas para o tratamento especifico do condrossarcoma tém sido descobertas
durante a ultima década. Além disso, apesar das similaridades histolégicas, diferencas
genéticas entre condrossarcoma central e periférico sugerem que alvos terapéuticos podem

diferenciar entre esses dois tipos (Boveé et al., 2010).
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Fibrossarcoma

Outro tipo de tumor maligno é o fibrossarcoma, um tumor fibroblastico
caracterizado por quantidades varidveis de produgao de colageno e sem qualquer tendéncia
para formacdo de tumor dsseo, ostedide ou cartilagem, quer seja no seu local de origem ou
em suas metdastases. O fibrossarcoma pode surgir como uma lesao “primaria” sem nenhuma
condicdo Ossea pré-existente associada. Mas também pode surgir como lesdes
“secundarias” de lesGes dsseas benignas como displasia fibrosa, doenca de Paget, infarto ou
cisto 6sseo e osteomielite (Huvos, 1991).

Esta lesdo ocorre mais comumente nos 0ssos tubulares, preferencialmente na regiao
metafisaria ou epifisaria da extremidade inferior do fémur e na extremidade superior da
fibia. Os sintomas do fibrossarcoma nao sao tipicos; sdo semelhantes aos apresentados por
outros tumores dsseos malignos, sendo os mais comuns a dor e o inchaco, com uma massa
palpavel, mais frequente no fibrossarcoma periférico ou nos tumores com alto grau de
malignidade (Schajowicz, 2000).

Histologicamente, o fibrossarcoma pode ser caracterizado pela presenca de células
fusiformes, geralmente arranjadas em feixes, associadas a substancia intercelular fibrosa,
onde finas fibras de coldgeno estdo normalmente arranjadas no chamado padrao espinha de
peixe, sem qualquer evidéncia de formacdo ostedide ou cartilaginosa. A quantidade de
fibras, a atipia nuclear e o niumero de figuras mitéticas podem variar consideravelmente
entre diferentes casos e sdo considerados na classificacdo desses tumores, podendo ser
classificado de acordo com o aumento de a malignidade e a diminuicdo da diferenciacao
(Hattinger et al., 2004).

O tratamento consiste em ampla cirurgia de excisdo ou amputacao, frequentemente
associada a regimes quimioterapicos adjuvantes e neoadjuvantes, que sdo similares ou

idénticos aos usados para osteossarcoma de alto grau (Hattinger et al., 2004).

1.4 - Osteomielite
Osteomielite (OM) é uma infeccdo causada por microorganismos que invadem e
destroem progressivamente o 0osso no local da infeccdo. Em adultos OM ocorre usualmente

ap6s complicacdes decorrentes de fraturas e cirurgias. O grau de acometimento da OM é
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influenciado por fatores como o local de acometimento, a natureza, e a severidade da
injuria dssea e a viruléncia do microorganismo isolado no osso (Wyngaarden et al,1993;
Asensi et al, 2007).

A maioria dos casos de osteomielite é de origem bacteriana, mas ainda ndo foram
descobertas todas as causas da osteomielite (Wyngaarden et al,1993); outras ja foram
descritas, tais como a disseminacdao hematogénica, implantacdo direta apds trauma e
extensdo da infeccdo de partes moles adjacentes. Além dos sinais inflamatdrios e locais
infecciosos, as OMs apresentam sinais sistémicos, como febre, irritabilidade e letargia. Os
achados clinicos caracteristicos incluem dor éssea, eritema e drenagem de secreg¢do, areas
com acumulo de secrec¢des, deformidades, instabilidade e sinais de alteracdes vasculares,
incapacidade funcional, disturbios neurolédgicos e incapacidade funcional das articulagdes
adjacentes (Almeida, 2007).

O diagndstico diferencial de OM cronica em atividade ou superposta a outras
patologias é complicado, bem como o seu prdprio conceito de cura, podendo ocorrer
prolongados intervalos assintomaticos (Sapienza et al, 2005). Fatos estes que levam a esta
classe de lesdes a possuir um certo “misticismo”, caracterizando-se como um desafio, tanto
para o paciente como para o ortopedista e o cirurgidao; demonstrando um tratamento nao
efetivo pela alta incidéncia de sua recorréncia e potencial de complicacdo. A condicdo de se
apresentar de varias formas pode confundi-la através da similaridade com outras patologias,
incluindo as malignas. (Museru et al, 2001).

O diagndstico da OM baseia-se no exame fisico com achados clinicos, na histéria do
paciente, nos exames por imagem e nos exames laboratoriais (leucocitose e elevagdo nos
niveis de proteina C reativa, velocidade de hemossedimentacdo, analises das culturas
bacterianas) (Almeida, 2007).

A OM croénica apesar de ser uma entidade distinta, apresenta um grande grau de
similaridade com muitos tumores dsseos e de partes moles, e sua razdo de malignizacdo no
trato sinuzoide é de 0,5%, com o intervalo de malignizagao variado de curto a longo, de 1 a
10 anos (Laviset al, 2002).

Os indicios clinicos para a malignizacdo da OM sdo: aumento da massa dssea, o
aumento da dor, hemorragia, descarga purulenta pelo longo do trato de escape do foco
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infeccioso. Radiograficamente ocorre a aceleragao da natureza destrutiva da lesdo e de

massa de partes moles (Asensi et al, 2007).

1.5 — Genética das neoplasias 6sseas

A complexidade das mudangas cromossOmicas em tumores sdlidos pode ser
associada a uma cascata de muitos estagios de transformacdes genéticas. De acordo com
este conceito, alteracdes genéticas iniciais levam a um aumento no crescimento celular,
seguido de uma série de mudangas que consequentemente resultam na transformacao
maligna e metdstase (Sudoyo et al., 2011).

Durante as duas Ultimas décadas a andlise citogenética vem demonstrando um direto
e decisivo potencial no exame e entendimento de neoplasias dsseas e de partes moles,
benignas e malignas. Com a dificil caracterizacdo radioldgica clinica e histoldgica, as analises
citogenéticas fazem a pequena diferenca no diagndstico final destas patologias.
Demonstrando possuir recorrentes e especificas alteracdes cromossémicas (Yoshida et al,
2004), particularmente as translocagdes, envolvendo uma grande quantidade de genes
fusionados, como exemplificado a seguir: rabidomiossarcoma alveolar t(2;13)(q35;q14)-
PAX3-FKHR e t(1;13)(p36;q14)-PAX7-FKHR; sarcoma de pares moles alveolares
t(X;17)(p11.2;925)-ASP-TFE3; sarcoma de células claras t(12;22)(q13;q912)-AFT1-EWS;
fibrossarcoma congénito t(12;15)(p13;925)-ETV6-NTRK; fibroblastoma de células gigantes
1(17;22)(922;913)-COL1A1-PDGFB;  tumor de células redondas desmoplastico
t(11;22)(p13;912)-WT1-EWS; sarcoma de estroma endometrial t(7;17)(p15;921)-JAZF1-JIAZ;
sarcoma de Ewing t(11;22)(g24;912)-EWS-ERG, 1(7;22)(p15;921)-EWS-ETV1,
t(17;22)(q12;912)-EWS-E1AF, t(2;22)(g33;912)-FEV-EWS; tumor miofibroblastico maligno
t(2;19)(p23;p13.1)-ALK-TPMA4, t(1;2)(q22-23;p23)-TPM3-ALK.

Condrossarcoma mixoide extraesqueleto t(9;22)(q22;921)-TEC-TCF12;
lipossarcomamixdide  t(12;16)(q13;p11)-TLS(FUS)-CHOP,  t(12;22)(q13;q12)-EWS-CHOP;
sarcoma sinovial t(X;18)(p11;q11)-SYT-SSX1 SYT-SSX2 (Sandberg et al, 2002).

Estas alteracdes ndo possuem potenciais somente para a classificacdo desta classe

neopldsica, mas servem para o diagnodstico diferencial onde ha natureza histoldgica confusa,
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e como guia para estudos moleculares, para o melhor entendimento e estabelecimento de

genes envolvidos na génese do cancer (Yoshida et al, 2004).

Esta chave bioldgica é crucial para a compreensdo da relacdo dos processos neoplasicos
benignos e sarcomatosos com o0s processos precursores de neoplasias e também para a
classificacdo de neoplasias Unicas e seus subgrupos especificos (Bouvée et al, 2005; Terek et
al, 2006), possibilitando assim o desenvolvimento de um melhor entendimento e tratamento

das neoplasias mesenquimais (Yoshida et al, 2004)

Como um bom exemplo do emprego desta tecnologia, podemos citar as analises
citogenéticas dos subtipos de condrossarcoma incluindo o condrossarcoma mesenquimal,
condrossarcoma dediferenciado, condrossarcoma de células claras, condrossarcoma
periostaeal, condrossarcoma secundario e condromatose sinovial primaria. A diferenciacao
entre as encondromatoses, osteocondromas eo condrossarcoma. As células pluripotentes,
através de multiplos passos, evoluem de encondroma a condrossarcoma de baixo grau até o

condrossarcoma de alto grau central (Bouvée et al, 2005; Terek et al, 2006).

Na evolugdo do encondroma a condrossarcoma central de baixo grau, ocorre uma
evolucdo cariotipica apresentando as seguintes altera¢des genéticas: nearploidia, perda de
9p21, rearranjos envolvendo HMGA2 mapeado na regido 12q13-15, sinalizacdo ativa de
PTHLH, inativacdo de sinalizacdo hedgehog, expressao JUNB e expressdo COX2. A sua
evolucdo para alto grau sofre a seguintes alteracdes: aneuploidias, formacdo de cariétipos
complexos nas células tumorais, aumento da sinalizacdo PTHLH, alteracGes no gene TP53 e
perda do gene P16, aumento da glicdlise e diminuicdo da fosforilacdo oxidativa, aumento
das MMP 1,2,9,13, aumento das Catepsinas B e L e alteracdo no PDGFRa (Bovée et al2005;
Terek et al, 2006).

Foi bem caracterizado citogeneticamente o condrossarcoma mixdide que em mais de
75% dos casos apresentam o rearranjo envolvendo os cromossomos 9 e 22 e em decorréncia
desta translocacdo ocorre a fusdao de dois genes EWS e TEC (Bovée et al, 2005; Terek et al,

2006).
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Um retrospecto na literatura revelou as seguintes regiGes cromossémicas envolvidas em
alteragdes nao balanceadas: 1p11~13; 1q10~12; 1921~22; 11p14~p15; 12p13; 14p11~pl3;
15p11~p13; 17p12~13; 19913 e 22q11~13. Ganhos génomicos em: 1; 4q12-13; 4928~31;
5p13-14; 6p; 7931~32; 8921; 8921.3~q22; 8923; 8923~q24-12; 12p;12913~ql5; 17p11-p13;
17p11~2; 19912~q22; 20q. Perda nos cromossomos 5q; 6g11~ql4; 8p23; 9; 10; 12p12-pter;
13; 13ql4; 17. Alteragbes cariotipicas singulares em menor frequéncia (5%):
add(11)(p15);add(14)(g32); t(2;13)(p13;924); t(10;13)(922;921); inv(6)(p23q15); 13914 e +17
(Stock et al, 2000; Sandberg et al, 2003).

Outras alteracdes bem estabelecidas em sarcoma de Ewing, além da caracteristica:
t(11;22)(g24;912) e t(21;22)(g22;912) (Durbin et al, 1998), sao as alteragdes consistentes e
importantes ocorrendo em 50% dos tumores envolvendo a regido 22g12; 52% a trissomia do
cromossomo 8; o ganho em 1q e perda 16q, indicam menor sobrevivéncia (sdao fatores

preditivos do mal progndstico) (Durbin et al, 1998).

S3o poucos os relatos de neoplasias 6sseas benignas como nos trés casos abalizados de
osteomaostdide com o principal achado sendo del(22)(q13.1) (Baruffi et al, 2001), e em

osteoblastoma — FOS e JUN se expressando moderadamente (Sandberg et al, 2003).

As neoplasias de partes moles também demonstram algumas regides envolvidas de
forma recorrente como: 1q11-12; 19p13; 1p36; 1p21; 1p11; 17p11; 19913 (Orndalet al,
1994).

Algumas entidades foram estudadas, como nos casos do fibroma condromixdide; lesdo
destrutiva e erosiva de dificil diagndstico, apresenta a ins(19;6)(p13.1;9139g25) (Smith et al,
2006). O leiomiossarcoma, neoplasia mesenquimal maligna eu perfaz 10% dos canceres de
partes moles, com o envolvimento preferencial dos cromossomos 1; 7; 10; 13; 14, sofrendo
perdas em 1; 13; 14; 16;18; 22, nas regides 1p36; 1qg42~qter; 2p15~pter; 3p21~p23;
8p21~pter; 10q23~qter; 11g23~qter; 13g12~ql3; 13g32~qgter; 18qll, e ganho na regido
1912-g31 (Sandberg, 2005). Lesdes fibrosas dsseas benignas e fibroma ossificante (Xq26;
2q933) e osteofibrodisplasia (8; 12; 21) (Partham et al, 2004).
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Lipossarcoma é o mais frequente sarcoma de partes moles com uma perfazendo 20%
das malignidades mesenquimais. Lipossarcoma - bem diferenciado: amplificacdo da regido
12q13-15 - gene MDM2; - mixdide: t(12;16)(q13; pll), fusdo génica — TLS/CHOP; -
Pleomdrfico: amplificagao 12q14; 15 envolvendo o gene MDM2 e mutagdo nos éxons 7 e 8

com perda heterozigozidade em TP53 (Sandberg, 2004; Macarenco et al, 2007).

2 - OBJETIVOS

Este projeto de pesquisa tem por objetivo geral analisar citogeneticamente
neoplasias dsseas benignas e malignas considerando-se os seus sitios anatOmicos, a sua
histéria natural de etiologia, a dificuldade de caracterizacao diferencial entre os subtipos
histoldgicos e o comportamento agressivo de modo diferente em algumas destas lesdes,

com os objetivos especificos de:

- Detectar alteracdes cromossomicas (aneuploidias, rearranjos e marcadores

cromossOmicos) clonais caracteristicas consistentes e recorrentes.

- A partir das alteracdes detectadas, identificar marcadores de evolucdao das lesGes

benignas para as lesGes malignas.

- Identificar mutacBes que possam ser eventos criticos na etiologia e evolugdo dessas
patologias pela descricdo de pontos de quebra cromossOmicos e sua relacdo com os genes

envolvidos no controle da proliferagdo celular.

- Associar os resultados obtidos com as andlises clinico-radioldgicas e
histopatoldgicas, visando um melhor entendimento, diagndstico, e tratamentos mais

precoces, especificos e eficazes.
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3 - JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca genética causada por acumulo de mutacdes no DNA e que
apresenta um alto indice de morbidade e mortalidade. Apesar desses altos indices, nos
ultimos anos foi feito um enorme progresso para detectar e tratar os tipos diferentes de
cancer.

As técnicas de citogenética e genética molecular tém ajudado cientistas a
desenvolver novas estratégias de terapia, fornecer diagndsticos e progndsticos mais precisos
e com isso ajudar a melhorar a expectativa de vida de pacientes acometidos pelas neoplasias
dsseas.

As alteracOes genéticas em neoplasias dsseas ainda sdo pouco conhecidas, mas
estudos nessa drea vém crescendo cada vez mais. Analises citogenéticas auxiliam na
pesquisa de mutacbes genéticas cruciais na biogénese e desenvolvimento da doenca.
Portanto, este estudo tem como objetivo contribuir com as pesquisas neste tipo de
neoplasia, ajudando a elucidar e desenvolver novas estratégias que beneficiem o tratamento

e progndstico dos pacientes.

4 —PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

As atividades cientificas desenvolvidas no laboratério GECAN (Genética e Cancer)
dependeram diretamente da coleta das amostras (Tab.1 e Tab.2) de tecidos para analise
citogenética apods cultura in vitro de curta e média duracdo. O material foi coletado pela
equipe cirurgica da ortopedia oncoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu, S3o Paulo, Brasil. Para a coleta
desse material foi necessaria aprovac3o do projeto pelo Comité de Etica em reunido do dia 5
de maio de 2008, com numero de protocolo Of. 144/08-CEP.

Foi coletado também material para analise do Hospital Amaral Carvalho da cidade de
Jau, S3o Paulo, Brasil, tendo o projeto sido aceito pelo comité de ética da Instituicao,
promovendo assim um aumento no numero das amostras das patologias dsseas para este

estudo.
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As amostras de tecido a fresco, coletadas sob condicdes estéreis, foram processadas
prontamente em fluxo laminar de forma estéril. Os fragmentos de tecidos foram
primeiramente seccionados com pingas e tesouras cirurgicas em placas de Petri, depois
dissociados enzimaticamente com uma solucdo de colagenase (tipo IV, Sigma) 0,4% e
transferidos para frascos de cultura contendo meio HAM F-10 (Sigma) suplementado com
15% de soro bovino fetal, vitaminas e antibidticos. As culturas foram mantidas em estufa de
CO2 a 37°C e alimentadas em média duas vezes por semana. O tempo de cultura foi
ajustado individualmente para cada caso, dependendo do indice mitético observado em
microscopio invertido.

As amostras em cultura foram colhidas e as células armazenadas em freezer. O
material foi paulatinamente preparado e submetido as andlises citogenéticas de acordo com
o numero ideal de casos que puderam ser agrupados para que seus estudos pudessem gerar

resultados significativos para publicagao.
4.1 - Citogenética Classica

Para a analise citogenética, células em fase de crescimento exponencial foram
primeiramente tratadas com colchicina 0,0016% por pelo menos seis horas; solucdo
hipotonica de KCI 0,075M por 30 minutos e o metanol: acido acético (3:1) foi usado como
fixador. Estudo cromossdmico foi realizado somente nas culturas primdrias. As laminas

foram submetidas a técnica por bandamento cromossémico GTG.

A identificacdo e classificacdo dos cromossomos foram baseadas nas recomendacdes
dolISCN (1985,1991,1995). Para a determinacdo de clone citogenético, foi utilizado o critério
definido pelo ISCN (1991), onde na determinacdo dos clones numéricos ndo sdo inclusas as
metafases consideradas como polipldides, ou seja, 2n>57 e por analogia de critérios,

também ndo foram consideradas as metafases com 2n<35.
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5 - RESULTADOS

Foram coletadas 40 amostras de tecidos dsseos (Tab. 1), no Hospital de Clinicas da

faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, de pacientes com suspeita de terem

neoplasias, e realizada a analise citogenética dos casos nos quais a cultura celular foi bem

sucedida.

Tabela 1. Amostras coletadas e submetidas a técnicas citogenéticas, do Hospital de Clinicas

da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu

Amostra

TUl
TU2
TU3
TU4
TUS
TU6
TU7
TUS
TU9

TU10

TU11

TU12

TU13

TU14

TU15

Diagndstico

Tumor de células gigantes
Cisto 6sseo aneurismatico
Mieloma multiplo
Osteomielite crénica inespecifica
Osteomielite crénica inespecifica
Tumor de células gigantes
Osteomielite crénica inespecifica
Fibrossarcoma
Plasmocitoma
Condrossarcoma
Tumor desmdéide
Osteossarcoma
Osteossarcoma
Leiomiossarcoma

Fibroma desmoplastico
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Tabela 1 — Continuagao

TUl6

TU17

TU18

TU19

TU20

TU21

TU22

TU23

TU24

TU25

TU26

TU27

TU28

TU29

TU30

TU31

TU32

TU33

TU34

TU35

TU36

TU37

TU38

TU39

TU40

Schwanoma

Condrossarcoma

Plasmocitoma

Hemangioma

Osteomaostedide

Plasmocitoma

Cisto 6sseo simples
Encondroma
Carcinoma espino celular
Condrossarcoma
Tumor de células gigantes
Metastase de CA préstata
Condroblastoma
Hemangioma
Sarcoma de Ewing
Cisto 6sseo
Osteomaostedide
A confirmar
A confirmar
Osteomielite cronica
Osteomielite cronica
Fibrossarcoma
A confirmar
A confirmar

Fibrossarcoma
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Também foram coletadas 31 amostras de tecido dsseo (Tab. 2) em bidpsias, no

Hospital do Cancer Amaral Carvalho de Jau, de pacientes com suspeitas de terem neoplasias.

As amostras que tiveram sucesso na cultura celular também passaram pela andlise

citogenética ou estdo congeladas para futura analise. As amostras que ndo aparecem na

Tabela 2 foram descartadas, pois a cultura celular ndo foi bem sucedida por motivos de

contaminagdo ou pouco crescimento celular.

Tabela 2 — Amostras coletadas e submetidas a técnicas citogenéticas, do Hospital do Cancer

Amaral Carvalho de Jau

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

Amostra

01

02

03

04

05

07

09

11

16

Diagnostico
A confirmar
A confirmar

Tumor de células gigantes

Adenocarcinoma metastatico

Tumor
mesenquimal

Osteocondroma

Tumor de células gigantes

Sem sinais de malignidade

A confirmar
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Tabela 2 - Continuagao

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

ACO.

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

29

31

Carcinoma metastatico

Plasmocitoma

A confirmar

Lipoma intramuscular

Metastase de carcinoma ductal

Osteoblastoma

Auséncia de

neoplasia

Neoplasia fibrohistiocitica benigna

Tumor de células gigantes

A confirmar

Encondroma
A confirmar

A confirmar
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As amostras que estdo descritas como “a confirmar” sdo casos em que o diagndstico
ndo pode ser obtido até o momento da finalizacdo deste trabalho, pois o acesso aos
prontuarios ndo foi possivel por conta dos pacientes estarem em tratamento ou por ébito.

Foi realizado os estudos de analise citogenética e o levantamento bibliografico de
trés lesGes dsseas benignas e suas possiveis lesdes 6sseas malignas correspondentes. Foram
estudados um caso de encondroma, um condrossarcoma, um osteoblastoma, um

osteossarcoma, uma osteomielite cronica e um fibrossarcoma.

5.1 — Analises citogenéticas

Caso 1 -ACO 27 — Encondroma

Férmula cariotipica de 20 células apds bandamento GTG
M1) 46,XX
M2) 45,XX,-3,-5,+marl
M3) 41,X,-X,del(4)(p15),-9,-18,-20,-20
M4) 38 X,-X,-3,-8,-13,-15,-17,-17,-22
M5) 44,X,-X,-3,add(15)(p13)
M6) 46,XX
M7) 44,X,-X,add(15)(p13),-16,-18,+mar2
M8) 43,X,-X,-11,-19
M9) 44,XX,-4,-15,
M10) 44,XX,-16,-18
M11) 46,XX,-2,+mar2
M12) 45,X,-X
M13) 42,XX,t(8;21)(q22;p23),-17,-20,-21,-22
M14) 46,XX,add(15)(p13)
M15) 46,XX,del(13)(q21)
M16) 44,X,-X,-13
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M17) Descartada

M18) 43,XX,-1,-18,-22
M19) 46,XX,-2,+19

M20) 46,XX,add(15)(p13)

AlteragGes néo clonais:
-1[1],-2[2],-4[1],del(4)(p15)[1],-5[1],-8[1],t(8;21)(q22;p23)[1],-9[1],-11[1],-
13[2],del(13)(q21),-15[2],-16[2],-17[2],-19[1],+19[1],-20[2],-21[1],+mar1[1],+mar2[2]
Alteracdes clonais:

-X[7]1,-3[3],add(15)(p13)[4],-18[4],-22(3]

Cariotipo Composto:

38~46,XX,-X[7],-3[3],add(15)(p13)[4],-18[4],-22[3]

46,XX[2]/cp(13)

Figura 1 —Caso 1 — ACO 27 — M5 [44,X,-X,-3,add(15)(p13)]

Cari6tipo ACO 27 - M5 |
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Figura 2 —Caso 1 - ACO 27 — M20 [46,XX,add(15)(p13)]

[ Caridtipo ACO 27 - M20 ]
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Caso 2 - TU 25 — Condrossarcoma

Férmula cariotipica de 22 células apds bandamento GTG
M1) 40,X,-Y,-5,del(6)(q22),-9,-11,-16,-19

M2) 45,X,-Y,del(6)(g22)

M3) 47,XY,del(9)(g22),-21,+marl,+mar2

M4) 46,XY,del(18)(q22)

M5) 46,XY,-15,+mar3

M6) 46,XY,del(6)(q22)

M7) 46,XY

M8) 46,XY,del(6)(q22)

M9) 43,XY,-5,+13,-17,-17,-22
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M10) 45,XY,t(8;20)(q24;q13),-20
M11) 47,XY,+mar2

M12) 46,XY

M13) 46,XY,del(7)(q31)

M14) Descartada

M15) 46,XY

M16) 45,Y,-X

M17) 41,XY,-6,-10,-11,-13,t(17;19)(p13;q13),-19
M18) 43,XY,-1,-3,-7,-15,+21
M19) 44,XY,-10,-17

M20) Descartada

M21) 46,XY,-9,+mar4

M22) 45,XY,-8,-9,+mar5

Alteracdes ndo clonais:

-X[1],-Y[2],-1[1],-3[1],-5[2],-6[1],-7[1],del(7)(q31)[1],-8[1],1(8;20)(q24;q31)[1],del(9)(q22)[1],

10[2],-11[2],-13[1],+13[1],-15[2],-16[1],-17[2],£(17 ;19)(p13 ;q13)[1],del(18)(q22)[1],-19[2],-

21[1],+21[1],+mar1[1],+mar2[2],+mar3[1],+mar4[1],+mar5[1]

Alteracdes clonais:

del(6)(q22)[4],-9(3]

Cariotipo composto:
40~46,XY,del(6)(q22)[4],-9[3]
46,XY[3]/cp(6)
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Figura 3 —Caso 2 - TU 25 — M8 [46,XY,del(6)(q22)]
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Figura 4 — Caso 2 — TU 25 — M19 [44,XY,-10,-17]
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Caso 3 - ACO 22 - Osteoblastoma

Formula cariotipica de 21 células apds bandamento GTG
M1) 42,Y,-X,-1,-4,-5,-17,+marl

M2) 45,XY,del(4)(q31),-5,del(7)(q31)

M3) 39,Y,-X,-4,-5,-17,-17,-19,-19,-22,+mar2
M4) 45,XY,add(6)(p25),add(6)(g27),-9,-21,+mar3
M5) 44,Y,-X,-21,-22,+mar1l

M6) 46,XY,+X,del(4)(q31),-5

M7) 42,XY,-9,-18,-22,-22

M8) 41,X,-Y,-12,-15,-17,-20

M9) 46,XY,del(4)(q31)

M10) 40,X,-Y,-7,-11,-16,-20,-22

M11) 45,XY,del(4)(q31),-22

M12) 44,XY,-17,-19,

M13) 45,XY,-4

M14) 42,XY,-8,-14,-15,-19

M15) 43,Y,-X,-6,-14,-22,+mar4

M16) 44,XY,-2,-15

M17) 42,XY,-5,-5,-6,-8,-9,-18,+20,+mar5

M18) 42,XY,-5,-6,-6,-22

M19) 46,XY,del(4)(q31) FOTO

M20) 46,XY

M21) 41,XY,-2,-5,-6,-8,-16,-20,-22,+mar6,+mar7

Alteracdes cromossomicas clonais:

-X[4],-4[3],del(4)(q31)[5],-5[7],-6[41,-8[3],-9(3],-15[3],-17[4],-19(3],-20[3],-22[8]
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Altera¢des cromossdmicas nao clonais:
+X[11,-Y[2],-1[1],-2[2],add(6)(p25)[1],add(6)(q27)[1],del(7)9q31),-7[1],-11[1],-12[1],-14[2],-
16[2],-18[2],+20[1],-
21[2],+mar1[2],+mar2[1],+mar3[1],+mar4[1],+mar5[1],+mar6[1],+mar7[1]

Caridtipo Composto:

39~46,XY,-X[4],-4(3],del(4)(q31)[5],-5[7],-6[4],-8[3],-9(3],-15[3],-17[4],-19[3],-20[3],-22[8]
46,XY[1]/cp[21]

Figura 5 - Caso 3 - ACO 22 — M8 [41,X,-Y,-12,-15,-17,-20]
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Figura 6 — Caso 3 -ACO 22 — M11 [45,XY,del(4)(g31),-22]
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Figura 7 — Caso 3 - ACO 22 — M19 [46,XY,del(4)(q31)]
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Caso 4 - T28 —Osteossarcoma

Formula cariotipica de 16 células apds bandamento GTG
M1) 43,XX,del(1)(g42),-19,-20,-20

M2) 45,XX,-12,add(13)(p13),add(14)(p13)

M3) 46,XX,del(4)(g32),add(13)(p13),add(14)(p13)

M4) 46,XX,+9,-17

M5) 45,XX,add(4)(p16),-8,-11,+marl

M6) 45,X,-X

M7) 43,X,-X,del(4)(932),-5,del(6)(q22),-13,-15,-16,-19,+mar2,+mar3,+mar4
M8) 54,X,-X,+16,+17,+17,+18,+18,+20,+20,+mar5,+mar6
M9) 44,XX,add(14)(p13),-21,-21

M10) 46,XX,del(4)(q32)

M11) Descartada

M12) 45,X,-X,del(4)(q32),-22,+mar?7

M13) 45,X,-X,del(4)(g32),add(14)(p13),+16,-21,-22,+mar8
M14) 46,XX,add(13)(p13),-20,+mar9

M15) 46,XX

M16) 45,XX,-6,-11,-15,+mar10,+marll

Alteragdes cromossomicas clonais:

-X[5],del(4)(q32)[5],add(13)(p13)[3],add(14)(p13)[4]

Alteragdes cromossomicas nao clonais:
del(1)(q42)[1],add(4)(p16)[1],-5[1],del(6)(q22)[1],-6[1],-8[1],+9[1],-11[2],-12[1],-13[1],-
15[2],-16[1],+16[2],-17[1],+17[1],+18[1],-19[2],-20[2],+20[1],-21[2],-22[2],
+marl[1],+mar2[1],+mar3[1],+mar4[1],+mar5[1],+mar6[1],+mar6[1],+mar6[1],+mar7[1],+ma

r8[1],+mar9[1],+mar10[1],+marll[1]
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Cariotipo composto:
43~54,XX,-X[5],del(4)(q32)[5],add(13)(p13)[3],add(14)(p13)[4]

46,XX[1]/cp[11]
Figura 8 — Caso 4 — TU 28 — M9 [44,XX,add(14)(p13),-21,-21]
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Figura 9 —Caso 4 — TU28 — M12 [45,X,-X,del(4)(q32),-22,+mar7]
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Figura 10 — Caso 4 — TU28 — M14 [46,XX,add(13)(p13),-20,+mar9
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Caso 5 - TU 35 - Osteomielite Crénica
Férmula cariotipica de 21 células apds bandamento GTG
M1) 43,XX,-3,-15,del(17)(p13),-18,-19,+marl
M2) 42,X,-X,-8,-11,-20,-21,+marl
M3) end46,XX
M4) 46,X,-X,-2,-21,+marl,+mar2,+mar3
M5) 44,X,-X,add(12)(g24.3),-20 — Figura 1
M6) 44,X,-X,-11,add(12)(q24.3)
M7) 44,X,-X,-3
M8) 41,X,-X,tas(5;7)(p15.3;936),-10,-14,-15,-16,+mar4
M9) 45,X,-X,t(17;18)(q25;p11)
M10) 44,XX,-1,-2,-2,-4,-4,-22,+marl,+mar5
M11) 45,XX,-1,-17,+mar6
M12) 44,X,-X,-11,-12,del(17)(p13)-22,+mar2,+mar7,+mar8 — Figura 2
M13) 42,X,-X,-4,-10,-19,-21,+mar3
M14) 43,XX,-1,del(17)(p13),-10,-20,+marl
M15) 42,X,-X,-22,-22,+mar2
M16) 38,-X-X,-1,-2,-10,-11,-12,-19,t(19;7)(p13;936)
M17) 46,XX
M18) 47,XX,-1,-1,+15,+16,-20,+mar2,+mar9
M19) 44,XX,-1,-2,-8,-22,+mar10,+marll
M20) 46,X,-X,+mar3

M21) 47,X,-X,+mar2,+marl2



Alteracdes cromossdmicas ndo clonais:
-3[2],-4[2],tas(5;7)(p15.3;p11)[1],-8[2],-12[2],-14[1],-15[2],+15[1],-16[2],
-17[1],t(17;18)(q25;p11)[1],-[1],£(19;7)(p13;936)[1],end46,XX,+mar4[1],+mar5[1],
+mar6[1],+mar7[1],+,mar8[1],+mar9[1],+marl10[1],+marl1[1],+marl2[1]
Alteragdes cromossémicas clonais:

-X[13],-1[6],-2[4],-10[4],-11[4],add(12)(q24.3)[2],del(17)(p13)[3],-19(3],-20[4],-21[3],-
22[4],+marl[4],+mar2[5],+mar3[3]

Cariotipo composto:
38~47,XX,-X[13],-1[6],-2[4],-10[4],-11[4],add(12)(q24.3)[2],del(17)(p13)[3],

-19[3],-20[4],-21[3],-22[4],+mar1[4],+mar2[5],+mar3[3] cp[19]/46,XX[1]

Figura 11 — Caso 5 — TU35 - [44,X,-X,add(12)(q24.3),-20]
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Figura 12 - add(12)(q24.3) — cariotipos parciais
12

Figura 13 — Caso 5 —TU35 - [44,X,-X,-4,-11,-12,del(17)(p13),-22,+mar2,+mar7,+mar8]
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Caso 6 — TU40 —Fibrossarcoma

Formula cariotipica de 23 células apds bandamento GTG
M1) 42,-X,-Y,-6,-9,-19,-21,+marl,+mar2

M2) 46,XY,-19,+mar3

M3) 47,XY,+mar4

M4) Descartada

M5) 46,XY,-13,-15,+mar5,+mar6

M6) 43,XY,+12,t(17;22)(p13;p13)

M7) 43,XY,+2,-7,-13,t(15;22)(p13;p13),-17,-19,-19,-22,+mar7,+mar8
M8) Descartada

M9) 44,XY,-18,-19

M10) 44,X,-Y,-18

M11) 47,XY,-11,-17,+t(16;21)(p13;p13),+mar9,+marl0
M12) 40,X,-Y,-3,-9,-15,-18,-19

M13) 45,XY,-2,-16,+mar11l

M14) Descartada

M15) 43,X,+X,-Y,-1,-19,-19,-22

M16) Descartada

M17) 46,X,+X,-Y,-2,-4,+mar12

M18) 43,X,-Y,-20,-22

M19) 46,X,+X,-Y

M20) 45,Y,-X,-17,+20,-21,+mar13

M21) 44,X,+X,-Y,-3,+4,-5,+9,-10,+15,-22,-22

M22) 43,X,-Y,-4,-9,-9,-17,+mar14,+marl5

M23) 45,X,+X,-Y,-7,t(13;21)(p13;p13)
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Altera¢des cromossdmicas nao clonais:
-X[2],-1[1],-2[2],+2[1],-3[2],-4[2],+4[1],-5[1],-6[1],-7[2],+9[1],-10[1],-11[1],+12[1],-13[2],
t(13;21)(p13;p13)-15[2],+15[1],t(15;22)(p13;p13),-16[1],+t(16;21)(p13;p13),
t(17;22)(p13;p13),-20[2],+20[1],-21[2],+marl,+mar2,+mar3,+mard,+mar5,+mar6,+mar7,

+mar8,+mar9,+marl0,+marll,+marl2,+marl3,+marl4,+marl5,+marl6

Alteracdes cromossomicas clonais:

+X[5],-Y[10],-9[3],-17[4],-18[4],-19[7],-22[5]
Cariotipo composto:
40~47,XY,+X[5],-Y[10],-9[3],-17[4],-18[4],-19[7],-22[5]

46,XY[0]/cp[16]

Figura 15 — Caso 6 — TU40 — M3 [47,XY,+mar4]
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Figura 16 — Caso 6 — TU40 — M10[44,X,-Y,-18]
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5.2 — NUmeros modais

CASO 1 (ACO 27) - Encondroma
Analise citogenética numero modal e variagdo cromossémica
Numero modal = 46 (31,25% das células analisadas)
N de cromossomos:38 40 4142 43 44 45 46 47 51 total
Ndmerodecélulas: 16 2 5 9 11 12 25 8 1 80

Niveis de ploidia: Hipo 57,5% Di 31,25% Hiper 11,25%
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M1- 43

M2- 38

M3- 46

M4- 46

M5- 40

MG6- 46

M7- 46

M8- 46

MO- 42

M10- 47

M11- 46

M12- 40

M13- 46

M14- 43

M15- 46

M16- 47

M17-40

M18- 42

M19- 43

M20- 45

M21- 40

M22- 46

M23- 47

M24- 45

M25- 45

M26- 47

M27- 46

M28- 46

M29- 44

M30- 40

M31- 45

M32- 44

M33- 46

M34- 46

M35-41

M36- 43

M37- 46

M38- 44

M39- 45

M40- 43

M41- 47

M42- 46

M43- 44

M44- 47

M45- 42

M46- 40

M47-51

M48- 42

M49- 45

M50- 44

M51- 44

M52- 44

M53- 45

M54- 46

M55- 46

M56- 41

M57-44

M58- 43

M59- 45

MG60- 44

M61- 46

M62- 46

M63- 43

M64- 46

M65- 43

M66- 45

M67- 45

M68- 47

M69- 43

M70- 44

M71- 45

M72- 45

M73- 46

M74- 44

M75- 46

M76- 46

M77- 47

M78- 46

M79- 46

M80- 42
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CASO 2 (TU 25) - Condrossarcoma
Analise citogenética nimero modal e varia¢do cromossémica
NUmero modal = 46 ( 37,8% das células analisadas)
N de cromossomos:4142 43 44 45 46 47 48 50 total
Namerodecélulas: 43 6 1112 28 8 5 2 74

Niveis de ploidia: Hipo 41,9% Di 37,8% Hiper 20,3%

M1- 45 M20- 46 M39- 47 M58- 44
M2- 42 M21- 46 M40- 45 M59- 45
M3- 47 M22- 48 MA41-44 MG60- 46
M4- 47 M23- 46 M42- 46 M61-43
Mb5- 45 M24- 44 M43- 46 M62- 43
M6- 46 M25- 41 M44- 41 M63- 48
M7- 46 M26- 46 M45- 48 M64- 45
M8- 43 M27- 46 M46- 47 M65- 42
M9- 45 M28- 43 M47- 45 M66- 46
M10- 44 M29- 46 M48- 46 M67- 46
M11- 46 M30- 44 M49- 46 M68- 50
M12- 46 M31- 48 M50- 46 MG69- 46
M13- 43 M32- 45 M51- 46 M70- 47
M14- 46 M33- 46 M52- 45 M71- 44
M15-47 M34- 46 MS53- 46 M72- 45
M16- 41 M35- 43 M54- 46 M73-42
M17-44 M36- 46 M55- 48 M74-50
M18- 47 M37- 47 M56- 46

M19- 45 M38- 41 M57- 46



CASO 3 (ACO 22) - Osteoblastoma
Analise citogenética nimero modal e varia¢do cromossémica
NUmero modal = 46 (20,8% das células analisadas)
N de cromossomos:39 40 4142 43 44 45 46 47 48 49 total
Numerodecélulasi2 6 9 13 168 13 20 3 5 1 96

Niveis de ploidia: Hipo 69,8% Di 20,8% Hiper 9,4%

M1- 43 M20- 42 M39- 42 M58- 42
M2- 46 M21- 48 M40- 42 M59- 40
M3- 42 M22- 46 M41- 46 MG60- 46
M4- 45 M23- 46 M42- 46 M61- 46
M5- 46 M24- 41 M43- 46 M62- 46
M6- 40 M25- 45 M44- 43 M63- 45
M7- 43 M26- 49 M45- 46 M64- 48
M8- 45 M27- 44 M46- 46 M65- 44
M9- 41 M28- 47 M47-43 M66- 48
M10- 42 M29- 43 M48- 41 M67- 47
M11-43 M30- 46 M49- 41 MG68- 44
M12- 46 M31- 45 M50- 45 MG69- 40
M13- 43 M32- 44 M51- 45 M70- 40
M14- 40 M33- 45 M52- 48 M71- 45
M15- 43 M34- 42 M53- 46 M72- 41
M16- 45 M35- 44 M54- 45 M73-43
M17-42 M36- 45 M55- 45 M74-43
M18- 42 M37- 46 M56- 46 M75-41

M19-43 M38- 46 M57- 47 M76- 42



M77-43

M78- 48

M79- 40

M80- 39

M81- 46

Analise citogenética nimero modal e varia¢do cromossémica

M82- 44

M83- 43

M84- 46

M85- 41

M86- 43

CASO 4 (TU 28) - Osteossarcoma

M87-39

M88- 42

M89- 44

M90- 43

M91- 42

Numero modal = 46 (28,2% das células analisadas)

N de cromossomos:40 4142 43 44 45 46 47 49 54 total

Numero de células:

Niveis de ploidia:

M1- 45
M2- 42
M3- 49
M4- 46
M5- 43
M6- 41
M7- 44
M8- 40
M9- 45

M10- 45

11 5

Hipo 59%

M11- 47

M12- 46

M13- 45

M14- 44

M15- 45

M16- 43

M17-54

M18- 45

M19- 44

M20- 46

6 46 11 2

2 1

Hiper 12,8%

M21- 42

M22- 43

M23- 46

M24- 43

M25- 47

M26- 46

M27- 43

M28- 46

M29- 49

M30- 44

M92-41

M93- 41

M94- 43

M95- 42

M96- 44

M31- 46

M32- 42

M33- 46

M34- 43

M35- 46

M36- 46

M37-43

M38- 42

M39- 46

48



CASO 5 (TU35) — Osteomielite Cronica
Analise citogenética numero modal e varia¢do cromossémica
NUmero modal = 46 (25,33% das células analisadas)
NUmero de cromossomos:37 38 39 40 41 42 43 44 45 4647 48 49  total
Namero de células: 25 4 518 6 8 6194 52 75

Niveis de ploidia: Hipo 60,0% Di 25,33% Hiper 14,7%

M1- 46 M20- 45 M39- 46 M58- 44
M2- 46 M21- 47 M40- 40 M59- 40
M3- 46 M22- 46 M41- 46 MG60- 46
M4- 47 M23- 46 M42- 44 M61- 38
M5- 43 M24- 48 M43- 46 M62- 46
M6- 43 M25- 38 M44- 43 M63- 38
M7- 45 M26- 46 M45- 39 M64- 42
M8- 44 M27- 45 M46- 44 M65- 37
M9- 37 M28- 48 M47-39 M66- 45
M10- 40 M29- 45 M48- 38 M67- 39
M11- 40 M30- 41 M49- 40 M68- 48
M12- 42 M31- 42 M50- 38 MG69- 47
M13- 46 M32- 39 M51- 44 M70- 46
M14- 46 M33- 42 M52- 46 M71- 48
M15- 46 M34- 42 MS53- 47 M72- 46
M16- 42 M35- 49 M54- 48 M73- 46
M17-43 M36- 44 M55- 45 M74- 44
M18- 43 M37-43 M56- 49 M75-46

M19- 42 M38- 42 M57- 44



CASO 6 (TU 40) - Fibrossarcoma
Analise citogenética nimero modal e varia¢do cromossémica
NUmero modal = 46 (17% das células analisadas)
N de cromossomos:39 40 4142 43 44 45 46 47 48 49 52 total
NUamerodecélulas: 25 3 3 98 15 12 10 3 3 1 74

Niveis de ploidia: Hipo 60% Di 17% Hiper 23%

M1- 46 M21- 42 M41-43 M61- 45
M2- 45 M22- 44 M42- 44 M62- 41
M3- 46 M23- 44 M43- 46 MG63- 47
M4- 43 M24- 45 M44- 46 M64- 42
M5- 49 M25- 48 M45- 48 M65- 45
M6- 44 M26- 43 M46- 46 M66- 49
M7- 44 M27- 46 M47-43 M67- 44
M8- 45 M28- 43 M48- 45 M68- 44
M9- 49 M29- 47 M49- 47 M69- 45
M10- 45 M30- 42 M50- 45 M70- 52
M11- 40 M31- 48 M51- 45 M71- 47
M12- 41 M32- 43 M52- 40 M72- 47
M13- 45 M33- 46 M53- 46 M73- 39
M14- 43 M34- 47 Mb54- 46 M74- 39
M15- 46 M35- 47 M55- 46

M16- 43 M36- 45 M56- 41

M17-47 M37-40 M57- 45

M18- 45 M38- 44 M58- 45

M19- 47 M39- 40 M59- 46

M20- 43 M40- 47 M60- 40



As Tabelas 3 e 4 mostram a analise citogenética parcial feita nas amostras

coletadas, segundo a qualidade do material. As amostras com material de boa

qualidade foram analisadas. As amostras ausentes nas tabelas ainda nao foram

analisadas ou foram descartadas.

A Tabela 5 mostra sucintamente os dados clinicos e os resultados finais obtidos

nos casos estudados neste trabalho.

Tabela 3 — Analises parciais das amostras coletadas no Hospital de Clinicas da

Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu.

Amostra Diagnostico Anélise
TO6 Tumor de células gigantes Nenhuma metéafase
TO8 Sarcoma de alto grau, tumor de Triton Nenhuma metafase
T10 Osteoporose Nenhuma metafase
T12 Osteossarcoma condrobldstico Nenhuma metafase
T15 Metastase de adenocarcinoma Nenhuma metafase
T16 Schwanoma Nenhuma metafase
T17 Condroblastoma Nenhuma metafase
T18 Mieloma multiplo/plasmocitoma Nenhuma metafase
T20 Fibrolipoma Poucas metafases
T23 Condroblastoma Poucas metafases
T24 Metastase de adenocarcinoma Poucas metafases
T25 Condrossarcoma central primario Analisado
T28 Osteossarcoma metastatico Analisado
T29 Fibrolipoma Banda de baixa qualidade
T30 Fratura (auséncia de neoplasia) Banda de baixa qualidade
T31 Sarcoma pouco diferenciado Analisado
T35 Osteomielite Analisado
T36 Osteomielite Analisado
T37 Fibrose e osteogénese reacional Poucas metafases
T40 Fibrossarcoma Analisado
T41 Osteossarcoma Uumero Nenhuma metafase
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Tabela 4 - Andlises parciais das amostras coletadas no Hospital do Cancer Amaral

Carvalho de Jadu.

Amostra Diagndstico Analise

ACO 03 Tumor de células gigantes Poucas metafases
ACO 04 | Adenocarcinoma metastatico | Poucas metafases
ACO 07 Osteocondroma Poucas metafases
ACO 09 Tumor de células gigantes Poucas metafases
ACO 22 Osteoblastoma Analisado
ACO 25 Tumor de células gigantes Analisado
ACO 27 Encondroma Analisado

Tabela 5 — Dados clinicos e resultados citogenéticos dos seis casos estudados.

Caso | Sexo Diagnésitco N° Modal (%) Cariotipo Composto
/ Variacdo
Cromossémica
1 F Encondroma 46 (31,25%) / | 38~46,XX,-X[7],-3[3],add(15)(p13)[4],-18[4],-22[3]
25-80 46,XX[2)/cp(13)
2 M | Condrossarcoma 46 (37,8%)/ | 40~46,XY,del(6)(q22)[4],-9[3] 46,XY[3]/cp(6)
28-74
3 M Osteoblastoma 46 (20,8%) / 39~46,XY,-X[4],-4[3],del(4)(931)[5],-5[7],-6[4],-8[3],-
20-96 9[3],-15[3]1,-17[4],-19[3],-20[3],-22[8]
46,XY[1]/cp[21]
4 F Osteossarcoma 46 (28,2%) / 43~54 XX,-
11-39 X[5],del(4)(g32)[5],add(13)(p13)[3],add(14)(p13)[4]
46,XX[1]/cp[11]
5 F Osteomielite 46 (25,33%) / | 38~47,XX,-X[13],-1[6],-2[4],-10[4],-

Cronica 19-75 11[4],add(12)(q24.3)[2],del(17)(p13)[3],-19[3],-
20[4],-21[3],-22[4],+mar1[4],+mar2[5],+mar3[3]
46,XX[1]/cp[19]

6 M Fibrossarcoma 46 (17%) / 12- | 40~47,XY,+X[5],-Y[10],-9[3],-17[4],-18[4],-19(7],-

74

22[5] 46,XY[0]/cp[16]
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6 - DISCUSSAO
EncondromaversusCondrossarcoma

Como os encondromas estdo proximos da placa epifisaria, podem resultar de
uma falha na diferenciacdo dos condrdcitos desta placa. De fato, encondromas
demonstram constitutiva atividade na sinalizacdo de hedgehog, que inibe a
diferenciacdo dos condrdocitos da placa epifisaria. Nos pacientes com
encomdromatose, 8% também possui uma mutacdo na regidao cromossOmical2pl1.22,
que codifica o receptor PTHLH, PTHR1, no seu tecido tumoral. Isso interrompe o ciclo
de feedback IHH-PTHLH, causando constitutiva sinalizagdao de hedgehog (Bovée et al.,
2010).

Andlises citogenéticas de condrossarcomas tém mostrado uma extrema
heterogeneidade de achados. Anormalidades citogenéticas incluem perda ou
duplicacdo de cromossomos, delecdes ou duplicacdes de regides cromossémicas, e
translocacdes (Terek, 2006).

Foi relatada uma relacdo positiva entre o grau histolégico e o grau de
complexidade do cariétipo em condrossarcomas centrais. Aneuploidia é também
associada com o grau de crescimento histolédgico.Um importante papel do
cromossomo 9p21 foi sugerido pela citogenética e pela hibridizacdo gendémica
comparativa, a perda de heterozigose. O CDKN2A (P16), gene supressor tumoral,
localizado nessa regido, se mostrou ser importante para o progresso do
condrossarcoma, desde que sua inativagdo foi restrita aos tumores de alto grau (Bovée
et al., 2005).

Mutacdes do TP53 com perda de heterozigosidade (LOH) podem ter um papel
importante na transformacdo de condrossarcomas convencionais de baixo grau pré-
existentes em tumores indiferenciados de alta malignidade, com base em estudos de
diferentes porg¢des tumorais (Sandberg, 2004).

Foi relatado que a perda da regido 6q estava associada com a sobrevivéncia de
metastases livres prejudicadas. Agrupamentos hierdrquicos unicamente com clones
para o cromossomo 6, parcialmente separaram condrossarcomas de grau lll dos outros

graus de tumores (Rozeman et al., 2006).
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Neste trabalho foram relatadas variacdes na aneuploidia do caso de
encondroma (ACO 27) estudado. Fato este que pode estar relacionado com um
crescimento histolégico aumentado, que pode ser relacionado a progressao tumoral
que esta lesdo pode sofrer. Também foi detectada uma adicdo add(15)(p13), sem
achados na literatura sobre envolvimento com a carcinogénese desse tipo tumoral,

mas recorrente neste caso estudado, podendo estar envolvida na progressao tumoral.

J4 no caso do condrossarcoma (TU 25) estudado, vimos uma variacdo da
aneuploidia para o cromossomo 9, neste caso deletado. A perda desse cromossomo
pode estar ligada ao aumento do grau de malignidade do tumor por conter o gene

CDKN2A (P16), supressor tumoral.

Também foi constatada a delecdo del(6)(g22) no condrossarcoma estudado,
que pela literatura esta ligada ao favorecimento de desenvolvimento de metdstases,

caracteristico de condrossarcomas de grau lll.

OsteoblastomaversusOsteossarcoma

AlteracOes citogenéticas para o osteoblastoma ainda ndo foram bem descritos
na literatura, sem achados significativos para este caso. No caso estudado neste
trabalho (ACO 22), pudemos ver muitas variacdes numéricas em varios cromossomos e
uma delecdo del(4)(g31) recorrentes. As alteracbes numéricas clonais desse caso pode
estar também ligada ao grau de crescimento histolégico aumentado, assim como no

encondroma, apresentando também uma delecdo recorrente do cromossomo 9.

J4 na regido deletada do cromossomo 4, foi feito um levantamento sobre os
genes presentes nessa regido e foi encontrado o gene SMADI1, que codifica uma
proteina responsavel por mediar sinais para proteinas da morfogenética dssea (BMPs),
que estdo envolvidas em varias atividades biolégicas como crescimento celular,
apoptose, morfogénese, desenvolvimento e resposta imune (OMIM, 4g31). Pode-se
entdo relacionar esse achado com o fato de que, se deletado, este gene pode fazer
com que essas atividades bioldgicas fiquem afetadas negativamente e dessa forma

podendo ser um fator em potencial para a progressao tumoral deste osteoblastoma.
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Foram achados também alguns outros genes como FBXW7 e o SFRP2, que
estdo envolvidos na carcinogénese de outros tipos tumorais, como o gdstrico e o de
prostata (OMIM, 4g31.3), mas que, por estarem descritos como fatores potenciais na
formacdo desses tumores, podem estar envolvidos com a etiologia deste

osteoblastoma e sua progressao maligna.

Técnicas de citogenética molecular juntamente com andlises de citogenética
cldssica de bandamento GTG em osteossarcomas tém descrito caridtipos complexos
com multiplas aberragdes cromossOmicas numéricas e estruturais incluindo um alto
nivel de amplificacdes em 1921, 6p21, 8921-24, 12913-q14 e 17p12-q11l. Foi relatado
também uma dele¢do no cromossomo 8p21.2-p21.3, gracas a maior sensibilidade de
ensaios baseados em arrays. Nessa regido do cromossomo 8, foi encontrado o gene
DOCK5. Evidéncias mostram que a expressdo desse gene é essencial para a

diferenciacao dssea, com osteoclastos precursores (Sadikovicet al., 2009).

Estudo por andlises citogenéticas realizado com osteossarcomas mostrou que
ganhos predominaram sobre dele¢Ges para todos os cromossomos. Trés casos de
osteossarcoma estudados tiveram adicdo numa regido em comum do cromossomo 8
(8922.3-24.1), mas em dois desses casos esses ganhos ndo tiveram significancia.
Porém, a literatura mostra que o cromossomo 8 apresenta mudanc¢as no nimero de
copias, rearranjos e amplificagdes neste tipo tumoral como em muitos canceres.
Analises com CGH revelaram ganho e/ou amplificacdo 8q e dele¢des 8p (Baruffi et al.,

2003).

O caso de osteossarcoma estudado (TU 28) apresentou a perda recorrente do
cromossomo 8. Este achado pode estar envolvido com o grau de malignidade do caso
pela perda de regides importantes para a diferenciacdo éssea, como descrito nos casos

citados.

No osteossarcoma estudado também foi encontrada a delecdo del(4)(q32)
recorrente, em que foram encontrados genes que podem estar envolvidos na
carcinogénese. O gene MAPY9, localizado nessa regido, estd ligado a progressao

mitética e contribui na estabilizacdo do gene TP53 em resposta ao dano do DNA
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(OMIM, 49g32.1). Dessa forma, se deletado, pode estar ligado a um desequilibrio nas

atividades bioldgicas da célula, sendo favoravel ao cancer.

Os outros achados citogenéticos clonais no caso do osteossarcoma,
add(13)(p13) e add(14)(p13), ndo estdo descritos na literatura, podendo este ser o

primeiro trabalho a relata-los.

Osteomielite cronica versusFibrossarcoma

O caso de osteomielite cronica analisado neste estudo (TU 35), apresentou um
cariétipo composto bastante complexo. Além de apresentar variacdo na aneuploidia,
apresentou também ganho e perda de regides cromossdmicas e presenca de
marcadores cromossémicos. Sua complexidade cariotipica pode estar ligada com o
grau de malignidade e capacidade de transformacdo em fibrossarcoma, como foi

realmente relatado neste caso.

A mutacdo recorrente add(12)(g24.3), estd numa regido que apresenta alguns
genes que podem estar ligados a progressdao maligna dessa lesdo dssea. O gene
DIABLO é um desses genes e este codifica um inibidor de proteina de apoptose
(OMIM, 12g24.31). Com o ganho dessa regido esse gene tera mais expressdo do que o

normal e poderd impedir em excesso a apoptose celular, favorecendo o cancer.

Outro gene é o RAN, que codifica uma proteina com muitas fungdes, entre elas
o controle da sintese de DNA, e por isso interage com muitas outras proteinas.
MutacBes nesse gene interrompem a sintese de DNA (OMIM, 12g24.3) e podem ser

mais um passo para a transformacdo maligna da osteomielite cronica.

A outra mutacdo clonal desse caso, del(17)(p13), apresenta-se numa regido
com um gene ja descrito na literatura de grande importancia na etiologia do cancer, o
TP53. Este é um gene supressor tumoral comumente mutado em neoplasias humanas
(Greenblatt et al., 1994). Neste caso, o gene estd deletado, portanto, as células
perdem a capacidade de controlar o progresso tumoral, sendo mais um fator favoravel

a carcinogénese.
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O caso estudado de fibrossarcoma (TU 40), apresentou variagdes numéricas
clonais de alguns cromossomos. Em especial, pode-se citar a perda do cromossomo 17,
onde o gene TP53 esta localizado, provavelmente favorecendo o grau de malignidade

do tumor.

O fibrossarcoma foi pouco estudado citogeneticamente e ndo apresenta muitos
dados na literatura. Mas casos antigos relataram ganhos e perdas estruturais ou
numeéricas do cromossomo 17 (Gormanet al., 1990; Sreekantaiah et al., 1994). E mais
recentemente, estudo com técnica de CGH relatou um ganho nimero de cépias no
cromossomo 22q11.2-q12, onde esta localizado o gene PDGF-B, que exibe atividade de
transformacdo e potencial mitogénico, porém seu papel ndo estda totalmente
elucidado na carcinogénese. Este gene tem demonstrado ter um papel importante no
desenvolvimento do fibrossarcoma superficial de tecidos moles em adultos, que é o

equivalente em tecidos moles do fibrossarcoma de osso (Hattinger et al., 2004).
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7 — CONCLUSAO

Um recente progresso das tecnologias de citogenética e genética molecular
vém proporcionando uma maior facilidade para a identificagdo de alguns eventos
criticos associados ao desenvolvimento do cancer. Entretanto ainda é pequeno o

conhecimento das alteracGes genéticas em lesGes dsseas.

O estudo realizado relatou varias alteracdes citogenéticas clonais consistentes
que se mostraram potenciais mudangas genéticas na carcinogénese e transformagao
tumoral. Dessa forma, foram relacionados os dados obtidos com a literatura e assim
discutido suas provaveis contribuicdes na etiologia, desenvolvimento e progresso de

cada lesdo.

O cancer tem sido amplamente estudado nos dias de hoje, porém ainda ha
muitos mecanismos genéticos a serem desvendados. Portanto, este estudo visou
contribuir na elucidacdo da etiologia, desenvolvimento, transformacdo, progndstico e
diagnodsticos das lesdes tumorais ou pré-tumorais ésseas. Dessa forma, facilita-se
também o desenvolvimento de novas formas de terapia mais especificas e menos

invasivas do cancer.
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