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I. INTRODUCAO

I.1. Consideracoes Gerais

A designagdo neoplasia corresponde, etmologicamente, a um "crescimento
novo" e pode ser definida como uma massa de tecido resultante de proliferagdo celular
excessiva e inadequada. As designagdes tumor e neoplasma também sdo freqiientemente
usadas como sinonimos de neoplasia, e a designagdo cancer ¢ empregada nas neoplasias
malignas (Cotran et al., 1991). Na classificagdo dos neoplasmas sdo utilizados parimetros
como o comportamento celular, a histomorfologia e também aspectos histogenéticos. As
c€lulas das condi¢Oes benignas geralmente sdo bem diferenciadas, ndo se separam do
clone primario e, desse modo, ndo produzem metastases. As formas benignas geralmente
ndo colocam em risco a vida de seus portadores e a remogao dessas lesdes proporciona a
cura dos pacientes. Ja as células dos neoplasmas malignos variam desde indiferenciadas a
bem diferenciadas e apresentam a superficie alterada e menos adesiva, o que permite a
infiltragdo e destruigdo dos tecidos normais adjacentes e a disseminagdo para locais
distantes da colonia primaria, por intermédio da corrente sanguinea e linfatica, dando
origem as colonias secundarias ou metastaticas.

A nomenclatura das neoplasias ¢ baseada no tipo do tecido de origem e no
seu comportamento. As neoplasias benignas sdo designadas histologicamente conforme o
tipo de célula parenquimal, como € o caso dos fibromas e lipomas. Os tumores epiteliais
benignos podem ser classificados com base na arquitetura microscopica, como é o caso
dos adenomas, designagdo de tumores derivados de glandulas ou com padrdes
glandulares, e dos cistadenomas, designagao das neoplasias que formam grandes massas
cisticas. Esses tumores podem, ainda, ser nomeados conforme os padrdes macroscopicos,
como indica o uso do termo papiloma em neoplasias que formam, a partir das superficies
epiteliais, proje¢des digitiformes ou verrucosas visiveis micro ou macroscopicamente
(Cotran et al., 1991).

Os canceres de origem nos tecidos mesenquimais sdo designados sarcomas,
como € o caso do fibrossarcoma, do lipossarcoma e do rabdomiossarcoma. As condigdes
malignas com origem em tecidos epiteliais sdo denominadas carcinomas. Esses podem ser
enquadrados em outras classificagdes, com base, por exemplo, no tipo celular, como ¢ o
caso dos adenocarcinomas e dos carcinomas de células escamosas (CCE). Na
classificagdo dos tumores ¢ recomendado que se especifique o orgdo de origem € o grau
de diferenciagdo (Cotran et al., 1991).

A incidéncia de cancer nas populagdes humanas esta se tornando cada vez
mais elevada. A mortalidade proporcional por neoplasias no Brasil aumentou de 2,7% em
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1930, para 11,2% em 1980. Contribui¢des para tais alteragdes podem ter ocorrido pelas
modificagdes demograficas e econdmicas ocorridas no pais, devido a industrializagéo,
éxodo rural e fluxo migratorio (Kowalski & Franco, 1991), assim como ao aumento na
longevidade média. Nos Estados Unidos, cerca de um milhdo de novos casos sido
diagnosticados anualmente e, conforme as estimativas da Sociedade Americana de
Cancerologia, aproximadamente 500 mil pessoas foram a obito em 1989 devido a essa
doenga, o que correspondeu a cerca de 22% do total de mortes (Cotran et al., 1991).

I1.2. Base Genética das Neoplasias

Para o desenvolvimento dos neoplasmas sdo requeridos eventos sequenciais
multiplos, que conferem vantagens de proliferagdo e alteram o padrdo de diferenciagdo
das cé€lulas (Lasko et al., 1991). Conforme esses autores, a maioria dos eventos envolve
modificagdes constitucionais ou adquiridas do material genético, que podem afetar a
regulacdo génica e resultar em alteragdo no controle da divisdo celular.

A presenga de determinadas mutagdes somaticas pode levar a lesdo a se
comportar de modo benigno, apresentando crescimento lento e localizagdo restrita e, em
consequéncia, oferecendo poucos danos aos seus portadores. Por outro lado, a aquisi¢do
de mutagdes especificas pode ser responsavel por uma maior agressividade da lesdo,
conferindo-lhe caracteristicas invasivas e capacidade de metastatizagdo, oferecendo
grandes prejuizos aos seus portadores, incluindo a morte (Cotran et al., 1991).

As células tumorais vdo adquirindo novas caracteristicas fenotipicas,
levando a um aumento do comportamento agressivo. Desse modo, os tumores apresentam
alteragOes genéticas mais pronunciadas nas fases tardias, do que no seu inicio (Pejovic et
al., 1990). O crescimento neoplasico ocorre a partir de uma linhagem-tronco ou clone
primario que origina os clones secundarios. Esses podem desaparecer por serem inviaveis
ou sensiveis as condigdes ambientais, podem sobreviver conjuntamente com a linhagem
principal, ou at¢é mesmo substitui-la, dependendo da selegdo proporcionada pelo
organismo. Anélises de marcadores genéticos bioquimicos confirmam a origem e
evolugdo clonais dos tumores. As mutagdes génicas e as alteragdes cromossomicas, as
irregularidades mitdticas e as atipias nucleares sdo frequentes nas neoplasias, sugerindo
que as c€lulas neoplasicas sdo geneticamente instaveis, apresentando mutagénese
aumentada ou reparo gendmico deficiente, o que pode explicar o desenvolvimento de
resisténcia a hormonios, a compostos quimicos, a radioterapia e a imunoterapia (Scully,
1993). Por outro lado, o desenvolvimento de heterogeneidade genética nos tumores pode
ser devido a um relaxamento dos mecanismos de sele¢do pelo organismo contra os clones

anomalos .
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A maioria das neoplasias apresenta anomalias cromossomicas multiplas. O

evento citogenético primario € essencial a transformagdo neoplasica. Ja as alteragdes
citogenéticas secundarias, consideradas responsaveis pela progressdo e dispersdo das
c€lulas malignas, sdo adquiridas posteriormente e decorrentes da instabilidade do genoma
tumoral (Sandberg, 1990). De acordo com esse autor, a partir da identificagdo de
aberragdes cromossomicas primarias em varios tipos de neoplasias, foram feitas
importantes contribuigdes para o diagndstico, o prognostico e a escolha da terapia mais

adequada.

Ha um grande numero de publicagdes relacionando alteragdes cariotipicas a
tumores solidos, no entanto a identificagdo dos eventos citogenéticos iniciais do
desenvolvimento tumoral € limitado, porque tais lesdes sdo, em geral, estudadas em
estagios mais avangados, quando o reconhecimento da alteragdo primaria, entre as
numerosas anomalias secundarias presentes, ¢ muito dificil. As alteragdes secundarias
podem fornecer subsidios para o esclarecimento da progressdo tumoral e as alteragdes
primarias t€ém um significado patogenético incontestavel, embora a distingdo entre ambas
nem sempre seja possivel (Trent et al., 1989). Muitas aberragdes cromossomicas induzem
eventos moleculares que afetam sequéncias de oncogenes ou de genes supressores de
tumor, de reguladores de diferenciagdo celular ou de padrdes metabdlicos especificos e de
genes que codificam fatores envolvidos no crescimento ou nas interagdes celulares.

O entendimento do significado das informagdes citogenéticas em tumores
solidos € consideravelmente menor que em neoplasias hematoldgicas, basicamente devido
as dificuldades metodologicas no estudo daqueles tumores. Contudo, podem ser citados
alguns exemplos de neoplasias que afetam os tecidos solidos nas quais foi possivel
correlacionar alteragdes cromossomicas especificas e secundarias com o prognostico,
proporcionando a citogenética condigdes de fornecer informagdes valiosas ao estudo
dessas doengas.

De acordo com Sandberg (1986). a presenga de numerosos marcadores em
carcinoma de células transicionais de bexiga esta relacionada com uma maior
agressividade da lesdo. Teyssier (1989) correlacionou esse achado a presenga de
poliploidia, que nesta doenga representa um risco aumentado de recorréncia € um mau
prognostico. Conforme Buys (1991), a presenga de rearranjos no cromossomo 19p13 em
histiocitoma fibroso maligno esta relacionada ao prognostico ruim da doenga.

Um exemplo da contribuigao da citogenética ao estudo dos tumores sélidos
fo1 dado por Hayashi et al. (1987) e Kaneko et al. (1987), para revisdao Bown (1992), que
referiram as deficiéncias ou rearranjos no cromossomo lp distal, como sendo as mais
frequentes alteragdes em neuroblastoma, que juntamente com células hipo ou
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pseudodipldides representam um prognostico desfavoravel nessa doenga. Solomon et al.
(1991) sugeriram, em sua revisdo, a existéncia de um loco regulador comum na regido
envolvida pela deficiéncia del(1)(p32-36) em neuroblastoma e glioma, ambos de origem
neuroectodérmica, que deve ser inativado para que ocorra o desenvolvimento desses
neoplasmas.

O entendimento da base bioldgica das lesdes benignas e pré-malignas
também foi beneficiado pelos avangos da citogenética, pois até pouco tempo se acreditava
que os tumores benignos eram citogeneticamente normais € que a presenga de alteragdes
cromossomicas indicava transformag¢do maligna. Contudo, estudos mais recentes
demonstraram a ocorréncia de anomalias cariotipicas em células de tecidos normais e em
células provenientes de tumores benignos. Muitas dessas alteragdes sdo especificas, o que
auxilia no diagnodstico desses tumores. O fato de ndo ocorrer transformagdo maligna
nesses casos pode estar relacionado a auséncia de mutagdes necessarias para tal, ou ainda
a presenga de outros fatores nas etapas iniciais do processo. E provavel que certos genes
criticos permane¢am inativados, ao passo que outros sejam ativados. Entre os genes
ativados, encontram-se aqueles que fornecem vantagens proliferativas as células durante a
diferenciagdo. Esses genes devem estar envolvidos nos canceres, interrelacionados com
mutagdes que sdo responsaveis por caracteristicas de malignidade, como a capacidade de
invasdo dos tecidos circundantes, vasos sanguineos e linfaticos e, consequentemente, de
produzir metastases.

Alguns exemplos de tumores benignos com marcadores cromossomicos sao
0s meningeomas, caracterizados pela monossomia total ou parcial do cromossomo 22
(Zang & Singer, 1967, Rogatto & Casartelli, 1988, para revisao, Heim & Mitelman, 1989,
Mitelman, 1991). Contudo, cariotipos complexos foram encontrados envolvidos na
progressao de meningeomas malignos, estando relacionados com um prognostico
desfavoravel (Casartelli et al., 1989). Outro exemplo é o adenoma pleomorfo ou tumor
misto de glandula salivar, cujas alteragdes citogenéticas caracterizam trés subtipos, que
envolvem rearranjos em 3p21, 8ql2 e 12ql13-15 e a t(3;8)(p21;q12) relaciona-se a um
prognostico ruim (Sandberg, 1988, Teyssier, 1989, Teyssier & Ferre, 1989, Mitelman,
1990). As bandas 12q13-15 mostram envolvimento recorrente em tumores benignos e
malignos do tecido adiposo, bem como em tumores benignos de glandula salivar e da
musculatura lisa. Translocagdes entre as bandas 12q13-15 e os segmentos 1p, 2p, 3q e 21q
sao verificadas nos lipomas (Heim et al., 1986, Sreekantaiah & Sandberg, 1991). Stenman
et al. (1993) referiram que em tumores benignos, especialmente adenomas pleomorfos, ha
mais frequentemente variagdes nos pontos de quebra dos cromossomos 12 envolvidos em
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translocagdes do que em tumores malignos, como os lipossarcomas, sugerindo que tal
achado pode ter significados diferentes entre tumores benignos e malignos.

Sreekantaiah e Sandberg (1991) verificaram a presenga de alteragdes
cromossomicas em neoplasias benignas, especialmente nos cromossomos 1, 2, 6, 11, 12,
13 e 22, e sugeriram a presenga de genes nos sitios envolvidos que devem ser
responsaveis pela regulagdo do crescimento celular, mas ndo pela transformagao maligna.

Mesmo em lesdes ndo-tumorais e em tecidos normais adjacentes a tumores
também ja foram descritas anomalias cromossomicas clonais. Alteragdes numéricas foram
relatadas por Gama et al. (1991) em um bocio coldide multinodular. Vayego (1993), em
um caso de cisto dsseo solitario verificou uma complexa translocagdo, aparentemente
balanceada, envolvendo multiplos cromossomos. Tecidos renais normais de pacientes com
cancer renal, estudados por Lee et al. (1987), apresentaram trissomia dos cromossomos X,
7 e 10 e monossomia do cromossomo Y. Tecidos aparentemente normais de cérebro de
pacientes portadores de tumores malignos desse orgdo exibiram clones com trissomia do
cromossomo 7 e monossomia dos cromossomos X e Y (Heim et al., 1989). A trissomia do
cromossomo 7 foi, ainda, verificada em epitélio bronquial normal de pacientes com cancer
de pulmao, por Kovacs & Brusa (1989). Hermann & Lalley (1992) também encontraram
a trissomia do cromossomo 7 em carcinoma papilar da tireoide.

Todavia, o significado desse achado ndo € conhecido e precisa ser melhor
investigado. Genes implicados na proliferagao celular, como o oncogene MET e o gene
para o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) foram mapeados no
cromossomo 7 e podem estar relacionados com as anomalias desse cromossomo.
Conforme Bown (1992), o inicio da transformagdo celular nesses tecidos pode estar
relacionado a tais alteragdes cromossomicas e, dessa forma, a possibilidade de
mosaicismo constitucional tecido-especifico deve ser considerada no momento de se
interpretar caridtipos aneuploides em tumores solidos.

Buys (1991), por sua vez, sugeriu que alguns individuos sdo geneticamente
mais suscetiveis ao cancer que outros, por apresentarem um maior numero de alteragdes
cromossomicas em seu tecido normal. Tem sido observados resultados conflitantes
referentes a frequéncia de anomalias cromossomicas adquiridas em células normais de
pacientes com cancer que, em parte, sao devidos as diferengas metodologicas (Nordenson
et al., 1984, Hsu et al., 1989).

Sandberg (1990) destacou que as alteragdes cromossomicas observadas em

neoplasias precisam ser caracterizadas em nivel molecular, de forma a identificar os genes

envolvidos no processo neoplasico. O trabalho conjunto e simultineo das areas de
Citogenética e Biologia Molecular tem oferecido substancial contribui¢do para o
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mapeamento de genes envolvidos na iniciagdo, desenvolvimento e progressio do céncer.
Entre tais genes, encontram-se 0s oncogenes, 0s quais apresentam a capacidade de induzir
a transformagdo neoplasica, em condigdes normais ou experimentais, € sdo resultantes de
alteragdes dos protoncogenes. Os protoncogenes tém importante papel no funcionamento
celular, que € demonstrado pelo fato de serem altamente conservados durante o processo
evolutivo. Subsidios para a transformagdo neoplasica sdo fornecidos pela ativagdo de um
protoncogene, mesmo em um unico alelo. Tal ativagdo pode ocorrer por uma variedade de
mecanismos, entre os quais a amplificagdo génica, a mutagdo em ponto ou aberragdes
cromossomicas, como as translocagdes e as deficiéncias, todos alterando a estrutura do
gene ou sua expressdo (Knudson, 1985, Fearon, 1994, Kelley & Johnson, 1994).

Foram identificados no genoma humano mais de cinquenta e seis
protoncogenes, muitos dos quais ja estdio mapeados (McAlpine et al., 1991). Os
protoncogenes se expressam durante o crescimento controlado, tal como na embriogénese,
cicatrizagdo, regeneragdo de tecidos como o figado e, assim, de modo geral, no processo
de divisdo celular (Anderson et al., 1992). Seus produtos atuam no controle do
crescimento e na diferenciagdo celular e, entre eles, estdo os fatores de crescimento,

receptores para fatores de crescimento, proteinas que se ligam ao GTP, fatores de
transcri¢do ¢ moduladores de transmissdo de sinais através da membrana plasmatica

(Hunter, 1991, Feldman & Yaar, 1991, Anderson et al., 1992).

Os genes supressores de tumores ou anti-oncogenes pertencem a outra classe
de genes relacionada ao processo neoplasico. E provavel que esses genes atuem como
supressores dos oncogenes e que sua alteragdo, em ambos os homologos, possa levar ao
processo maligno pela perda de seu papel regulador (Knudson, 1985, Anderson &
Spandidos, 1990, Fearon, 1994, Kelley & Johnson, 1994). Os genes supressores de tumor
atuam, em alguns casos, como reguladores negativos da divisdo celular e estdo mais
frequentemente mutados em canceres humanos do que os oncogenes. Individuos
heterozigotos de mutagdes em genes supressores de tumor na linhagem germinativa sdo
mais fortemente predispostos a uma ou mais formas de cancer € a maioria dos canceres
herdados de forma dominante ¢ atribuida a essa heterozigose. Alguns canceres
embrionarios e infantis tém baixas frequéncias de mutagdes em genes supressores de
tumor, contudo outros como 0s sarcomas apresentam um numero maior dessas mutagdes €
mais ainda os carcinomas, refletindo a hierarquia sobre o crescimento das populagdes
celulares, conforme destacado por Knudson, 1993. Esse autor citou oito anti-oncogenes ja
clonados, RB1, WT1, VHL, APC, DCC, TP53, NF1 e NF2, dos quais todos, exceto o
DCC, foram encontrados mutados na linhagem germinativa de individuos predispostos a
um ou mais tipos de tumor. Outros sete supostos anti-oncogenes, BRCA1, RCC, NBI,
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MLM, MEN1, BCNS e LC1 foram mapeados, mas n3o clonados, e também mostraram-
se mutados em células germinativas de individuos predispostos a tumores, com excegdo
do LC1. Muitos outros possiveis anti-oncogenes estdo sendo procurados com base na
associagdo de tumores com eventos cromossomicos delecionais.

Os genes supressores de tumor encontram-se amplamente distribuidos no
genoma humano: NB1 em 1p36, RCC em 3pl4, VHL em 3p25, APC em 5q21, MLM
em 9p21, BCNS em 9q31, WT1 em 11p13, MEN1 em 11q13, RB1 em 13q14, TP53 em
17p13, NF1, em 17q11, BCRAI1, em 17q21, DCC em 18q21 e NF2 em 22q12 (Knudson,
1993).

O supressor de tumor mais recentemente localizado é o MTS1 (Multiple
Tumor Suppressor 1), mapeado em 9p21 e clonado por Kamb et al. (1994). Este gene
codifica uma proteina, chamada 16, que havia sido previamente identificada como
inibidora da quinase dependente da ciclina cdk4. A deficiéncia em homozigose do gene
foi primeiramente detectada em linhagens celulares de melanoma, mas estudos realizados
a seguir confirmaram tal deficiéncia em linhagens estabelecidas a partir de tumores de
pulmdo, mama, cérebro, bexiga, ovario, rim e tumores Osseos. As descobertas dessas
alteragdes genéticas pode, num futuro proximo, contribuir para a detecg¢do de lesdes pré-
malignas, assim como na prevengao, diagndstico, prognostico e terapia do cancer humano
(Hackford, 1993, Carbone & Minna, 1993, Kelley & Johnson, 1994).

De maneira geral, a divisdo celular normal € regulada pelos protoncogenes,
que, por sua vez, sdo regulados pelos genes supressores. O crescimento neoplasico pode
ocorrer devido a mutagdes que potencializam as atividades de um protoncogene ou que
inativam as de um gene supressor. Contudo, as evidéncias acumuladas sugerem que eles
sdo de fato fisiologicamente diferentes e que a progressdo de muitos tumores para a
malignidade requer a ocorréncia de ambos os tipos de alteragdes no genoma da célula
tumoral (Weinberg, 1991).

Em tumores solidos, ¢ grande o numero de descrigdes de rearranjos
cromossomicos € a identificagdo dos genes envolvidos no processo neoplasico esta
intimamente relacionada a caracterizacdo molecular desses rearranjos. Mitelman & Heim
(1988) referiram que 38% das bandas cromossomicas, envolvidas em aberragdes primarias
de diferentes tipos de tumores, coincidiam com a localizagdo de oncogenes e que os
rearranjos nessas localizagdes devem ser responsaveis por alteragdes moleculares que
iniciam a transformagao celular.

Diferentes formas de alteragdes em oncogenes sao descritas em neoplasias,
entre elas a fusdo do protoncogene ABL1, em 9q34, com o gene BCR, em 22ql1, na
leucemia mieldide cronica (Grofen et al., 1984, Chen et al., 1988), a amplificagdo
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(DM/HSR) do MYCN, em 8q14, nos neuroblastomas (Thompson, et al., 1991, Bown,
1992) e nos melanomas (Bauer et al., 1990) e mutagdes génicas nos genes da familia
RAS, HRASI em carcinoma de bexiga, HRAS ¢ KRAS1 em neoplasias de pancreas
(Hofler et al., 1988), NRAS e KRAS em carcinoma de estomago (Nagata et al., 1990) e
HRAS, KRAS ¢ NRAS em tumores de colon (Nagata et al., 1990) e em neoplasias de
pele (Corominas et al., 1989, Daya-Grosjean et al., 1993).

Por outro lado, mutagdes que afetam os genes supressores também estdo
relacionadas ao processo de transformagdo neoplasica, entre elas as deficiéncias do gene
RB1 em retinoblastoma (Lee et al., 1987, Chiao et al., 1990), osteossarcoma (Hansen,
1991, Wunder et al., 1991), cancer de pulmdo (Weinberg, 1991) e cancer de coélon
(Knudson, 1971, Knudson et al., 1975, para revisdo: Lothe et al., 1992) e mutagdes dos
genes MMC, APC e DCC em cancer de célon (Fearon et al., 1990, para revisdo: Smith
& Alonso, 1993). Mutagdes que inativam o gene supressor TP53 estdo presentes em
cancer de colon, mama e pulmdo (Levine, 1992), de bexiga, sistema nervoso, figado e
orgdos hematopoiéticos (para revisao, Weinberg, 1991) e nos tumores de tiredide
(Herrmann, et al. 1992), entre outros.

Um bom exemplo da importante contribuigdo dos dados citogenéticos e
moleculares na determinagdo do diagnostico, progndstico e escolha de tratamento
terapéutico adequado ¢ mostrado em cancer de colon. Tem sido documentada a
transformagdo do epitélio normal do intestino para carcinoma por intermédio de uma
série de passos bem definidos que compreendem desde a fase de polipos adenomatosos,
passando por displasia ndo-invasiva e culminando em neoplasia maligna (Fearon &
Vogelstein, 1990, para revisao. Vogelstein & Kinzler, 1993). Mutagdes em um dos trés
genes RAS foram identificadas em cerca de 10% dos adenomas com menos de lcm de
diametro, em aproximadamente 50% dos adenomas com mais de lcm de didmetro e em
50% dos carcinomas colo-retais (Fearon, 1994). A ativagdo dos genes RAS,
possivelmente, deve-se a perda ou mutagdo dos genes MMC e APC, provavelmente
localizados na banda 5q22 (Weinberg, 1991). Mutagdes somaticas no gene APC foram
observadas em frequéncias semelhantes em adenomas e carcinomas de colon, familiais ou
esporadicos. Tais mutagdes devem ocorrer nas fases iniciais da sequéncia adenoma-
carcinoma, podendo, inclusive, constituir um evento genético somatico iniciador no
desenvolvimento de alguns adenomas em pacientes que ndo apresentaram polipose
(Fearon, 1994). Por outro lado, mutagdes em MMC tém sido descritas apenas em casos
esporadicos e ainda ndo ficou estabelecido se a perda da heterozigose do locus MMC
contribui para o fenétipo neoplasico ou se ocorre como resultado da proximidade ao APC
ou a outros genes supressores de tumor (Kelley & Johnson, 1994).
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A perda de um alelo do locus DCC, mapeado em 18q21, foi verificada em
71% dos canceres de colon. A perda da expressdo do gene DCC parece ser um evento
tardio no processo da carcinogénese colo-retal, sendo mais frequentemente observada nos
carcinomas (Kelly & Johnson, 1994).

Conforme revisto por Goddard & Solomon (1993) e Fearon (1994), os
tumores colo-retais parecem resultar da combinagdo de ativagdo mutacional de oncogenes,
como o RAS, com mutagdes que inativam os genes supressores de tumor, incluindo o
APC, TP53 e DCC. Ha indicagdes de que sdo necessarias alteragdes genéticas multiplas
para o desenvolvimento dos carcinomas, enquanto poucas mutagdes sdo necessarias ao
desenvolvimento dos adenomas. Dessa forma, a evolugdo sequencial dos tumores colo-
retais parece envolver mutagdes no gene APC e perda da heterozigose em 5q, que
ocorrem nos estagios iniciais da formagao do adenoma; mutagdes no oncogene RAS, que
deve indicar a progressao de um pequeno adenoma com baixo potencial maligno a um
maior e clinicamente mais agressivo, e inativagdo dos genes TP53 e DCC, que
determinam a progressdo de um grande adenoma até carcinoma in situ e carcinoma
invasivo.

I.3. Lesdes Benignas e Malignas de Cabeca e Pescogo

As neoplasias de cabeca e pescogo situam-se entre as mais frequentes na
espécie humana. S6 nos E.U.A., estima-se que tenha ocorrido aproximadamente 42800
casos de cancer de cabega e pescogo em 1992, com 11600 mortes (Vokes et al., 1993).

As neoplasias de cabega e pescogo podem afetar nariz, seios nasais,
nasofaringe, laringe, cavidade oral, glandulas salivares, tire6ide e ouvido. Devido ao fato
da tireoide eglandulas salivares serem englobadas pelos estudos da regido de cabega e
pescogo, serdo discutidos aqui os dados relativos as neoplasias dos varios orgaos dessa
regido. Os tipos de neoplasias encontradas nessa regiao estdo apresentados na Tabela 1,
de acordo com Cotran et al. (1991), e na sequéncia faz-se um resumo sobre cada um
deles.

Os carcinomas de células escamosas (CCE) de cabega e pescogo constituem
um grupo  biologicamente  heterogéneo, com  variagdes no comportamento
clinico, grau de agressividade e resposta a terapia (Tharapel & Lester, 1990). Ha uma
predominancia em homens e o risco aumenta com a idade. Entre os fatores etiologicos
estdo carcinogenos ambientais como tabaco e alcool (Otto & Bowes, 1990, Tharapel &
Lester, 1990, Cotran et al., 1991, Watts et al.. 1991, Latif et al., 1992, Osella et al., 1992,
Davidson et al., 1993, Vokes et al., 1993, Young, 1993), maconha (Vokes et al., 1993) e
asbestos (Cotran et al., 1991). Contudo, também tem sido sugerida uma predisposi¢ao
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TABELA 1. Neoplasias de Cabega e Pescogo, de acordo com Cotran et al. (1991),
com modificagdes.

Tipos de neoplasmas

Benignos

Malignos

Seios nasais

Nasofaringe

Laringe

QOuvido

Cavidade oral

Glandulas salivares

Tireodide

plasmocitoma isolado
papiloma

plasmocitoma isolado
papiloma

angiofibroma

polipo
papiloma
condroma
lelomioma

papiloma de céls. escamosas

colesteatoma
paraganglioma nao-cromafinico
neuroma acustico

papiloma de cé€ls. escamosas

cistadenoma papilar linfomatoso
(Tumor de Warthin)

adenoma pleomorfo

tumor mucoepidermoide

tumor de células acinares

adenoma folicular
cistadenoma papilar
adenoma atipico

neuroblastoma olfativo
(estesioneuroblastoma)
carcinoma de céls. escamosas

carcinoma de céls. escamosas

carcinoma de céls. escamosas

condrossarcoma
lelomiossarcoma
carcinoma de céls. escamosas

carcinoma de céls. escamosas
carcinoma de células basais
melanoma maligno

carcinoma de céls. escamosas

adenocarcinoma pleomorfo
carcinoma mucoepidermoide
carcinoma de células acinares
carcinoma adenoide cistico
(cilindroma)

carcinoma medular
carcinoma folicular
carcinoma papilar
carcinoma indiferenciado
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genética, a partir de estudos de familias com multiplos individuos afetados (Tharapel &
Lester, 1990, Latif et al., 1992, Osella et al., 1992) e também pela ocorréncia esporadica
em adultos jovens e em individuos que ndo usam o tabaco e o alcool (Vokes et al., 1993).
De acordo com Vokes et al. (1993), ha dados que indicam que o alcool, além de ser um
fator de risco independente, potencializa a carcinogénese relacionada ao tabaco. Fatores
alimenticios também estdo relacionados, e dados epidemiologicos sugerem uma fungdo
protetora da dieta rica em carotenodides, indicando uma associagdo inversa entre o
consumo de frutas e verduras e a incidéncia de cancer de cabega e pescogo.

Entre os fatores de risco ocupacionais Vokes et al. (1993) incluiram o
refinamento de niquel, a carpintaria e a exposigao a fibras téxteis.

Adultos jovens com CCE do trato aerodigestivo superior expressaram
hipersensibilidade cromossomica ao agente clastogénico bleomicina (Schantz & Hsu,
1989). Foi verificado que os cromossomos de pacientes com cancer de colon, pulmdo e
cabega e pescogo eram mais suscetiveis aos efeitos dessa droga, que € um agente
degradante do DNA, do que os de pacientes com cancer de mama, de individuos controles
normais (Hsu et al.,, 1989) ou de pacientes com tumores do sistema nervoso central
(Schantz et al., 1989). Essa suscetibilidade foi mais evidente em pacientes com cancer de
laringe e faringe (Schantz et al., 1989). Esses autores concluiram, entdo, que as respostas
diferenciais aos efeitos mutagénicos podem ser um reflexo de deficiéncias no sistema de
reparo do DNA. Desse modo, os pacientes com cancer de cabega € pescogo apresentariam
um alto grau de sensibilidade cromossomica aos mutagénicos, o que pode contribuir para
o desenvolvimento neoplasico. As quebras cromossomicas foram observadas mais
frequentemente em pacientes nos estagios mais avangados da doenga. Assim, se a
instabilidade genética em um tumor for um fator determinante para sua progressao, 0s
pacientes predispostos a tais instabilidades poderiam ter uma doenga com progressdo mais
rapida.

Tais resultados levaram os autores a sugerir que o desenvolvimento da
doenga depende n3o somente da exposi¢do a um agente carcinogénico responsavel, tal
como o tabaco, um virus oncogénico ou ambos, mas também de uma sensibilidade
herdada e geneticamente definida a mutagénicos em geral. Por isso, em estudos
epidemiologicos devem ser considerados o tipo € o nivel de exposi¢do a carcinogenos € a
sensibilidade individual aos efeitos genotoxicos, na intengdo de detectar os fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer de cabega e pescogo.
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Entre os tumores de ocorréncia no nariz, nos seios nasais € na nasofaringe
encontram-se 0s plasmocitomas, cuja origem pode ocorrer nas estruturas linfoides
adjacentes ao nariz € aos seios nasais € que apresentam crescimento polipoide, os
neuroblastomas olfativos (estesioneuroblastomas) que sdo altamente malignos e os
angiofibromas nasofaringeos de ocorréncia quase exclusiva em adolescentes masculinos.
Os carcinomas nessas localizagdes sdo do tipo de células escamosas e, em muitos deles,
foi identificada associagdo com o virus Epstein-Barr (Otto & Bowes, 1990, Sandberg,
1990, Cotran et al.,1991, Vonsover et al., 1991, Vokes et al., 1993). Muitos desses
carcinomas sdo radiossensiveis € héa indicagdes de que os carcinomas de nasofaringe nao
estao relacionados ao uso do tabaco e alcool (Cotran et al., 1991, Parise-Junior et al.,
1992).

Os tumores benignos da laringe incluem polipos, papilomas, condromas e
leilomiomas, correspondentes aos tipos de células encontradas nessa estrutura, sendo os
papilomas e polipos os mais frequentes. Os papilomas ocorrem em qualquer idade,
mostrando lesdes multiplas em criangas e jovens, porém unicas em adultos. Esses tumores
sao causados por alguns dos papilomavirus humanos, entre eles 0 HPV-11 (Cotran et al.,
1991, Tsuchiya et al., 1991) e o HPV-6 (Tsuchiya et al., 1991), e foi documentado que a
transformagao maligna desses papilomas pode ser induzida pela radiagdo (Watts et al.,
1991).

Os carcinomas de laringe, em sua maioria, ocorrem diretamente nas cordas
vocais, mas também podem ser encontrados abaixo ou acima das mesmas, na epiglote,
nas dobras ariepigloticas e nos seios piriformes (Cotran et al., 1991).

Os tumores ou as lesdes pseudotumorais do ouvido externo incluem cistos
cutaneos, papilomas de células escamosas, nevos e carcinomas de células basais e
escamosas e melanoma maligno. As neoplasias especificas derivam das glandulas

sudoriparas apocrinas modificadas, secretantes de cerume nos canais auditivos externos.
O colesteatoma € o tumor mais frequente encontrado no ouvido médio ou na area da
mastoide, que pode ser considerado uma condig¢do pos-inflamatoria ndo neoplasica. O
neuroma acustico € uma neoplasia das células de Schwann, originando-se no 82 nervo
craniano. As lesdes localizam-se geralmente na area do canal auditivo externo e na regido
do angulo cerebelopontino e causam compressao do nervo vestibular, resultando em
surdez. Esses tumores precisam ser reconhecidos precocemente, a fim de evitar a lesdo

permanente do nervo (Cotran et al., 1991).

Os carcinomas orais sdo associados etiologicamente a agentes infecciosos
(cf. Tsuchiya et al., 1991, Watts et al., 1991). Aproximadamente 60% dos carcinomas de
certos sitios de cabega e pescogo investigados por Watts et al.(1991), particularmente de
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assoalho bucal, lingua, faringe, seios piriformes e laringe, foram positivos para o0 DNA
viral episomal de HPV-6, 11, 16 e 18. Essa alta frequéncia pode estar associada ao habito
de fumar, o qual pode, de alguma forma, oferecer uma predisposi¢do a infecgdo por
HPV. Embora tal infecg@o seja frequente na cavidade oral, esses autores destacaram que a
possivel fungdo do HPV na etiologia multifatorial da carcinogénese de cabega e pescogo
merece ser melhor investigada.

O desenvolvimento de cancer na cavidade oral pode, algumas vezes, ser
associado a lesdes pré-cancerosas, como a leucoplasia e a eritroplasia. A causa da
leucoplasia, também conhecida como espessamento epitelial ou placa branca ¢
desconhecida, contudo as caracteristicas dessa lesdo variam de natureza benigna a
alteragdes celulares atipicas e pré-cancerosas. O mesmo € valido para a eritroplasia ou
leucoplasia displasica, composta de areas vermelho-aveludadas, que tende a ter uma maior
atipia epitelial e apresentar um risco mais elevado de transformag¢do maligna, porém
admite-se que o atrito cronico, o fumo, o abuso do alcool e a exposi¢do persistente a
irritantes potenciais possam contribuir para essa transformagao (Cotran et al., 1991).

Os CCE podem ocorrer em qualquer parte da cavidade oral, mas o fazem
preferencialmente nos labios (principalmente inferior), na regido anterior do assoalho
bucal, na lingua movel, no palato e na parte posterior da lingua, em ordem decrescente.
Ha predomindncia em homens, com a proporgao sexual variando de 8:1 nos labios até 1:1
na gengiva. Os contribuintes etiolégicos sdo o fumo, o uso do tabaco sem queima e a
irTitagao cronica, provocada, entre outras coisas, por dentaduras mal ajustadas. Cotran et
al. (1991) referiram que as infecgdes dentarias e bucais cronicas, a exposigao a luz solar
(para os labios), o calor (fumo do caximbo) e a exposigdo a radiagdes também contribuem
para o carcinoma do labio inferior . Uma influéncia predisponente regional € o habito de
mascar sementes de "betel” na India e em partes da Asia.

De acordo com Cotran et al. (1991), as neoplasias das glandulas salivares
correspondem a cerca de 3 5% de todos os tumores de cabega e pescogo, sendo que a
maior parte tem origem na glandula parétida. O adenoma pleomorfo ¢ uma lesdo benigna
que surge em qualquer idade, principalmente entre as quarta e sexta décadas de vida,
sendo mais frequente em mulheres. Sua excisdo ¢ dificil, pela proximidade do nervo facial
e pela emissdo de projegdes, as quais podem ser a causa das lesdes recidivantes. A partir
do adenoma pleomorfo podem aparecer carcinomas, ou na neoplasia primaria ou nas
recidivas, e ha indicagdes de que a persisténcia prolongada de um adenoma pleomorfo
aumenta o risco de transformagdo maligna. Outro tumor benigno que acomete as
glandulas salivares € o cistoadenoma papilifero linfomatoso ou tumor de Warthin que, ao
contrario do anterior, € mais comum no sexo masculino e em faixa etaria mais avangada,
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acima da quinta década de vida. Raramente apresenta recidivas e ndo tem sido observada
transformacao maligna (Rocha & Rocha Junior, 1989).

O tumor mucoepidermoide € composto de células escamosas ou
mucosecretoras ou compreende hibridos intermediarios, ocorre mais frequentemente nas
parotidas, no sexo feminino, durante a quarta e quinta décadas de vida e varia de benigno
a declaradamente maligno, sendo que na area intermediaria encontram-se as neoplasias de
comportamento indeterminado. Os tumores mucoepidermoéides malignos metastatizam-se
nos ganglios regionais, 0ssos, pulmdes e cérebro (Cotran et al., 1991).

Os tumores de células acinares apresentam crescimento lento e podem
recidivar, mas raramente formam metastases. Sdo lesdes pequenas, que muitas vezes
apresentam-se encapsuladas, surgem em qualquer idade e apresentam preponderancia no
sexo feminino. Os carcinomas adenodides cisticos ou cilindromas sdo neoplasias raras, de
crescimento lento porém recidivantes, e também mais frequentes em mulheres.
Apresentam forte propensdo para invadir os nervos e para a disseminagdo através dos
vasos sanguineos, enviando metastases usualmente para os 0ssos, figado e cérebro (Cotran
et al., 1991).

As glandulas salivares podem apresentar lesdes benignas designadas como
sialoadenites, que correspondem a infec¢des frequentes de origem bacteriana ou viral.
Problemas secretdrios e excretorios da saliva e processos alérgicos também predispdem a
glandula a sialoadenite (Miiller, 1989).

Por outro lado, a tiredide pode exibir lesdes benignas designadas como
bdcios, cuja etiologia esta relacionada ao suprimento dietético de iodo, aos niveis do
hormonio estimulante da tiredide (TSH) e de globina de conjugagdo da tiredide (TBG).
De acordo com Cotran et al. (1991), a produgdo de um bdcio pode ser devida ao excesso
ou perda de qualquer um desses fatores, por alterar a estrutura e fungdo dessa glandula.
Os bocios podem ser classificados como bocio coldéide multinodular e bocio nao-toxico
difuso, entre outros, os quais sdo lesdes proliferativas multiplas ou i1soladas, que
apresentam hiperplasia e causam um aumento do volume da glandula. Embora apresentem
um carater benigno, alguns experimentos em ratos demostraram que uma terapia indutora
de bocio pode levar ao desenvolvimento de nddulos e adenomas e, posteriormente,
carcinomas (Wynford-Thomas & Williams, 1989, para revisao, Roque et al., 1993a).

Em relagdo aos tumores da tireoide, eles se apresentam sob a forma de
nodulos ou massas, e os benignos ou adenomas sdo classificados como papilares,
foliculares e atipicos, sendo os dois primeiros mais frequentes (Cotran et al., 1991). Os
tumores benignos sao lesdes encapsuladas, derivadas do epitélio da tiredide e possuem um
pequeno potencial cancerigeno. Os adenomas foliculares produzem padrdes glandulares
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simples ou acinares, podem ocorrer em qualquer faixa etaria, mais comumente em
adultos. Por outro lado, os adenomas papilares sdo bastante variaveis e incluem lesdes
aparentemente benignas, bem diferenciadas e ordenadas, mas também algumas vezes
podem apresentar recidivas apos tratamento e disseminar-se aos ganglios regionais. No
grupo dos adenomas atipicos sao incluidos aqueles que ndo se encaixam em qualquer dos
padrdes acima mencionados.

Os tumores malignos da tiredide podem ser classificados, de acordo com os
aspectos histopatologicos e comportamento clinico, em carcinomas originados do epitélio
folicular e carcinomas originados das células C ou parafoliculares (Wartofsky & Ingbar,
1991). Esses ultimos sdao denominados carcinomas medulares que, em alguns casos, estdo
associados a determinadas sindromes geneticamente determinadas como a sindrome de
Sipple ou neoplasia endocrina multipla (MEN), que apresenta um padrdo de heranga
autossomica dominante, com penetrancia completa, com o gene mapeado no brago longo
do cromossomo 10.

Os carcinomas originados do epitélio folicular da tiredide sdo subdivididos
em papilar, folicular e anaplasico ou indiferenciado. Os carcinomas papilares constituem a
forma mais comum de cancer da tiredide, sdo mais frequentes em mulheres e apresentam
tamanho variavel, desde focos microscopicos encontrados na glandula e em linfonodos
cervicais até nodulos com cerca de 10cm de didmetro. Sdo facilmente curaveis pela
excisdo do lobo tireoideano afetado ou da tiredide e dos linfonodos comprometidos. Os
carcinomas foliculares sdo caracterizados por foliculos bem desenvolvidos em alguma
por¢do do tumor e pela auséncia de estruturas papilares bem diferenciadas. Exibem
crescimento lento e também sdo facilmente curaveis, contudo tendem a se disseminar pela
corrente sanguinea e o0 prognostico e a sobrevivéncia dos pacientes com esses neoplasmas
dependem da extensdo da lesdo dentro da glandula e da disseminagdo (Cotran et al.,
1991). Os carcinomas anaplasicos ou indiferenciados constituem uma categoria altamente
maligna, que incidem nas sétima e oitava décadas de vida e encontram-se entre os
neoplasmas mais agressivos no homem.

I.4. Alteracgdes Citogenéticas Em Lesdes Neoplasicas E Nao-Neoplasicas De Cabeca
E Pescoco
Em relagdo as lesdes neoplasicas e ndo-neoplasicas de cabega e pescogo,
foram obtidas informagdes citogenéticas em varias publicagdes, as quais indicam uma
forte heterogeneidade, isto ¢, foram observadas alteragdes em praticamente todos os
cromossomos, o que dificulta o entendimento do seu significado.
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Os carcinomas de células escamosas (CCE) constituem aproximadamente
95% de todos os canceres de cabeca e pescog¢o, 0s quais representam cerca de 4% de
todos os tumores malignos. Entretanto, os estudos citogenéticos dessas neoplasias ainda
sao raros (Tharapel & Lester, 1990; Osella et al., 1992). Os dados até entdo obtidos, entre
eles os de Van Dyke et al. (1994), revelaram anormalidades em praticamente todos os
cromossomos € nao foi observada alteragdo consistente em bandas especificas, sugerindo
um padrao de evolugdo genética em CCE de cabega e pescogo que parece ser
independente do sitio anatomico.

Na avaliagdo citogenética realizada por Zaslav et al. (1991), em 10 tumores
malignos primarios de cabega e pescogo, foram observados "hotspots" de rearranjos nos
cromossomos 11, 13 e 14, sugerindo que as anormalidades nesses cromossomos nao sao
casuais, e podem estar envolvidas na tumorigénese primaria desses tumores.

Sandberg (1990) reviu as informagdes citogenéticas de tumores da regido do

trato aerodigestivo superior e concluiu que eles ndo mostravam alteragdes cromossomicas
especificas, mas comumente apresentaram hiperdiploidia em seus fibroblastos dérmicos.

Contudo, poucos casos haviam sido examinados. Entre esses casos, estdo os carcinomas
de nasofaringe provocados por Epstein Barr Virus (EBV), que se caracterizaram por
cariotipos complexos, exibiram um cromossomo marcador, o 3q+, € também aumento na
frequéncia de hiperdiploidia. Os tumores malignos de glandula salivar mostraram o 6q-
como um marcador frequente, mas outras alteragdes estruturais e numéricas, como -Y, +8
e 11g- também foram recorrentes.

Em um caso de estesioneuroblastoma, foram encontradas células
pseudotetraploides, com todos os autossomos representados pelo menos trés vezes e o
cromossomo 5 em multiplos de oito; anormalidades estruturais clonais incluiram 2q+ e
5q+ e maltiplos "Double minutes"; outras anomalias estruturais envolveram os
cromossomos 1, 11 e 12 (Castafieda et al., 1991). Em CCE do seio maxilar, as anomalias
cromossomicas numeéricas encontradas envolveram os cromossomos 3, 5, 7, 11, 12, 13,
14, 15, 19 e X e as anomalias estruturais afetaram os cromossomos 4, 8, 11 e 12 (Zaslav
et al., 1991). A analise de uma paciente com CCE de epiglote mostrou apenas anomalias
numéricas dos cromossomos 3, 5 e 7 (Pejovic et al., 1990).

Zaslav et al. (1991) referiram, em CCE de corda vocal, somente anomalias
estruturais clonais, as quais envolveram os cromossomos 8, 9, 11, 13 e 14. Ja as alteragdes
estruturais clonais encontradas nos CCE dos seios piriformes  ocorreram nos
cromossomos 4, 7 € 8 e a unica anomalia numérica envolveu o cromossomo X (Osella et
al., 1992).
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Foram analisados cinco casos de CCE da laringe e as diversas
anormalidades estruturais foram observadas nos cromossomos 1, 3, 5, 6, 7, 11, 12, 13,
14, 15, 21, 22 e X. "Double minutes" e cromossomos pulverizados foram comuns e a
unica alteragao numérica ocorreu com o cromossomo 20. Somente uma das anormalidades
estruturais observadas, del(5)(p13), fo1 coincidente em dois casos (Zaslav et al., 1991).

Em um caso de CCE da amigdala foram verificadas anomalias
cromossomicas clonais numéricas dos cromossomos 1, 17 e 20 e estruturais nos
cromossomos 4, 5, 8, 13, 14 e 16 (Zaslav et al., 1991).

Nove carcinomas de laringe analisados citogeneticamente por Allegra et al.
(1992) mostraram alteragdes cromossomicas clonais, contendo populagdes hipodiploides e
hiperdipldides, algumas células poliploides e com endorreduplicagdo e monossomia dos
cromossomos 3 e 11. A anormalidade estrutural mais frequente foi a deficiéncia do brago
curto do cromossomo 3, mas também foram encontrados rearranjos estruturais nos

cromossomos 9 e 16.
Ravindran et al. (1990) analisaram CCE da cavidade oral de 12 pacientes,
dos quais um apresentou cariotipo normal e em onze estavam presentes anomalias

cromossOmicas numéricas variadas, envolvendo todos 0os grupos cromossomicos, exceto o
cromossomo Y, sendo que o cariétipo modal variou nesses onze casos, € em apenas trés
casos foi detectado um cromossomo marcador.

De acordo com Sandberg (1990), em CCE de lingua foram demonstradas
varias anormalidades cromossomicas, aparentemente ndo relacionadas, o que levou a
sugestdao de que tais carcinomas podem ter origem multiclonal.

Tharapel & Lester (1990) encontraram anomalias cromossomicas estruturais
nos cromossomos 2, 6, 18 e 19 em um caso de carcinoma de células escamosas da base da
lingua. Posteriormente, em CCE de lingua e gengiva, Osella et al. (1992) destacaram
alteragdes cromossomicas estruturais afetando praticamente todos os cromossomos.

Stenman et al. (1989) referiram em adenomas pleomorfos trissomia dos
cromossomos 7 € 8 e anomalias estruturais dos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 16, 17,
18 e X, tendo sido os cromossomos 3, 8 e 12 os mais frequentemente envolvidos. Em
tumores malignos de glandula salivar esses autores verificaram alteragdes numeéricas dos
cromossomos 13, 15 e Y e estruturais envolvendo os cromossomos 5, 6, 7,9, 13 e 17.

Diferentes tipos de alteragdes cromossdmicas numéricas e estruturais ja
foram descritas em estudos citogenéticos de adenomas tireoideanos. Antonini et al. (1989)
descreveram a t(7;10)(q35;q21) em adenoma papilar. Outras alteragdes cromossomicas
estruturais envolvendo os cromossomos 1, 2, 3, 7, 8 10, 14 e 19 e alteragdes
numeéricas dos cromossomos 7, 12 e 17 foram detectadas em adenomas foliculares da
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tiredide por Belge et al. (1992), Cariani et al. (1992), Hermann et al. (1991) e Bartnitzke
et al. (1989).

Sandberg (1990) havia ressaltado a possibilidade da regido 10q21-22 estar
envolvida no processo de transformagdo neoplasica da tireéide, pois rearranjos nesse
cromossomo estdo presentes em adenomas e carcinomas tireoideanos. De acordo com
Roque et al. (1992b), o estudo citogenético de adenomas tireoideanos revelou padrdes
cromossomicos que sugerem a existéncia de trés subgrupos distintos: um apresentando
cariotipo normal, outro mostrando hiperdiploidia com nimeros cromossémicos modais
que variam de 50 a 70, trissomia dos cromossomos 5, 7 e 12 e polissomia dos
cromossomos 4, 9, 14, 16 e 17 e um terceiro mostrando cariétipo proximo ao diploide.

Em relag@o aos tumores malignos da tiredide, ha dados citogenéticos sobre
os carcinomas papilares, estudados por Antonini et al. (1992b) e Roque et al. (1992a),
nos quais foram observadas alteragdes estruturais dos cromossomos 1, 7, 8, 9, 10,
11 e 17 e numéricas dos cromossomos 17, 19 e 20. Em carcinomas foliculares,
conforme Antonini et al. (1993), Roque et al. (1992a e 1993b) e Sozzi et al. (1992),
foram observadas anomalias estruturais nos cromossomos 2 e 3.

Tommerup & Lothe (1992), relacionaram a presenga de um cromossomo 10
em anel com carcinoma folicular de tiredide, em apenas um dos dez casos verificados.
Mark et al. (1987), correlacionaram alteragdes do brago longo do cromossomo 13, entre
outras, ao carcinoma indiferenciado de tiredide.

Os estudos moleculares em espécimens de tumores de cabega e pescogo
referem-se a amplificagdo e expressdo elevada do gene do receptor do fator de
crescimento epidérmico, EGFR (Ishitoya et al., 1989, Weichselbaum et al., 1989,
Kearsley et al., 1991b, Leonard et al., 1991, Haugen et al., 1993) e de outros genes, como
os oncogenes BCL1 (Berenson et al., 1989, Leonard et al., 1991, Gussack, 1992, Vokes
et al.,1993), MYC (Field et al., 1989, Merrit et al., 1990, Riviére et al., 1990, Leonard et
al., 1991, Haugen et al., 1993) e INT2 (Somers et al., 1990, Leonard et al., 1991, Muller
et al., 1991, Vokes et al., 1993). Ha, também, referéncias as mutagdes e expressdo
elevada do gene supressor de tumor TP53 em pacientes fumantes (Field et al., 1991, Field
et al., 1993). Anwar et al. (1993b) avaliaram os niveis de expressdo da proteina p53 em
pacientes com tumores da laringe e verificaram que em tumores benignos ela estava
ausente, mas que cerca de 65% dos carcinomas desse orgdo foram positivos para a
proteina p53 mutante. Gaspariny et al (1993) verificaram em pacientes com carcinomas de
células escamosas de cabega e pescogo, que 57% desses tumores expressavam a proteina
p53 mutante e, ainda, que os pacientes positivos apresentavam uma incidéncia de
metastases significativamente maior, do que 0s negativos.
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Di Renzo et al. (1992), verificaram a expressdo elevada do oncogene
METC em carcinomas papilares da tiredide, sugerindo sua possivel contribuigdo para a
progressdo maligna desses carcinomas, através da aquisi¢do de um comportamento mais
agressivo. Por outro lado, mutagdes no gene TPS3 estdo restritas a carcinomas
indiferenciados ou pouco diferenciados da tiredide (Donghi et al., 1993, Fagin et al.,
1993). Esses resultados sdo concordantes com observagdes prévias de que mutagdes no
gene TPS3 representam um evento genético tardio na carcinogénese da tiredide e também
sugerem que a inativagdo do gene TPS53 ¢ responsavel pela progressio a forma mais
maligna desta doenga. Um estudo imuno-histoquimico, realizado por Dobashi et al.
(1993), avaliou a expressao elevada de formas mutantes da proteina p53 que foi
encontrada somente nas neoplasias malignas, e sugeriu que ela tem papel importante nos
subtipos mais agressivos de carcinomas tireoideanos.

A ativagdo do oncogene RAS tem sido descrita em carcinomas foliculares
da tiredide e em bocios multinodulares (Sozzi et al., 1992) e ha indicagdes de que
mutagdes em RAS e GSP constituem um evento iniciador importante na carcinogénese
tireoideana. Estudos moleculares e imuno-histoquimicos demonstraram a ativagdo do
protoncogene RET em carcinomas papilares da tiredide. Esta ativagdo pode ocorrer pela
fusdo do dominio da tirosina quinase com diferentes genes devido a varios mecanismos
que promovem rearranjos génicos (Fabien et al., 1992, Lanzi et al., 1992, Bongarzone et
al., 1993). A inversao paracéntrica do brago longo do cromossomo 10, inv(10)(q11.2q21),
resulta, por exemplo, no rearranjo entre RET ¢ H4, gerando uma sequéncia quimérica,
dita ptc, que € um produto oncogénico (Pierotti et al., 1992, Roque et al., 1992a, Soares
et al., 1992). Sozzi et al. (1994), relataram que a t(10;17)(q11.2:q23) justapde o dominio
da tirosina quinase do protoncogene RET (#10) ao gene RIA (#17), gerando outra
sequéncia quimeérica, ptc2.

Stenman et al. (1989) avaliaram a expressdo dos oncogenes RAS em
tumores benignos e malignos de glandula salivar e verificaram que a proteina p21
apresentou niveis de expressdo elevada substancialmente maiores em tumores benignos,
que em malignos e correlacionou esse achado com rearranjos no cromossomo 8,
especialmente na banda ql2, a qual deve estar envolvida na regulagdo da expressao do
gene RAS. Por estes dados, a ativagdo do gene RAS parece ser mais frequente e ter maior
importancia em tumores benignos de glandula salivar, estando, pelo menos em parte,
relacionada a diferenciagdo celular e, provavelmente, nos tumores malignos outras
alteragdes devem responder pela malignizagao.

Sheng et al. (1990) mostraram que o gene c-Ha-RAS néo esta envolvido na
progressdao tumoral dos CCE dessa regido, mas € 1importante na iniciacdo da

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1 16 31 18



21

carcinogénese. Por outro lado, Anwar et al. (1993a) verificaram a infec¢do por HPV, em
niveis decrescentes, em carcinomas de laringe recorrentes, primarios € metastaticos, e
também mutagdes nos genes RAS, que foram significativamente maiores em tumores
metastaticos, que em primarios e recorrentes. Esses autores sugeriram que a ativagdo dos
genes da familia RAS, especialmente NRAS, e a infec¢do por HPV sdo fatores
importantes na carcinogénese da laringe e, ainda, que a mutagdo em RAS pode estar
associada com a habilidade do tumor em emitir metastases. Tais estudos sdo considerados
de importancia fundamental na indicagdo de fatores progndsticos aos pacientes com
tumores de cabega e pescogo.

Além da analise citogenética, a avaliagdo do conteudo de DNA celular
também tem sido levada em conta, nos ultimos anos, no progndstico da evolugdo de
tumores de cabega e pescogo. Assim, tem sido considerado que a presenga de clones
celulares aneuploides € sugestiva de uma maior agressividade da lesdo e, portanto, de
menor tempo de sobrevida ao seu portador, e também tem sido significantemente alta nos
tumores pouco diferenciados (Kearsley et al., 1991a). A incidéncia de aneuploidia e o
indice de DNA tiveram valores aumentados no grupo de pacientes com recorréncia (Chen,
1989, Williams et al., 1990) ou que morreram (Chen, 1989). Um estudo de pacientes com
carcinomas dessa regido em estagios terminais, submetidos ao tratamento quimioterapico
com cisplatina, mostrou que a sobrevivéncia média dos pacientes com tumores
aneuploides foi significantemente maior (aumento de seis meses em relagdo aos ndo-
tratados), do que a dos pacientes com tumores diploides (aumento de seis semanas em
relagao aos nao-tratados) (Cooke et al., 1990).

A regido de cabega e pescogo inclui uma variedade de sitios anatomicos,
cujos estudos citogenéticos e moleculares das lesdes benignas e malignas tem
demonstrado uma forte heterogeneidade genética. Tais resultados indicam a necessidade
de pesquisas adicionais que promovam uma maior correlagdo entre os dados cariotipicos e
moleculares. na intengdo de esclarecer o seu significado no desenvolvimento dos tumores
de cabega e pescogo e contribuir mais eficazmente no diagnostico, progndstico e
tratamento dessas doengas.

I.5. Objetivos
Na intengdo de contribuir para o esclarecimento das relagdes entre as

alteragdes cromossomicas € 0 processo neoplasico, o presente trabalho objetivou
pesquisar as anomalias cromossomicas presentes em células cultivadas de lesdes de
natureza benigna de tiredide e glandula salivar e comparar os achados citogenéticos com
os dados da literatura.
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II. MATERIAL E METODOS
II.1. Material

A. Pacientes

O estudo fo1 desenvolvido com amostras de lesdes tumorais ou ndo-tumorais
provenientes de 10 pacientes, cujas idades variaram de 22 a 64 anos. Nove eram
caucasdides e um mongoloide, sete eram do sexo feminino e trés do sexo masculino.
Foram cultivadas 11 amostras, contudo em quatro delas ndo foram obtidas metafases
passiveis de analise e uma ndo apresentou metafases. Entre as amostras cultivadas, cinco
provieram de tumores benignos ou malignos primarios, diagnosticados como carcinoma
mucoepidermoide (um caso), tumor de Warthin (um caso) e adenoma pleomorfo de
glandula salivar (trés casos). As seis amostras restantes provieram de lesdes benignas,
sendo cinco extraidas de bocio coldide multinodular de tiredide e uma extraida de
sialoadenite de glandula salivar. Os dados relativos ao tipo de tecido coletado, sexo e
idade dos pacientes estdo apresentados na Tabela 2.

As amostras das lesdes, obtidas por cirurgia, foram cedidas por dois médicos
cirurgides de cabega e pescogo de Sdo José do Rio Preto, Dr. José Victor Maniglia do

Hospital de Base da Faculdade Regional de Medicina e Dr. Emilio Juste Junior do
Hospital Sociedade Portuguesa de Beneficéncia e pelo médico patologista Luis Vitor de
Lima Salomao, do laboratorio Salomao e Zoppi Patologistas Associados, de Sdo Paulo.
De cada paciente foram obtidas informagdes sobre idade, sexo, profissdo, ascendéncia
étnica, antecedentes de doengas no paciente € na familia, habitos de fumar ou beber.
Foram também obtidos os dados anatomo-patologicos do material biopsiado, meio de

diagnostico, tipo e origem do tumor.
De todos os pacientes estudados, apenas um era fumante e apresentava
historia de cancer familial.

11.2. Métodos

As técnicas utilizadas incluiram diversas solugdes rotineiramente usadas no
Laboratorio de Citogenética Humana do Departamento de Biologia do Ibilce-UNESP
(Varella-Garcia & Tajara, 1991), cujas concentragdes e técnicas de preparo sdo descritas
no Apéndice.
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TABELA 2. INFORMACOES SOBRE OS PACIENTES.

CASO TIPO DE LESAO LOCAL DA BIOPSIA IDADE  SEXO CANCER/FAMILIA

Lesdes Benignas

Bocio coloide multinodular  Tireoide

Bocio coloide multinodular  Tireoide

Bocio coloide multinodular  Tireoide

Bocio coloide multinodular  Tireoide

Bocio coloide multinodular  Tiredide
Sialoadenite Gl. submandibular
Tumores Benignos

Adenoma pleomorfo GI. submandibular

Adenoma pleomorfo Gl. parotida

Adenoma pleomorfo Gl. parotida

Tumor de Warthin Gl. parotida
Tumor Maligno

Carcinoma mucoepider- Gl. parotida
moide

* amostras provenientes de um mesmo paciente.
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A. Coleta e Transporte das Amostras

De cada paciente, foi retirada uma amostra da lesao com aproximadamente
0,5 a 1,0cm3, no campo cirargico. O material foi transferido para um tubo de centrifuga
estéril, devidamente etiquetado, contendo solugdo salina balanceada de Hanks para
transporte, e encaminhado ao Laboratério de Citogenética para o processamento,
juntamente com a ficha do paciente.

Na inteng¢do de se obter melhores condigdes de cultivo celular, maior indice
mitotico e preparagdes metafasicas mais satisfatorias, o material foi processado, no
maximo, até 24 horas apos a coleta da amostra.

B. Assepsia da Biopsia, Dissociag¢do Celular e Semeadura das Culturas

Em camara de fluxo laminar horizontal, a amostra passou por 4 a 6 banhos
sucessivos em solugdo salina balanceada de Hanks para lavagem, e depois foi transferida
para uma placa de Petri, contendo cerca de 2ml de solugdo salina balanceada de Hanks,
onde foi dissociada em pequenos fragmentos com o auxilio de uma tesoura de ponta fina,.
O material foi entdo centrifugado nessa solu¢do durante 10 minutos a 1000 rpm. Ao
sedimento foram acrescentados 5Sml de meio incompleto e, apos ressuspensdo, o material
foi centrifugado novamente. Parte desses fragmentos foi transferida para 1 a 2 frascos
plasticos de cultura descartaveis (Descarplast ou Costar), de acordo com a técnica de
cultivo celular por explante primario, proposta por Freshney (1987), com algumas
modificagdes. Aos frascos foram acrescentados 2ml de meio de cultura completo (20% de
Soro Bovino Fetal), pré-aquecido, que foram substituidos por 35ml apos 3 dias. O
restante dos fragmentos foi submetido a técnica de desagrega¢do enzimatica proposta por
Limon et al. (1986). também com modificagdes. Esses fragmentos foram colocados em
4.5ml de meio completo e transferidos para um frasco plastico descartavel com 0,5ml de
colagenase (concentragdao de 2000U/ml). A seguir, o material foi incubado a 370C por 24
horas para a desagregagdo enzimatica. ApOs esse periodo, a suspensdo celular foi
homogeneizada com auxilio de uma pipeta, para melhor separagdo das células e
centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos. O sedimento foi lavado com 5ml de solugédo
salina balanceada de Hanks, posteriormente com 5ml de meio de cultura incompleto e
foi distribuido em 2 a 8 frascos com cerca de 2ml de meio de cultura completo contendo
20% de soro fetal bovino. Em geral, apds 3 a 4 dias de incubag@o a 370C o meio com
material necrotico foi substituido por meio novo. Quando houve excesso desse material, o
meio de cultura foi trocado apos 24 horas de incubagdo.
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C. Desenvolvimento das Culturas

Todos os frascos foram examinados diariamente ao invertoscopio, para
avaliagdo do indice mitdtico e crescimento celular. O meio de cultura dos frascos foi
substituido, em média, 2 vezes por semana. O inicio do crescimento celular in vitro dos
espécimes submetidos a desagregagdo enzimatica aconteceu apos 24 horas a 4 dias da
semeadura, e o desenvolvimento das culturas se processou por 5 a 21 dias. Por outro lado,
nos espécimes processados por desagregagdo mecanica, o inicio do crescimento celular in
vitro aconteceu apds 3 a 13 dias e as culturas foram desenvolvidas durante 9 a 44 dias de
cultivo. Os dados relativos a cada amostra constam da Tabela 3.

O bloqueio da divisao celular foi realizado com adigdo de 50ul de colcemide
(concentragdo-final de 0,02pg/ml) por frasco, durante 1:30 a 2:00 horas ou 0,1ml de
colquicina (concentragdo-final de 0,33pg/ml), durante 3:00 horas, quando houve um
numero apreciavel de metafases. Em alguns casos, quando algumas réplicas apresentaram
baixo indice mitotico, foram acrescentados 25ul de colcemide (concentragdo-final de
0,01pg/ml), por 16 horas. A Tabela 4 contém informagdes sobre o agente usado e o tempo
de exposigdo para o bloqueio da divisao celular das amostras que apresentaram resultado
citogenético.

D. Hipotonizacao, Fixa¢ao e Coloragao

Completado o tempo de agdo do colcemide, o meio de cultura dos frascos
foi descartado e substituido por 8 a 10ml de solugdo hipotonica de citrato de sodio 1%,
pre-aquecida, e os frascos incubados por 30 minutos a 379C. Decorrido esse periodo, as
células foram removidas com auxilio de um raspador e a suspensao celular de cada frasco
transferida para tubos de centrifuga correspondentes, e centrifugada a 1000 rpm por 8
minutos. O sobrenadante de cada frasco foi descartado e o sedimento fixado em 10ml de
solugdao de metanol-acido acético (3:1), a qual foi trocada 2 vezes e a suspensao estocada,
em geladeira, no terceiro fixador por algumas horas. A suspensdo celular foi gotejada em
laminas geladas e umidas, as quais foram em seguida flambadas. As laminas foram
estocadas em geladeira até serem submetidas a técnica de bandamento GTG e, quando
necessario, as técnicas de bandamento NSG e CBG.

Foi utilizada a técnica de bandamento G de acordo com Selden et al. (1975),
pela qual as 1aminas foram mergulhadas em solugdo de tripsina/EDTA diluida em solugao
salina balanceada de Hanks (6:50), durante 1 a 3 minutos e, em seguida, lavadas em
solugdo salina balanceada de Hanks com 20% de soro fetal bovino (5:1) e coradas
com solugdo tamponada de Giemsa 2% por 6 minutos.
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TABELA 3. Inicio de crescimento celular e periodo de cultivo das réplicas apos
desagregagdo mecanica e enzimatica (IC = inicio do crescimento,
PC = periodo de cultivo, em dias).

Desagreg. mecanica Desagreg. enzimatica

Tipo de amostra ~ Caso
PC IC PC

Bocio coloide 1149 44 ] 8
multinodular
1152 41 5
1173 14
1178
1214

Adenoma
pleomorfo
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TABELA 4. Dados relativos ao bloqueio da divisdo celular nas amostras estudadas
citogeneticamente.

Colquicina Colcemide

Tipo de Desa- NQ de
gregagao Frascos 0,1ml/3horas 50ul/1:30-2horas  20ul/16horas

mecanica 01 01
enzimatica 02 02

mecanica 01 01
enzimatica 02 02

mecanica 01
enzimatica 05

mecanica 02
enzimatica 08

mecanica 01
enzimatica 04

mecanica 01
enzimatica 04
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A técnica de bandamento CBG empregada foi a proposta por Sumner (1972)
com algumas modificagdes. As laminas foram mergulhadas em HCl 0,2N durante 15
minutos e lavadas em agua desionizada gelada. Posteriormente, foram tratadas com
solugdo de hidroxido de bario 5% a 379C, por um periodo que variou de 15 a 25 minutos
e lavadas em agua desionizada. Em seguida, foram mergulhadas em 2xSSC a temperatura
ambiente durante 10 minutos e a 60°C por 60 minutos. As laminas foram novamente
lavadas em agua desionizada gelada e desidratadas em 2 banhos consecutivos em alcool
70% e dois em alcool 90%, durante cinco minutos cada. Finalmente, as laminas foram
coradas com solugdo tamponada de Giemsa 2%.

A marcagao das regides organizadoras nucleolares (RONs) foi realizada pelo
bandamento NSG ("Nucleolus Silver Giemsa"), segundo a técnica proposta por Howell &
Black (1980), com modificagdes. As laminas foram hidrolisadas em HCI IN a 60°C,
durante dez minutos, e lavadas em agua desionizada gelada. Em cada uma das
extremidades das laminas foram depositadas uma gota de solugdo coloidal reveladora (1g
de gelatina, 50ml de agua desionizada e 0,5ml de acido formico) e outra de solugdo
aquosa de nitrato de prata (Merck) a 50%. As laminas foram cobertas com laminulas e
mantidas a 50-60°C, durante aproximadamente 7 minutos e, quando adquiriram coloragdo
marron-dourada, foram lavadas em agua destilada e submetidas a coloragdo com Giemsa
2% durante oito minutos.

E. Analise Cromossomica

A analise citogenética foi realizada em metafases provenientes de duas ou
mais réplicas e as alteragdes cromossomicas estruturais e numeéricas foram anotadas. A
determinagdo de clonalidade foi realizada conforme os critérios propostos pelo
International System of Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1985 e 1991 suppl.),
que consideram clonais as anomalias estruturais ou ganho de cromossomos que ocorrem
em pelo menos duas células, provenientes de réplicas diferentes, e as perdas
cromossomicas que forem encontradas em, no minimo, trés células oriundas de réplicas
diferentes. A identificagdo e classificagdo dos eventos citogenéticos foi realizada de
acordo com o ISCN (1985 e 1991, suppl.).

O estudo citogenético foi realizado em microscopio optico Carl Zeiss Jena,
modelo Jenaval. Para documentagdo ou esclarecimento de duvidas, o material foi
fotografado em microscopio modelo standard WL (Carl Zeiss Oberkochen) com filme
[Iford PanF 50 ASA. Foi utilizado o revelador Kodak D-72, em diluigdo de 1:1 a 200C
para revelagdo dos negativos e as fotos foram feitas em papel Kodabrome Print RC F2 e
F3.
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A andlise de metafases coradas apos o bandamento G foi considerada
completa quando todos os cromossomos foram identificados, e parcial quando pelo menos
sete pares cromossomicos foram identificados. Em algumas metafases, mesmo apds o

tratamento com tripsina, 0S Cromossomos ndo apresentaram bandas visiveis e foram
analisadas em coloragao classica com Giemsa.

Em dois casos, 1149 e 1159, foi realizada a analise de linfocitos do sangue
periférico objetivando investigar se as alteragdes encontradas no estudo citogenético
dessas lesdes eram constitucionais ou ndo. A técnica empregada foi a descrita por
Moorhead et al. (1970), com modificagdes, segundo protocolos adotados pelo Laboratorio
de Citogenética Humana (Varella-Garcia & Tajara, 1991) do Departamento de Biologia
desta Instituigao.
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III. RESULTADOS

As amostras recebidas foram colhidas a partir de tumores benignos
primarios, ou de recidivas, e malignos primarios e de lesdes proliferativas de natureza
benigna. Das onze culturas com adesdo ao substrato, quatro ndo mostraram crescimento
celular em uma (1167, 1159, 1180) ou mais réplicas (1151). Os casos 1151, 1180, 1167,
1218 e 1222 apresentaram réplicas com metafases sem condigdes de analise, juntamente
com réplicas sem metafases e/ou sem crescimento celular. Esses casos, portanto, nido
puderam ser analisados. Seis culturas foram analisadas citogeneticamente, das quais
apenas duas em todas as réplicas obtidas. Os dados relativos ao cultivo das amostras estao
sumarizados na Tabela 5.

As amostras estudadas citogeneticamente derivaram de lesdes
diagnosticadas como bdcio coldide multinodular de tiredide (1149, 1152, 1173, 1178,
1214) e adenoma pleomorfo de glandula salivar (1159) e os achados citogenéticos sdo
apresentados a seguir.

Em todos os casos, as culturas mostraram células com morfologia
epitelidide e/ou células com morfologia fibroblastoide (Figura 1). Foram observadas
células polipldides e com endorreduplicagdo com frequéncia variavel de zero a 5,1% e de

zero a 3%, respectivamente. A separagdo centromeérica precoce foi observada somente em
um caso (1152), em cerca de 7% das células. O calculo dessas frequéncias foi realizado a
partir do nimero de metafases obtidas, ao passo que a frequéncia dos outros tipos de
aberragdes cromossomicas foi calculada sobre o total de metafases analisadas. Quebras e
falhas cromatidicas e cromossomicas foram observadas em trés casos (1152, 1178, 1214),
nas frequéncias de 7%, 2,3% e 1%. respectivamente (Tabela 6).

I11.1. Pacientes com Bocio Coloide Multinodular

Caso 1149
A paciente, de 28 anos de idade, ndo era tabagista, nem etilista e ndo
apresentava historia de cancer na familia. Pelo exame clinico suspeitou-se da presenga de
um bocio, o qual foi extirpado e teve amostras enviadas para exames histopatologicos e
citogenético. O diagnostico histopatologico revelou um bocio coldide multinodular com
hiperplasia folicular.
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TABELA 5. Dados relativos ao cultivo celular das amostras recebidas (metaf. = metafases).

No de Tipo de de- S/crescimento  C/crescimento

Caso  Tipo de amostra réplicas sagregacio
iniciadas s/metaf.  c/metaf.

Lesodes benignas

Bécio coléide multinodular mecanica
enzimatica

Bacio coldide multinodular : mecdnica
enzimatica

Boécio coloide multinodular mecanica
enzimatica

Bocio coloide multinodular mecanica
enzimatica

Bocio coloide multinodular k mecanica
enzimatica

Sialoadenite mecanica
enzimatica

Tumores benignos

Adenoma pleomorfo 5 mecanica
enzimatica

Adenoma pleomorfo mecanica
enzimatica

Adenoma plcomorfo 5 mecanica
enzimatica

Tumor de Warthin mecanica
enzimatica

Tumor maligno

Carcinoma mecdnica
mucoepidermoide enzimatica

* Amostras provenientes de um mesmo paciente.
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Figura 1. (A) Células com morfologia epitelioide (caso 1159) e
(B) fibroblastoide (caso 1149).

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1 16 31 18



TABELA 6. Quebras e falhas observadas nos casos
de bdcio coldide multinodular.

Caso Achado citogenético[n2 de células]

1152 47,XX,csg3p,+C,+F,-B[1]
46,XX,csbl1q32[1]
46,XX,csg2cen(1]
46,XX,ctb9q[1]
46,XX,ctbDq[1]
45,XX,csb2pl1,+16,-17,-21[1]
45,XX,csb9q22,-18[1]

46,XX,ctblp,+16,-17[1]
46,XX,csb2pl1[1]
46,XX,csb5q[1]
46.XX,csbopl2[1]
46.XX,csbCq[1]
46,XX,csglécen(1]

46,XX,ctb18q[1]
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A amostra foi recebida para a realizagdo do estudo citogenético 24 horas
apos a ressecgdo, quando foi semeado um frasco por explante (A) e dois apos 24 horas de
tratamento com colagenase (Bl e B2).

As duas réplicas iniciadas apos desagregagdo enzimatica mostraram inicio
de crescimento celular apds 24 horas e foram colhidas com 8 dias da semeadura. A réplica
obtida por explante primario iniciou o crescimento celular com 13 dias e foi colhida com
44 dias.

Os resultados da analise de 63 metafases estdo resumidos na Tabela 7.
Dezoito metafases foram analisadas com bandamento CBG, 4 com bandamento GTG e
NSG sequencial e 24 analisadas completa ou parcialmente apds bandamento GTG.
Dezessete metafases foram analisadas em coloragdo usual. Todas as metafases
apresentaram um rearranjo estrutural complexo envolvendo quatro cromossomos dos
pares numeros 1, 4, 9 e 13 (Figura 2).

Como o rearranjo foi encontrado nos dois frascos originados por
desagregagao enzimatica e no frasco obtido por desagregagdo exclusivamente mecanica,
ficou configurado que se constituia em um clone celular.

Com base no conjunto de metafases analisadas, concluiu-se que o rearranjo
era ndo-balanceado, e a especificagdo mais provavel dos quatro cromossomos derivados
esta apresentada na Tabela 8, conforme as normas de nomenclatura da ISCN (1991,
suppl.). O derivado do cromossomo 1 € submetacéntrico, tendo perdido a regido p33->ter
e recebido a regido q34->ter do cromossomo 13. O cromossomo derivado do 4 perdeu a
regido q31.3 ->ter, que foi translocada para a regido 13q33, e recebeu a regido 1p33->ter,
tornando-se um cromossomo com brago longo aumentado. O cromossomo derivado do 9 é
um pequeno acrocéntrico, formado pelo brago curto deste cromossomo acrescido do
satélite do cromossomo 13: a regido 9q22.3->ter foi translocada para a regido 13pll.1 e a
regido 9q11-22 parece ter sido perdida. O derivado do cromossomo 13 € submetacéntrico,
formado por 9qter->q22.3::13p11.1->cen ->13q33::4q32->4qter.

Os esquemas de cada cromossomo normal e derivado e as fotos ilustrativas
estdo representados na Figura 3. Através da andlise do padrdo de marcagdo da
heterocromatina constitutiva, visualizado pelo bandamento CBG, foi confirmada a perda
do segmento 9q11-q22, pois a heterocromatina presente nessa regiao nao foi encontrada
em qualquer outro cromossomo (Figura 4). O cromossomo acrocéntrico marcador foi
identificado como o brago curto do cromossomo 9, acrescido do satélite do cromossomo
13 pela utilizagdo da técnica para visualizagdo das regides organizadoras do nucléolo (Ag-
NOR).
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TABELA 7. Dados citogenéticos observados em 63 metafases analisadas do caso 1149.

Caracteristica Achado citogenético [numero de células] Réplica

Com rearranjo 46,XX.der(1)t(1;13)(p32:q34),der(4)t(1;4)(p33:q31.3), A, Bl e B2
complexo der(9)t(9;13)(q11;p12).der(13)t(9;13)(q22;q11)t(4;13)
(q32:q33)[48]*

Com rearranjo 45 XX der(1).der(4),-C.der(9).der(13)[5]

complexo e

alter¢des 45, XX, der(1),der(4),-der(9),der(13)[1]

numeéricas
43, XX.der(1).der(4),-Cx3.der(9),der(13)[4]
40,XX.der(1),-B,der(4),-Cx3,der(9),der(13),-Gx2[1]
40,XX.der(1),-2x2.der(4),-Cx4.der(9).der(13)[1]
92 XXXX.der(1)x2,der(4)x2.der(9)x2.der(13)x2[1]

No. cromossomico < 40[2] Bl

* Todas as metafases analisadas mostraram o mesmo rearranjo aqui especificado.

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



'13 ’ E ..... ‘ (u

der(13)

19 20

F

FIGURA 2. Cariotipo de uma metafase analisada do caso 1149, indicando os
cromossomos derivados.
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TABELA 8. Identificagdo dos quatro cromossomos derivados de rearranjo maltiplo complexo do caso 1149.

Composigao proposta Especificagdo proposta

der(1) t(1;13)(p32;q34) 13qter-->13q34::1p32-->cen-->1qter

der(4) t(1;4)(p33;931.3) 4pter-->cen-->4q31.3::1p33-->1pter

der(9) t(9:13)(ql1;p12) Opter-->cen-->9ql1::13p12-->13pter

der(13) t(9;13)(q22;q11)t(4;13)(q32;q33) 9qter-->9q22.3::13p11.1-->cen-->13q33::
:4q32-->4qter
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FIGURA 3. Esquemas ilustrativos e fotos representativas dos cromossomos normais e
derivados 1, 4, 9 e 13 do caso 1149. As setas indicam os pontos de quebra.
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FIGURA 4. Ilustragdo do cromossomos der(1) e der(9) e dos homoélogos normais
do caso 1149, apds bandamento C.
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Além da presenga desse rearranjo, algumas metafases também mostraram
perdas cromossomicas, com numero cromossomico variando de 40 a 45. O cariotipo
45,XX.der(1),der(4),der(9),der(13),-C foi encontrado em 5 metafases provenientes dos
trés frascos analisados. Foi também observada uma frequéncia aproximada de 2% de
células poliploides e 1% de células com endorreduplicagao.

Linfocitos do sangue periférico desse paciente foram cultivados e analisados
citogeneticamente, tendo mostrado caridtipo normal (46,XX) em analise de 13 metafases
com bandamento GTG.

Caso 1152

A paciente, de 45 anos de idade. doméstica e tabagista, procurou os servigos
meédicos por apresentar aumento de volume no pescogo € nodulos na mama. Foram
realizadas pungdes aspirativas em nodulos cervicais e na tiredide, indicando a presenga de
um bdcio coldide multinodular e também de um adenoma pleomorfo de glandula salivar.
Esta paciente apresentava antecedentes familiais com cancer, tendo perdido uma irma com
cancer de mama. Durante a cirurgia foram extirpados o bdcio € o adenoma pleomorfo,
cujos resultados histopatologicos confirmaram os diagndsticos citados anteriormente.

A amostra de bocio foi processada para o estudo citogenético, tendo sido
semeada uma réplica por explante primario (A) e duas por desagregagdo enzimatica (Bl e
B2). As duas réplicas obtidas por desagregagdo enzimatica mostraram inicio de
crescimento celular apos 48 horas e foram colhidas com cinco dias da semeadura. A
réplica obtida por explante primario iniciou crescimento com seis dias da semeadura, o
qual foi lento até trinta e cinco dias de cultivo. quando passou a crescer rapidamente e foi
colhido com quarenta e um dias da semeadura.

Foram analisadas 41 metafases, todas obtidas dos frascos submetidos a
desagregagdo enzimatica, 15 com identificagdo de todos os cromossomos por bandamento
G, 13 com identificagdo de alguns cromossomos pelo padrdo de bandas e outros somente
por forma e tamanho e 13 em coloragdo usual. Vinte e quatro metafases eram normais. Foi
encontrada uma frequéncia de 3% de células com endorreduplicagdo e de 7% de células
com separagdo centromérica precoce. Os achados citogenéticos deste caso estdo
sumarizados na Tabela 9.

Caso 1173
A paciente, auxiliar de servigos gerais, de 27 anos de idade, negou
tabagismo, etilismo e historia familial de cancer. Desenvolveu um bdcio coloide
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TABELA 9. Dados citogenéticos em células analisadas de quatro casos de bocio
coloide multinodular.

Caso NO de metafases ~ Achado citogenético Réplica
analisadas [nQ de células]

1152 41 46,XX[25] Bl e B2
47,XX,-B,+C,+F[1] B2
46,XX,-5,-15,+marl,+mar2[1] Bl
46,XX,Bqt[1] B2
46,XX,7q-[1] B2
46,XX,del(8)(p12)[1] Bl
46,XX,+C,-18[1] Bl
46,XX,-D,+20[1] B2
46,XX.del(18)(q21-qter)[1] Bl
45 XX, +16,-17,-21[1] Bl
45,XX.del(3)(p23),-C[1] Bl
45 XX,-C[1] Bl
45, XX,-18[2] Bl
45,XX,18p",-22[1] Bl
45,XX,-20,ace[1] B2
44 XX,-B,-C[1] B2

46,XX[4] Bl e B3
43,XX,-4,-10,-12,-13,+22[1] B3

46,XX[22] Al, Bl, B2 e B4
46,XX,+16,-17[1] B4
46,XX,-B,-B,+marl,+mar2[1] B4
45 XX,-B,-B,+mar[1] Bl
45,XX.,del(6)(q24),-19[1] Bl
45, XX.-C[1] Bl
45 XX,-D[1] B4
45 XX-16[1] Al
45, XX,-F[1] Al
45,XX,-G[1] Bl
45,XX,-22[1] B4
44,X,-X,-14[1] Bl
44 XX,-2,-12[1] B4
44 XX,-4.-18[1] Al
43,XX,-1,-18,-F[1] Bl

46,XX[14] B1, B2, B3 e B4
45, XX, dic(4;6)(q21;q15)[1] B2
45,XX,2dic(6;14)(q15;p11.1)[1] B2
45, XX,-F[1] B3
45,XX,-G,ace[1] Bl
42, XX,-8,-11,-17,-20[1] B1
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multinodular de tiredide e procurou orientagdo médica alguns meses apds detecta-lo. Parte
dessa lesdo foi cultivada, uma réplica foi processada por explante primario (A) e cinco
foram obtidas apds desagregagdo enzimatica (B1, B2, B3, B4 e B5). Trés dias ap6s a
semeadura, todos os frascos iniciaram crescimento, e quatro frascos obtidos por
desagregacdo enzimatica foram colhidos com oito dias da semeadura. O frasco obtido por
explante primario e o quinto obtido por desagregagdo enzimatica cresceram mais
lentamente e foram colhidos com quatorze dias da semeadura. Somente em dois frascos
foram observadas metafases em condigdes de analise.

Foram analisadas cinco metafases, trés em coloragdo usual e duas em
bandamento G, das quais quatro eram normais € uma apresentou apenas alteragdes
numeéricas mostrando o caridtipo 43,XX,-4.-10,-12.-13,+22. Foi observado 0,3% de
células poliploides.

Caso 1178
A paciente, de 64 anos de idade, doméstica, negou tabagismo, etilismo e

historia de cancer na familia. Alegou apresentar um carogo no pescogo ha mais de trinta
anos. Tal lesdo foi diagnosticada como bdcio coldide multinodular. O processamento da
amostra forneceu duas réplicas por explante primario (Al e A2), cujo inicio do

crescimento celular ocorreu apos quatro dias da semeadura, e oito por desagregagdo
enzimatica (B1 a B8), que iniciaram crescimento celular com dois dias de cultivo. Um
frasco obtido por desagregagdo mecanica e quatro por desagrega¢do enzimatica foram
colhidos apos nove dias da semeadura e o outro explante com quatorze dias. As demais
réplicas, obtidas por desagregacao enzimatica, foram colhidas com dez dias da semeadura.
Dessas, uma das geradas por desagregacdo mecanica € cinco por enzimatica nao
apresentaram metafases.

Trinta e seis metafases foram analisadas, sendo 10 com bandamento GTG,
10 parcialmente com bandamento GTG e 16 em coloragdo usual. Do total, vinte e duas
células eram citogeneticamente normais e o resultado da analise citogenética esta descrito
na Tabela 9. A Figura 5 ilustra alteragdes esporadicas encontradas nos casos 1152 e 1178.
Células poliploides e com quebras e falhas (Figura 6) foram observadas numa frequéncia
de 3.4% e 2,3%, respectivamente. A Figura 7 ilustra uma célula poliploide contendo 92

Cromossomaos.

Caso 1214
A paciente, de 40 anos de idade, diabética, professora, nega tabagismo,

etilismo e historia de cancer na familia. Procurou orientagdo médica por apresentar
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FIGURA 8. Ilustragdes de alteragdes cromossomicas esporadicas observadas nos casos
analisados de bocio coldide multinodular. Em (A) del(3)(p23) (caso 1152)
e em (B) del(6)(q25) (caso 1178).
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Figura 6. Ilustragao das quebras encontradas no caso 1178. Em (A) ctblp,
(B) csb2pl1, (C) csb6pl2 e (D) csb3q.

Icm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



o0
?
o
w
<
O
o
o
L
=
=
B
©

o
5
w
&
NS
—
s
~
-«
=4
=]
&)
—
€3

7 unespwl 12 13 14 15 16 17 18

6



46

novamente um aumento de volume no pescogo, pois foi operada ha varios anos para

ressec¢ao de um nodulo na tireoide.

O diagnostico histopatologico da recidiva foi bocio coléide multinodular.
Foram obtidas, apos processamento do material, quatro réplicas por desagregagdo
enzimatica (B1, B2, B3 e B4) e uma por mecanica (A). As réplicas obtidas por
desagregagdo enzimatica iniciaram crescimento celular apos 24 horas da semeadura e
foram colhidas apos sete dias. A outra réplica cresceu mais lentamente e foi colhida com

27 dias da semeadura.

Dezenove metafases foram analisadas, sendo 7 em bandamento G, 1
parcialmente em bandamento G e 11 em coloragdo usual. Dessas, 14 eram
citogeneticamente normais e, entre as demais, uma teve perda de um cromossomo do
grupo F, outra perdeu um cromossomo do grupo G, mas mostrou um fragmento acéntrico
(45.XX,-G,ace) e uma terceira apresentou perda dos cromossomos 8, 11, 17 € 20. Em uma
célula foi observado um cromossomo dicéntrico associado as perdas dos cromossomo 4 e
6 [45.XX.dic(4:6)(q21:q15)] e em outra um possivel cromossomo dicéntrico envolvendo
os cromossomos 6 e 14 [45,XX,?dic(6;14)(q15;p11)] (Figura 8). Os achados citogenéticos
deste caso também estdo descritos na Tabela 9. Quebras e falhas ocorreram em 1% das
células e nao foi observada poliploidia ou endorreduplicagao.

I11.2. Paciente com Adenoma Pleomorfo de Glandula Salivar

Caso 1159

O paciente, de 34 anos de idade, funcionario publico, negou tabagismo,
etilismo e historia familial de cancer. Ha 11 anos retirou pela primeira vez um tumor da
glandula pardtida. Apos, o paciente foi submetido a trés cirurgias, todas para retirada de
recidivas, tendo sido apenas a ultima realizada pelo cirurgido que forneceu as amostras. O
diagnostico histopatologico foi adenoma pleomorfo de glandula salivar. O processamento
da amostra originou um frasco por explante primario (A) e quatro por desagregagao
enzimatica (B1, B2, B3 e B4). Os frascos obtidos por desagregag¢do enzimatica iniciaram
o crescimento celular apos quatro dias da semeadura. sendo que trés foram colhidos com
dezenove dias e o quarto com vinte e um dias de cultivo. O frasco obtido por explante
iniciou o crescimento celular com seis dias de cultivo e foi colhido com trinta e seis dias
da semeadura.

Foram analisadas dezoito metafases, das quais 6 em bandamento G, 3
parcialmente em bandamento G e 9 em coloragdo usual. Todas as metafases apresentaram
uma translocagdo balanceada entre os cromossomos 3 e 8 e uma inversdo pericéntrica do
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mesmo Cromossomo 8 [der(3)t(3:8)(p21;q120r13),der(8)t(3:8)(p21;q120r13)
inv(8)(p12q11)], caracterizando uma alteragdo clonal. Trés dessas metafases também
apresentaram alteragdes numéricas ndo relacionadas.

A Tabela 10 resume os resultados citogenéticos deste caso. A Figura 9
mostra o0 rearranjo € o esquema representativo dos cromossomos envolvidos, indicando os
pontos de quebra. Além dessas alteragdes, foram observados 5,1% de células polipldides e
1,3% com endorreduplicagao. A figura 10 ilustra uma célula com endorreduplica¢do do
caso 1159.
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FIGURA 8. Ilustra¢do dos cromossomos dicéntricos observados no caso 1214. Em (A)
dic(4:6)(q21;q15) e em (B) ?dic(6:14)(q15:p11.1). As setas assinalam os
pontos de quebra.
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TABELA 10. Dados citogenéticos do caso de adenoma pleomorfo.

NO de metafases Achado citogenético [nQ de células] Réplica
analisadas

18 46,XY,der(3)t(3:8)(p21;q120ul3),der(8)

t(3:8)(p21:q120ul3)inv(8)(p12q11)[8] Bl, B2 e B3

46,XY,der(3)t(3:8)(p21;q120r13),der(8)t(3;8)
(p21;q120ul3)inv(8)(p12ql11),+17,-18[1] Bl

46, XY.t(3p+:Cq")[5] Bl, B2 e B3

46,XY,Bq-,t(3p+:Cq)[1] B2

45,XY,-B.t(3p+:Cq)[1] Bl

45 XY t(3p+:Cq).-F[1] Bl

45XY.3p+,-C[1] B2
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FIGURA 9. Cariogramas

parciais € esquemas representativos dos cromossomos
der(3)t(3:8)(p21:q120r13) e der(8)t(3:8)(p21;ql120rl3)inv(8)(p12qll)

e dos homologos normais em células do caso 1159. As setas assinalam
os pontos de quebra.
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FIGURA 10. Metafase com endorreduplicagdo do caso 1159.
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IV. DISCUSSAO

IV.1. Bocio coloéide multinodular

Neste estudo, foram realizadas analises citogenéticas em células obtidas de
lesoes da tiredide, ressecadas de cinco pacientes, que revelaram alteragdes estruturais e
numeéricas classificadas como nado-clonais em todos os cinco casos e a presenga de um
rearranjo estrutural complexo clonal, ndo-balanceado, em um caso.

As réplicas obtidas por desagregag¢do mecanica apresentaram um periodo de
cultivo, em geral, muito superior aquelas obtidas por desagregagdo enzimatica e apenas
em dois casos mostraram metafases passiveis de analise. Apesar da amostra ter sido
pequena, nestes casos, podemos inferir que a técnica por desagregagdo enzimatica foi
mais eficiente, pois apresentou inicio de crescimento mais precoce, bem como
crescimento confluente em poucos dias de cultivo.

Tem sido documentado que a instabilidade cromossomica pode resultar em
desequilibrios génicos, que conferem vantagens proliferativas as células portadoras,
devido a perda da heterozigose de genes supressores de tumor ou a ativagdo ou
amplificagcdo de oncogenes (Weinberg, 1989, Solomon et al., 1991). Euploidias, como
poliploidia e endorreduplicagdo, aneuploidias e aberragdes cromossomicas estruturais sao
resultados dessa instabilidade, que frequentemente esta associada ao cancer (Sandberg,
1990).

As frequéncias médias de poliploidia e endorreduplicagdo, observadas nos
cinco casos de bocio estudados, foram de 1,4% e 0,8%, respectivamente. Conforme Chen
& Shaw (1973), o fendmeno da endorreduplicagdo ocorre principalmente nos periodos
iniciais de cultivo, ao passo que a poliploidia aumenta com o namero de repiques. Tais
valores sdo relativamente baixos e, provavelmente, o sdao como resultado da auséncia de
repiques e apesar das culturas, em geral, terem sido colhidas com poucos dias de cultivo.

Um interessante fenomeno observado foi a separagdo precoce de
centromero, em 7% das células do caso 1152. Esse evento citogenético tem sido associado
a exposi¢ao prolongada ou a doses elevadas do bloqueador mitdtico colcemide (Atkin &
Baker, 1992). Contudo, essa amostra foi submetida a agdo de 50ul de colcemide por uma
hora e meia e, assim, torna-se dificil inferir sobre as causas e consequéncias desse achado.

Um grande numero de células das lesdes estudadas exibiram aneuploidias
esporadicas, sendo mais frequentes as monossomias. Embora essas aneuploidias tenham
sido caracterizadas como ndo-clonais, chama a atengdo a perda dos cromossomos 17 e 18,
observada nos casos 1152, 1178 e 1214, pelo fato de que a perda da heterozigose de
segmentos desses cromossomos ou de genes supressores de tumor, especialmente do 17,
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tem sido associada a diferentes neoplasias, inclusive de tiredide (Dobashi et al., 1993,
Fearon, 1994, Kelley & Johnson, 1994). Além disso, o cromossomo 18 se mostrou
envolvido em rearranjos estruturais nos casos 1152 e 1214.

Em dois casos, 1152 e 1178, foi verificada a presenga de cromossomos
marcadores, de forma nao-clonal. Os cromossomos marcadores encontrados em células
tumorais devem surgir devido a instabilidade genética, podendo resultar em rearranjos
cujos efeitos ndo sdo facilmente avaliados. Provavelmente, tais rearranjos confiram
vantagens proliferativas as células, tendo importdncia no inicio ou na progressio
neoplasica (Atkin & Baker, 1988).

A presenga de cromossomos dicéntricos, formados pelos cromossomos 4 e
6, dic(4:6)(q21:q15), em uma célula, e provavelmente entre os cromossomos 6 e 14,
2dic(6:14)(q15;p11), em outra fo1 observada no caso 1214. Conforme o HGM 11 (1991),
na regido 4q21 foram mapeados os oncogenes FGF5 e GRO1 e em 6q15 ha o sitio fragil
fra(6)(q15). Saltman et al. (1989) observaram que cromossomos com dois ou mais
centromeros frequentemente apresentam somente um ativo, o que pode possibilitar que
eles ndo sejam eliminados por selegdo. Em dois casos, 1152 e 1214, foi verificada a
presenga de um fragmento acéntrico, associado a monossomia do cromossomo 20 e de um
cromossomo do grupo G, respectivamente.

Quebras e falhas, cromatidicas e cromossomicas, foram observadas em trés
casos, 1152, 1178 e 1214, afetando em média 3% das células e envolvendo diferentes
cromossomos. Estas frequéncias ndo se diferenciam significativamente das encontradas
em tecidos normais cultivados in vitro (Riimmelein et al., 1992). E interessante ressaltar

que a investigagdo de quebras cromossomicas induzidas por substancias clastogénicas
especificas em células normais de pacientes com cancer tem sugerido uma predisposigao
constitucional a instabilidade genética e a neoplasia (Hsu et al., 1989, Riimmelein et al.,
1992).

Um achado interessante observado no caso 1149, foi um rearranjo estrutural
complexo nao-balanceado (Tabelas 7 e 8, Figuras 3, 4, 5 e 6), que envolveu quatro
cromossomos dos pares 1, 4, 9 e 13, com pontos de quebra propostos em 1p32, 4q31.3,
9ql1 e 9q22.2, 13pll.1 e 13q33. Esse rearranjo estava presente em todas as células
analisadas, proveniente das trés réplicas estudadas, constituindo uma anomalia clonal.
Contudo, rearranjos altamente complexos, como o deste caso, ainda ndo foram referidos
em bocios tireoideanos.

No brago curto do cromossomo | encontram-se varios oncogenes e fatores
de crescimento, os quais podem contribuir para a proliferagdo descontrolada em lesdes
benignas. contudo os mecanismos de ag¢ao precisam ser melhor investigados (Sreekantaiah
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& Sandberg, 1991). Por outro lado, anormalidades no cromossomo 1 sdo frequentemente
encontradas em tumores malignos e parecem representar alteragdes secundarias associadas
mais com a progressao do cancer, que em sua iniciagdo (Sandberg, 1990). Um dos pontos
de quebra encontrado nesta lesdo, o 1p32, é coincidente com aquele observado em
adenomas tireoideanos por Teyssier & Ferre (1989). Nesta mesma banda localizam-se um
sitio fragil, o fra(1)(p32) e foram mapeados varios oncogenes, como MYCLI1, TALI,
BLYM, JUN (HGM 11, 1991). Tal alterag@o pode ter afetado apenas os mecanismos que
controlam o crescimento celular e, assim, relacionar a lesdo aqui estudada com os
adenomas tireoideanos.

Outras bandas envolvidas nesse rearranjo também possuem oncogenes nelas
mapeados, como MLR e TDO2, em 4q31 (HGM 11, 1991). A regido perdida do
cromossomo 9, 9q11-22, contém o gene supressor de tumor MLM, mapeado em 9q21
(Knudson, 1993) e o sitio fragil fra(9)(q22.1) (HGM 11, 1991).

Esses achados levantam interessantes questdes em relagdo ao caso 1149,
pois rearranjos altamente complexos sdo normalmente encontrados em lesdes malignas e
relacionados a progressdo do cancer. Dessa forma, sera que tais alteragdes cromossomicas
estruturais observadas indicariam, pelo menos, um estagio pré-maligno dessa lesdo
benigna da tiredide? Ou, entdo, poderiam tais resultados configurar indicios da presenga

de rearranjos altamente complexos nessas lesdes? Neste caso, tais rearranjos poderiam
afetar genes envolvidos unicamente na proliferagdo celular € ndo necessariamente na
transformagao maligna. Por outro lado, poderia o diagndstico deste caso estar incorreto e
a lesdo ser um tumor benigno ou maligno? A reavaliagdo clinica e histopatologica foi

realizada e os diagndsticos ndo foram alterados.

Situagdo semelhante a essa fo1 encontrada por Vayego (1993) em um caso
de cisto osseo solitario, que ¢ uma lesdo benigna ndo-tumoral, o qual apresentou um
rearranjo estrutural complexo balanceado e clonal, envolvendo sete cromossomos
(cromossomos 4, 6, 8, os dois cromossomos 12, o cromossomo 16 € 0 21). Assim, torna-
se evidente a importancia dos estudos citogenéticos em lesdes consideradas ndo-tumorais
com o intuito de confirmar a presenga dessas alteragdes cromossomicas €, se possivel,
inferir seu significado, além de procurar esclarecer o papel dos genes envolvidos, que
pode ter relevancia em processos proliferativos benignos ou em lesdes pré-malignas.

Em bdcios multinodulares foram descritas trissomias dos cromossomos 1, 5,
7, 8,9, 10, 12, 14, 15, 16, 17 e 20 e monossomias dos cromossomos 1 e 22 (Gama et al.,
1991, Roque et al., 1993). Esses autores ressaltaram que tais alteragdes sdo semelhantes
as encontradas em certos adenomas tireoideanos, o que sugere que na glandula tiredide
ha, pelo menos nesses dois casos, uma relagdo biologica entre hiperplasia e neoplasia e
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também que ganhos cromossomicos devem desempenhar fungdes importantes na
patogenia de lesdes benignas proliferativas desse orgdo.

IV.2. Adenoma pleomorfo de glandula salivar

O caso de adenoma pleomorfo incluido nesse estudo mostrou alteragdes
citogenéticas ndo clonais, como deficiéncia do brago longo de um comossomo do grupo B
e monossomia de cromossomos dos grupos B e F, associadas a translocagdo balanceada
entre os cromossomos 3 e 8 e inversio deste cromossomo 8
[der(3)t(3:8)(p21:q120ul3), der(8)t(3:8)(p21:q120ul3)inv(8pl2ql1)]. Esse rearranjo,
envolvendo os cromossomos 3 e 8, foi encontrado em todas as células analisadas,
provenientes de quatro réplicas estudadas, constituindo um clone celular.

Os pontos de quebra 3p21 e 8ql2 tém sido frequentemente envolvidos na
t(3.8) observada nesse tipo de neoplasia benigna, que se correlaciona com um prognostico
ruim (Teyssier, 1989). O achado deste caso deve ser sugestivo de um mau progndstico ou
entdo estar relacionado com estagios mais avangados da doenga, pois o paciente ha onze
anos apresenta esse tipo de tumor, tendo sido submetido a quatro cirurgias da glandula
parotida, trés para exérese de recidivas. Além disso, em 8ql1 situa-se o oncogene MOS,
que pode ter sido ativado no caso analisado, como resultado da inv(8)(p12ql11) presente
em todas as células analisadas.

Inimeras publicagdes com resultados da analise citogenética em adenoma
pleomorfo sdo citadas por Mitelman (1991). indicando que a maioria apresenta a t(3;8) ou
outras translocagdes envolvendo um desses dois cromossomos em combinagdes com
outros cromossomos, por exemplo o 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 14, 15 e 18. Esses achados
sugerem que os cromossomos 3 e 8 estdo. de fato, associados aos adenomas de glandula
salivar. Fato interessante ¢ que esse mesmo autor indica apenas uma publicagdo com
dados de tumores malignos de glandula salivar que apresentam alteragdes nos
cromossomos 3 e 8, que foram as monossomias desses cromossomos em adenocarcinoma
e a t(3:17)(p24:p13) em carcinoma in situ. Assim, resultados de estudos citogenéticos em
lesdes de glandula salivar que apresentam alteragdes nos cromossomo 3 e 8 parecem ser
uteis, tanto para o diagndstico, quanto para o prognostico dessas lesdes.

De acordo com Yokota et al. (1991) os locos cromossomicos mostram perda
de heterozigose variada entre tumores humanos, sugerindo que ha diversos genes
supressores no genoma humano e que genes criticos para o desenvolvimento de cada tipo

de tumor podem ser diferentes.
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Rommel et al. (1991) ndo detectaram associagio de HPV em dezoito
adenomas pleomorfos, mesmo apresentando rearranjos em 3p21, que € um sitio de
integragao do HPV 16. Estudos cariotipicos e moleculares de varios tumores solidos tém
sugerido a presenga de diversos genes supressores de tumor no brago curto do
cromossomo 3, nas regides 3pl13-14, 3p21 e 3p25. Estas regides tém sido alvos de

delegdes ou perda de heterozigose envolvidos em muitos canceres, entre eles carcinoma
renal, de pulmdo, de mama e de cabega e pescogo (para revisdo, Smith & Alonso, 1993,
Kelley & Johnson, 1994). Ainda ndo esta bem definido se um mesmo gene supressor de
tumor esta associado a diferentes malignidades, porém ja se sabe que a regido 3p21
contém um ou mais genes que realizam uma fun¢do essencial no controle do crescimento

e/ou diferenciagdo das células epiteliais do trato aerodigestivo e genito-urinario (Maestro
et al.. 1993).

Stenman et al. (1989) detectaram uma associa¢do entre os niveis elevados
de expressao da proteina p21 e rearranjos no cromossomo 8, e sugeriram que um provavel
gene localizado na banda 8ql12 estaria envolvido na regulagdo da expressdo dos genes
RAS. Além disso, Azuma et al. (1992) citaram que a perda de um possivel gene supressor
de tumor, localizado em 8q12, seja responsavel pela indugdo de adenomas pleomorfos.

A anormalidade genética mais frequentemente observada em canceres
humanos é a mutagao do gene TPS3 (Azuma et al., 1992, para revisdo, Adamson et al.,
1994, Fearon, 1994). O produto normal deste gene ¢ a fosfoproteina p53, que exerce
fungao reguladora critica no crescimento celular e age como um fator de transcrigdo. O
gene TPS3 garante a integridade do genoma e estudos recentes tém sugerido que a
proteina p53 deve também regular a expressao de genes que reparam os danos no DNA.
Ha dados sugestivos de que a perda da fun¢do normal da proteina p53 pode gerar
instabilidade genética nas células e resultar numa frequéncia aumentada de amplificagdo
génica e até mesmo outras alteragdes genéticas, como por exemplo aneuploidias, nas
células tumorais (para revisao, Fearon, 1994, Kelley & Johnson, 1994).

Formas mutantes da proteina p53 foram detectadas em adenoma pleomorfo
por Azuma et al. (1992) e Soini et al. (1992). Esses autores sugeriram que mutagdes no
gene TPS3 devem estar envolvidas no desenvolvimento desses tumores. Soini et al.
(1992) aventaram a possibilidade de que o acimulo de proteinas p53 mutantes em
adenoma pleomorfo pode ser devido a algum mecanismo desconhecido, ndo
necessariamente mutagdes no gene TPS3.

Nossos resultados confirmam a importancia de estudos citogenéticos em
lesdes proliferativas de natureza benigna, e sugerem a necessidade de pesquisas adicionais
com o mesmo enfoque e correlacionadas com pesquisas em genética molecular, visando
esclarecer as bases genéticas dessas condigdes.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

Muitas neoplasias humanas apresentam alteragdes cromossOmicas
consistentes associadas, que sdo responsaveis pela ativagdo ou perda funcional de genes
especificos, o que acaba resultando na transformagdo e progressdo neoplasica. A
identificagdo dessas anomalias tem sido feita, tanto em neoplasias hematologicas como
em tumores solidos, e tem sido muito utilizada na definigdo do diagnostico da condigéo e
no estabelecimento do prognostico para o paciente, além de auxiliar na monitorizagdo
dessas neoplasias. Um achado interessante, mais recente, foi o de que lesdes proliferativas
de natureza benigna, neoplasicas ou ndo, também podem apresentar alteragdes
cromossomicas. As glandulas salivares e a tiredide sdo frequentemente afetadas por lesdes
proliferativas benignas, mas ha poucos dados citogenéticos disponiveis e a importancia da
analise citogenética no seu diagnostico e prognostico ainda nao € significativa.

O presente trabalho buscou investigar as anomalias cromossomicas
presentes em cé€lulas cultivadas dessas lesdes. Os estudos citogenéticos foram realizados
em células provenientes de seis lesdes benignas, submetidas a cultura de curta duragéo,
sendo cinco casos de bocio coldide multinodular de tireéide e um caso de adenoma
pleomorfo de glandula salivar.

No adenoma pleomorfo foi encontrada uma anomalia estrutural clonal, a
t(3:8)(p21;q120ul3)inv(8)(p12ql1), que se repetiu em todas as dezoito células analisadas.
Alteragdes cromossOmicas estruturais € numericas foram também observadas, mas ndo em
situagdo de clonalidade. A translocagdo t(3;8)(p21:q12) tem sido consistentemente
associada a esses adenomas pleomorfos de glandula salivar, principalmente da pardtida, e
considerada indicativa de um mau prognostico. O paciente deste estudo também tem
historia de recorréncia da condigdo, ja tendo sido submetido a quatro cirurgias na
parotida, trés das quais para retirada de recidivas.

Quatro, dos cinco casos de bocio coloide multinodular, mostraram perdas e
ganhos cromossomicos casuais e anomalias estruturais nao-clonais. Em um dos casos,
contudo, foi encontrado um rearranjo comossomico complexo e clonal, presente em todas
as c€lulas estudadas. Tal rearranjo era provavelmente ndo-balanceado, e envolvia quatro
cromossomos de diferentes pares (1, 4, 9 e 13). Além disso, também foram encontradas
perdas provavelmente casuais. A presenga de um rearranjo cromossomico tao complexo
em uma lesdo proliferativa benigna ndo-tumoral levanta questdes acerca da interessante
possibilidade de que este evento esteja indicando a ocorréncia de transformagéo celular,
ainda sem expressao em nivel histologico ou que tal alteragdo esteja relacionada a genes
envolvidos unicamente na proliferagdo celular.
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Em conclusdo, os achados deste estudo confirmam a importincia da
avaliagdo citogenética em lesdes proliferativas de natureza benigna, e sugerem a
necessidade de pesquisas adicionais com o mesmo enfoque. Assim, poderdo ser

identificadas as regides cromossomicas afetadas nessas lesdes, e estas poderdo ser alvo
para estudos moleculares que venham contribuir para o esclarecimento as bases biologicas
da iniciagdo e transformagdo neoplasica.
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VI. SUMMARY

Several human neoplasias are specifically related to particular chromosome
aberrations. These aberrations determine activation or suppression in gene functions,
which can be related to the neoplastic initiation or progression. Chromosome
abnormalities relevant to hematological and solid tumors were largely reported, and the
presence of a particular abnormality has been applied to the diagnosis and prognosis, as
well as the follow-up of patients. More recently, chromosome abnormalities have been
reported in benign proliferative lesions, either neoplastic or non-neoplastic. Thyroid and
salivary glands are commonly affected by benign proliferative lesions, but cytogenetic
data available in these conditions are still rare. Thus, the contribuition of cytogenetics
information to patients with these conditions are currently worthless.

The present study, aimed to help resolve this problem, by searching for
chromosome abnormalities in cells derived from thyroid and salivary gland proliferative
lesions. Cytogenetic evaluation was performed in short-term cell cultures from five
thyroid colloidal multinodular goiter and one pleomorphic adenoma specimen.

A clonal abnormality, t(3:8)(p21:q120ul3)inv(8)(p12qll) was found in
eighteen cells of the parotid pleomorphic adenoma. Several sporadic numerical
aberrations were also observed. A t(3:8)(p21;q12) was previously referred in this
condition, associated with a poor prognosis. Interestingly, this patient had a previous
history of four surgeries for tumor resections in this same site.

Four patients with thyroid colloidal multinodular goiter expressed only non-
clonal chromosome gain and losses and rearrangements. However, the fifth patient,
besides displaying aneuploidies also presented a clonal complex chomosome translocation
in all the cells analyzed. Four chromosomes (#1, #4, #9 e #13) were involved in an
apparently unbalanced rearrangement. The occurrence of a complex rearrangement in a
benign non-neoplastic lesion raises questions both on the accuracy of the diagnosis of the
lesion and on the association between this cytogenetic event and the cell transformation
process.

In conclusion, these findings confirm the importance of the cytogenetic
evaluation in benign proliferative lesions. Additional research is also necessary in order to
identify consistent chromosome breakpoints associated with these conditions. Them, the
target chromosome sites must be molecularly analyzed for a better understanding of the
biological basis in the neoplastic process.
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VIIL. APENDICE
VIII.1. Meios de cultura e solugdes utilizadas
a. Meios de cultura
al. Meio Ham F-10 incompleto (SIGMA)
- 9,8g do p6 de meio de cultura e 0,6g de bicarbonato de sodio diluidos em
1000ml de agua desionizada autoclavada. A solugdo foi esterilizada por filtragdo e
estocada em volumes de 100ml a 49C por um periodo aproximado de 30 dias.

a2. Meio Ham F-10 incompleto (CULTILAB)

O meio esta pronto para uso. Foi mantido a 49C por um periodo aproximado
de 30 dias.

a3. Meio Ham F-10 completo

- 100ml de meio de cultura incompleto
-Iml de solugdo de penicilina/estreptomicina (concentragdo final de
125U/ml:125ug/ml) ou de penicilina/quemicetina  (concentragdo  final de

125U/ml:5ug/ml)
- 20ml de soro fetal bovino (CULTILAB)
- 1ml de solugdo de glutamina 200mM
- 20ul de solugdo de insulina
Sua estocagem foi feita a 40C por um periodo aproximado de 30 dias.

b. Solugdo salina de Hanks sem Ca e Mg

- 1000ml de agua desionizada

- 8,0g de NaCl

- 0,4g de KCl

- 1,0g de glicose

- 60mg de KH2PO4

- 47,5mg de Na2HPO4

- 17mg de vermelho de fenol

A solugao foi distribuida em volumes de 100ml e estocada a -20°C.

A solugdo de Hanks recebeu diferentes antibioticos de acordo com sua
finalidade, se para transporte ou lavagem da amostra. A anfotericina B foi utilizada apenas
na solugdo de lavagem em virtude de sua grande toxicidade. Ambos os tipos foram
estocados a 49C, por periodos de até seis meses.

b1. Para transporte das amostras
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- 100ml de solug@o de Hanks sem Ca e Mg
- 2ml de solugdo de penicilina/estreptomicina, (concentrago final
250U/ml  :250pg/ml) ou de penicilina/quemicetina  (concentragdo  final

250U/ml: 10pg/ml)
- 0,2ml de sulfato de gentamicina (concentragdo final de 0,04mg/ml)

b2. Para lavagem das amostras

- 100ml de solugdo de Hanks sem Ca e Mg

- 2ml de solugdo de penicilina/estreptomicina (concentragdo final
250U/ml  :250ug/ml) ou de penicilina/quemicetina (concentragdo  final
250U/ml: 10ug/ml)

- 0,2ml de sulfato de gentamicina(concentragdo final de 0,04mg/ml)

- 50ul de anfotericina B (concentragdo final de 2,5ul/ml)

¢. Antibioticos

c.l. Solugdo de penicilina/estreptomicina (12500U/ml/12500ug/ ml)
(SQUIBB/CEME)

A solugdo de uso foi obtida a partir de:
- 0,5ml de solugdo-mae de penicilina (concentragdo de 1.000.000U/ml)

preparada a partir da solugdo comercial diluida em agua desionizada estéril

-lml  de  solugdo-mde de  estreptomicina  (concentragdo  de
500.000ug/ml)preparada a partir da solugdo comercial diluida em agua desionizada
estéril

- 38.5ml de solugao de Hanks sem Ca e Mg
A solugdo-mae e de uso foram estocadas a -20°C por um periodo de um ano
€ sels meses.

c.2. Solugdo de penicilina/quemicetina (12500U/ml/ 500mg/ ml)
(SQUIBB/CARLO-ERBA)

A solugdo de uso foi obtida a partir de:

- 0,5ml de solugdo-mde de penicilina (concentragdo de 1.000.000U/ml)
preparada a partir da solugdo comercial diluida em agua desionizada estéril

- 0,5ml de solugdo-mde de quemicetina (concentragdo de 40.000ug/ml)
preparada a partir da solugdo comercial diluida em agua desionizada estéril

- 39ml de solugdo de Hanks sem Ca e Mg

A solugdo-mae e a solugdo de uso foram estocadas a -209C por um periodo
de um ano e seis meses.

d. Solugdo de L-glutamina (PUREX) (200 mM)
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A solugdo de L-glutamina foi obtida diluindo-se:
- 2,92g de L-glutamina em 100ml de solu¢ao de Hanks sem Ca e Mg
Ap0s a esterilizagdo por filtragao, foi estocada a -200C por 1 ano.

e. Solugo de insulina (BIOBRAS U-40)

A solugdo comercial possui concentragdo de 40U/ml e estd pronta para uso.
Foi estocada a 49C por um periodo aproximado de 30 dias.

f. Solugdo de sulfato de gentamicina (Garamicina-SCHERING) (20U/ml).

A solugdo comercial possui concentragdo de 20U/ml e esta pronta para uso.
Foi estocada a 49C por um ano e meio.

g. Solugdo de anfotericina B (Fungizon-SQUIBB) (5mg/ml)

A solugdo de anfotericina foi preparada diluindo-se:
- 50mg de anfotericina B em 10ml de agua desionizada estéril
A solugao fo1 estocada a -209C por um periodo aproximado de 6 meses.

h. Solugao de colagenase (GIBCO-TIPO II) (2000U/ml)

A solugdo de colagenase foi obtida dissolvendo-se essa substancia em
meio de cultura incompleto numa concentragdo final de 2000 U/ml. Apods seu
preparo, foi mantida em banho-maria a 37°C por duas horas e, em seguida, a 4°C por 12
a 14 horas. A solugao foi, entdo, esterilizada por filtragdo e estocada a -20°C por dois a
trés meses.

i. Solugao de colquicina (HOUDE ) (16,7ug/ml)

- 1,0mg de colquicina (uma pérola)

- 60ml de agua desioniozada estéril

A solugdo foi distribuida em frascos escuros, que foram autoclavados por 30
minutos e estocados a 40C por até seis meses.

J- Solugdo de colcemide (SIGMA) (2ug/ml)

A solugdo de colcemide foi preparada a partir de :

- 100ug de colcemide em 10ml de solugdo de Hanks sem Ca e Mg (solugdo-
mae 10ug/ml).Foi estocada a -200C apos filtragdo, por um periodo aproximado de um
ano.

- 2ml de solugdo-mae de colcemide em 10ml de solugdo de Hanks sem Ca e
Mg (solugdo de uso 2ug/ml). Foi estocada a 4°C por um periodo aproximado de seis
meses.
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k. Solugao hipotonica de citrato de sodio (0,8%)

- 0,8g de citrato de sddio em 100ml de agua desionizada
Foi estocada a temperatura ambiente ou a 49C, por dois a trés meses.

l. Fixador
- 3 partes de metanol
- 1 parte de acido acético glacial
Foi preparada minutos antes do uso.
m. Tampao Sorensen, pH 6,8
Foi preparado a partir de :
- 49ml de solugdo A
- 51ml de solugdo B
- 200ml de agua desionizada
Foi mantido a 4°C por no maximo seis meses

ml. Solugdo A

- 14,196g de difosfato de sodio (NapPOy)
- 500ml de agua desionizada

m2. Solugao B

- 13.61g de monofosfato de potassio (KH2PO4)
- 500ml de agua desionizada

n. Solugdes de tripsina

n.1. Solugdo de tripsina (BIOBRAS ou DIFCO) para bandamento
cromossomico (1mg/ml)

A solugdo foi preparada dissolvendo-se 0,06g de tripsina em 60ml de PBS
minutos antes do uso.

n.2. Solugdo de tripsina/EDTA (CULTILAB) para repique de culturas e para
bandamento cromossomico.

A solugdo esta pronta para uso e foi mantida a -20°9C por um periodo
aproximado de 6 meses.
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0. Solugdo salina de PBS

A solugio foi preparada dissolvendo-se:

- 8g de NaCl

- 0,2g de KCI

- 1,15g de difosfato de sédio (NapHPOy4)

- 0,2g de monofosfato de potassio (KH>POy)

- 1000ml de agua desionizada

A solugdo foi mantida a 4°C por no maximo 6 meses.
p. Solugdo salina 2 x SSC

- 8,765g de NaCl

-4,41g de CgHs5Na307

- 500ml de agua desionizada

A solugao foi mantida a 4°C por no maximo seis meses.

q. Solugdo de hidroxido de bario (5%)
- 3,0g de Ba(OH)».8H>0O
- 60ml de agua desionizada na temperatura de 50-600C

Foi filtrada em papel de filtro e estocada a 49C por cerca de quatro meses.

r. Solugao reveladora

- 2,0g de gelatina Merck

- 1ml de acido formico puro

- 100ml de agua desionizada

A solugdo foi agitada por 10 minutos e mantida a 4°C.

s. Solugdo aquosa de nitrato de prata (50%)

- 1,0g de nitrato de prata (AgNO3)

-2ml de agua desionizada

A solugdo foi armazenada em frasco escuro, bem fechado e envolto em
papel aluminio, e mantida a 4°C.

t. Corante Giemsa (MERCK) (2%)

A solugdo- mae foi obtida dissolvendo-se:

- 0,5g de Giemsa em 33ml de glicerina durante duas horas a 60°C em
banho-maria. Apds esfriamento, foram adicionados 33ml de metanol e a solugdo foi
mantida em vidro escuro uma semana. Apds esse periodo, a solugdo foi filtrada e estocada
a temperatura ambiente.

A solugdo de uso foi preparada diluindo-se 0.5ml da solugdo-mée em 24,5ml
de tampao Sorensen, imediatamente antes do uso.
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