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RESUMO

Os Canceres do Sistema Nervoso Central (SNC) representam cerca de 2% de todas as
neoplasias. Por afetar o sistema nervoso mostram uma grande variacdo de sintomas,
porgue esse Orgao coordena todas as funcgdes do corpo. Craniofaringiomas sdo tumores
da regido selar presumivelmente derivado de bolsa do epitélio Rathke, com um
comportamento benigno. Os casos de craniofaringiomas correspondem a 1,2 a 4,6% dos
tumores do SNC. Duas variantes sdo conhecidas: craniofaringioma adamantinomatoso e
papilar. Pouco se sabe sobre alteracdes cromossémicas deste tipo de tumor, e os estudos
por CGH falharam em demostrar alteracdes cromossdmicas especificas até 0 momento e
sugeriram que a presenca de multiplas alteracdes cromossdmicas Sdo eventos raros em
craniofaringioma. Nosso trabalho teve como objetivo caracterizar as anormalidades
cromossdmicas de um paciente com craniofaringioma. A amostra foi obtida no Hospital
Ophir Loyola, Belém-PA, e foi cultivada ap6s desagregacdo enzimatica (colagenase tipo
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IV) para obtencdo de cromossomos. As células foram cultivadas com DMEM
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal. A colheita cromossémica foi feita com 0,1
ml de colcemid e KCI 0,075 M foi usado para a hipotoniza¢do. As laminas com 0s
cromossomos foram incubadas a 37 ° C por 24 horas antes do tratamento com 2 x SSC a
45 ° C por min 2'30". A coloracéo foi realizada em tampéo fosfato (pH 6,8) e Wright
(3:1). As aquisicOes de imagens foram feitas em um microscépio Leyca DM 500 com
uma camera ICC Leyca HD 50. Ap6s anélise observamos cariétipos muito complexos,
com altera¢cBes numéricas e estruturais em quase todos os pares de cromossomos. Os
nameros de cromossomos variaram de 44 a 52, exibindo cari6tipos proximos a diploidia.
O ndmero modal de cromossomos foi de 46. Sendo assim foi construido o seguinte
cariétipo composto: 44~52, XY, -X, del (1)(p32-> pter), +2, -4, del (6)(q24 -> qter), -7, -
8, -9, -9, -10, +10, +11, -12, +12, +13, +14, -15, +15, -16, -17, +18, -20, -21, +21, +22,
+r, +mar(x3), para demostrar as alteragdes clonais. Os craniofaringiomas foram pouco
analisados citogeneticamente até agora, e apenas 0S cromossomos, o0 2 e 0 12, foram
consistentemente envolvidos. Nosso trabalho contribui para compreensao da biologia dos
craniofaringiomas, pois, poucos casos foram citogeneticamente analisados até o
momento.

Palavras-chave: craniofaringioma, alteracbes cromossomicas, bandeamento G,
alteracdes clonais.

ABSTRACT

Cancers of the Central Nervous System (CNS) represent about 2% of all neoplasms.
Because it affects the nervous system, they show a wide range of symptoms, because this
organ coordinates all body functions. Craniopharyngiomas are tumors of the seal region
presumably derived from a Rathke epithelium pouch, with a benign behavior. The cases
of craniopharyngiomas correspond to 1.2 to 4.6% of CNS tumors. Two variants are
known: adamantinomatous and papillary craniopharyngioma. Little is known about
chromosomal changes in this type of tumor, and CGH studies have so far failed to show
specific chromosomal changes and have suggested that the presence of multiple
chromosomal changes are rare events in craniopharyngioma. Our work aimed to
characterize the chromosomal abnormalities of a patient with craniopharyngioma. The
sample was obtained at Hospital Ophir Loyola, Beléem-PA, and was cultured after
enzymatic disaggregation (collagenase type 1V) to obtain chromosomes. The cells were
cultured with DMEM supplemented with 10% Bovine Fetal Serum. Chromosomal
harvesting was performed with 0.1 ml of colcemid and 0.075 M KCI was used for
hypotonization. The slides with the chromosomes were incubated at 37 ° C for 24 hours
before treatment with 2 x SSC at 45 ° C for 2'30 " min. Staining was performed in
phosphate buffer (pH 6.8) and Wright (3: 1). Image acquisitions were made using a Leyca
DM 500 microscope with an ICC Leyca HD 50 camera. After analysis, we observed very
complex karyotypes, with numerical and structural changes in almost all chromosome
pairs. Chromosome numbers ranged from 44 to 52, showing karyotypes close to diploidy.
The modal number of chromosomes was 46. Thus, the following composite karyotype
was constructed: 44 ~ 52, XY, -X, del (1) (p32-> pter), +2, -4, del (6) (q24 -> qgter), -7, -
8,-9,-9,-10, +10, +11, -12, +12, +13, +14, -15, +15, -16, -17, +18, -20, -21, +21, +22, +
r, + sea (x3), to demonstrate clonal changes. Craniopharyngiomas have been little
analyzed cytogenetically until now, and only chromosomes, 2 and 12, have been
consistently involved. Our work contributes to understanding the biology of
craniopharyngiomas, as few cases have been cytogenetically analyzed so far.

Keywords: craniopharyngioma, chromosomal changes, G banding, clonal changes.
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1 INTRODUCAO

O cancer é o principal problema mundial de salde e uma das causas mais
importantes de morbidade e de mortalidade entre criangas e adultos (VILELA, 2007).
Estes ocorrem pelo fato de genes que sdo essenciais no desenvolvimento do ciclo celular
estarem mutados, de forma a ocorrer uma proliferacdo desregulada, ndo obedecendo aos
sinais bioquimicos normais de pare e siga do ciclo celular. Toda populacdo de células
dentro de um tumor se origina a partir de uma tnica célula que tenha sofrido uma alteracéo
genética e, portanto, os tumores sdo constituidos por células clonais (SNUSTAD et al,
2008).

O estudo citogenético € uma forma de se determinar alteracdes especificas que
podem originar ou aumentar o poder de proliferacdo das neoplasias. Algumas mudancas
cromossdmicas nas células somaticas estdo envolvidas com o inicio e a progressao de
muitos tipos de cancer (THOMPSON & THOMPSON, 2008).

As neoplasias do SNC representam aproximadamente 2% de todos os tipos de
canceres, ocorrendo em uma frequéncia menor quando comparados aos outros que afetam
nosso organismo. Entretanto s@o mais graves, pois afetam o sistema que coordena todo o
nosso corpo (CUSTODIO, 2011).

Os estudos citogenéticos em tumores do SNC demostram que as alteracfes
cromossdmicas recorrentes geralmente mostram-se importantes na formacéo destes
tumores solidos, pois se tornam marcadores que facilitam a deteccdo de tipos especificos
de tumores, além de fornecerem informaces sobre prognosticos, resultados clinicos e de
respostas a terapias. Em complemento, a identificacdo de genes envolvidos em regides
recorrentes de alteracbes cromossdémicas podem tornar-se alvos atrativos para o
desenvolvimento de novas terapias (ALBERTSON et al., 2003).

Este trabalho tem como objetivo descrever as anormalidades cromossémicas em
um paciente com o diagnostico de craniofaringioma, através da utilizacdo da técnica de

bandeamento G.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

O céancer € uma doenca que esta diretamente relacionada a desregulacdo do
crescimento celular; surge da ocorréncia de varias mutacdes em genes que estdo
relacionados com o controle da divisdo celular ou do crescimento celular, podendo causar
um mau funcionamento bioquimico e uma proliferacdo desregulada das mesmas
(SNUSTAD, 2008 & SOUSA et al, 2020).
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Os céanceres surgem quando genes criticos sdo mutados. Sem o controle adequado
destes genes as células dividem-se sem obedecer aos sinais bioquimicos, acumulando-se
umas sobre as outras formando os tumores (SNUSTAD, 2008). Atualmente, segundo
evidéncias bem fundamentadas, as mudancas cromossémicas/cariotipicas nas células
somaticas estéo envolvidas com inicio e a progressdo dos tumores (LI et al., 2009).

Algumas classes de genes, como 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de
tumor (GST), séo alvos destas modificagcdes mais frequentemente que outras, justamente
por estarem envolvidos diretamente com a regulacdo da divisao celular. Outros grupos
génicos também estdo envolvidos na génese tumoral em diversos canceres, COmo 0s genes
reguladores de apoptoses (morte celular programada) e os genes de reparo do DNA, entre
outros (BROWNER et al., 2004).

A mutagdo nos oncogenes necessariamente devem auxiliar na hiperexpresséo ou
na atividade anormal de seus produtos proteicos mutantes; ja as mutacdes nos GSTs
necessariamente devem associar-se com a inativacdo da expressdo dos genes ou do
funcionamento dos produtos proteicos destes genes, cujos papéis sdo importantes na
regulacdo do ciclo celular, controlando-o negativamente. No entanto, genes que mantém
a integridade do genoma também podem ser mutados e induzir a formacéo de tumores,
no entanto de maneira indireta, ja que a instabilidade gerada por este tipo de alteracéo,
necessariamente, deve induzir mutacfes em oncogenes e GSTs para que o cancer se forme
(SNUSTAD, 2008).

Um tumor pode originar-se de varias alteracdes genéticas e epigenéticas. Podendo
ser: alteragdes numéricas ou estruturais nos cromossomos; na sequéncia dos genes com
ganho de funcdo ou perda de funcdo; ou com insercdao de radicais metila e acetila nos
promotores génicos ou nas histonas, levando ao silenciamento ou hiperexpressao de genes
importantes; assim ocorrendo o comprometimento com a integridade gendémica. Portanto,
essas alteracBes promovem a instabilidade do funcionamento celular (CUSTODIO,
2011).

A formacdo de um tumor maligno ndo é causada pela alteragdo de um Unico
oncogene ou pela inativacdo um anico GST, mas sim pela mutacdo de grupos de genes
que irdo conferir vantagem seletiva conduzindo o crescimento acelerado, descontrolado
e induzindo a formacdo de metastases. Estas ocorrem quando tumores malignos
disseminam-se para outros locais do corpo formando tumores secundéarios (LOUIS et al.,
2007). Portanto, para que um cancer tenha um crescimento com éxito é necessario que

ocorram alteragdes na fisiologia celular, assim, desregulam o ciclo celular. A
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identificacdo e determinacgdo das alteracdes génicas e cromossdmicas se faz importante
para o entendimento da biologia do cancer e das aplica¢Bes clinicas, assim como a
identificacdo de alvos terapéuticos ou que indiquem a progresséo da doenca e progndstico
(CUSTODIO, 2011).

As neoplasias do SNC representam aproximadamente 2% de todos os tipos de
canceres. Os tumores do SNC ocorrem em uma frequéncia muito baixa quando
comparados aos outros que afetam nosso organismo. Entretanto, s&éo mais graves, pois
afetam o sistema que coordena todo o funcionamento do nosso corpo (CUSTODIO,
2011).

Tumores podem ser classificados como benignos ou malignos, de acordo com a
graduacdo estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS). Este é um fator que
varia de acordo com o grau de malignancia da neoplasia, influenciando diretamente no
tratamento do paciente. Outros fatores, como idade, localizagdo do tumor e respostas ao
tratamento, irdo interferir no tempo de vida do paciente (LOUIS et al., 2007).

Os tumores do SNC sdo muito diversos e complexos. Cada tipo tumoral possui
um comportamento clinico diferente. O craniofaringioma é um tumor da regido selar que
corresponde a 1,2-4,6% de todos os tumores do SNC. O craniofaringioma € um tumor
benigno de grau |, pois apresenta incidéncia local e é incapaz de formar metéstases.
Apresenta-se em duas variantes: adamantinomatoso ou papilar. Os craniofaringiomas
adamantinomatosos ocorrem com mais frequéncia em individuos com menos de 20 anos,
por outro lado os craniofaringiomas papilares ocorrem quase exclusivamente em adultos.
A variante adamantinomatoso e a papilar se distinguem histologicamente, o primeiro
possui granulos compactos com queratina e rico em colesterol e 0 segundo nao apresenta
queratina nem fluido rico em colesterol (LOUIS et al., 2007; SILVA et al, 2010).

Os sinais e sintomas observados incluem alteracGes visuais (72% dos pacientes),
cefaléia (68%), vomitos (40%) e edema de papila (24%), com periodo de evolugédo
variando de 18 dias a 60 meses, com média de 11,66 meses (ROSA, 2007). A cirurgia é
o0 tratamento, envolvendo craniotomia, na tentativa da ressec¢do completa do tumor; se
ndo for obtida o tratamento é seguido de radioterapia. Das queixas pés-cirdrgicas
referidas, 24,5% sdo relacionadas a fala, 24,5% a audi¢do, 19% a degluti¢do, 13% a voz,
13% a paralisia facial e 6% a linguagem. Podendo ocorrer também nanismo e auséncia
de maturacdo sexual, decorrentes do esmagamento ou destruicdo da hipofise. (SILVA,
2010).
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A Unica alteracdo molecular amplamente reconhecida de casos com a variante
adamantinomatoso € a mutacdo no gene CTNNBL, que codifica a proteina B-catenina. A
B-catenina possui dois papéis fundamentais: na membrana plasmatica ela possui fungao
estrutural, associando-se a moléculas de adesdo que formam complexos que ligam a
actina do citoesqueleto nas juncdes célula-célula e também regula a proliferacdo celular,
aumentando a transcri¢do de genes relacionados (CANI, 2010).

A instabilidade cromossdmica é evidenciada por perdas e ganhos cromossémicos,
as alteragdes cromossdmicas numéricas que sdo denominadas de aneuploidias (MALUF,
2011). A aneuploidia ocorre devido a ndo disjuncao mitdtica, que descreve uma mudanca
numérica em parte do genoma, geralmente uma mudanca na dosagem de um Unico
cromossomo, e as alteragdes estruturais podem ser rearranjos cromossémicos internos ou
entre cromossomos diferentes. Tais alteracdes podem ser encontradas em diversas
variantes dentro de uma Unica célula (SNUSTAD, 2008).

De acordo com a OMS, o craniofaringioma possui multiplas alteracdes e ocorre
em uma frequéncia maior nos cromossomos 2 e 12, entretanto, este tumor ndo possui um
padrdo de alteracdes que caracterize-o até o momento, talvez pelo baixo numero de
amostras analisadas (LOUIS et al., 2007).

De acordo com Rickert & Paulus (2003) pouco se sabe sobre 0s possiveis
desequilibrios cromossémicos dos craniofaringiomas e ha uma grande escassez de dados.
Eles realizaram um estudo desse tumor com a técnica de CGH (Comparative Genomic
Hybridization), onde nédo foram reveladas mutacgdes significativas no nimero de copias
do DNA, sugerindo que desequilibrios cromossdmicos sdo eventos raros. Este tumor tem
uma ocorréncia maior na infancia, entretanto nao se sabe sobre a predisposicdo genética.
Contudo, como alguns casos ocorrem entre irméos, ha indicios que eventos genéticos
possam estar envolvidos com o mecanismo pelo qual se origina a doenca.

Neste trabalho utilizamos a técnica de bandeamento G, que é utilizada na maioria
dos laboratérios de citogenética, e € um método de diferenciacdo longitudinal dos
cromossomos, no qual cada par de cromossomos cora-se com um modo caracteristico de
bandas claras e escuras (negativas e positivas, respectivamente); usando esta técnica todos
0s pares cromossdmicos podem ser individualmente identificados, assim podemos
observar as alteracGes numéricas e/ou estruturais dos mesmos (THOMPSON &
THOMPSON, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

A amostra foi recebida do Hospital Ophir Loyola (HOL) em Belém-PA-Brasil,
originada de um paciente diagnosticado com craniofaringioma. Ao chegar ao laboratorio
do Instituto Evandro Chagas (IEC), a amostra foi dissociada enzimaticamente com
colagenase tipo IV e cultivada in vitro, em meio a base de DMEN suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF), fatores de crescimento, antibiéticos e fungicidas.

A amostra foi dividida em duas, uma para realizacdo da cultura e a outra
armazenada, em um freezer -70°C, para estudos posteriores. Para a implantacdo do
cultivo a amostra foi macerada em uma placa de petri e recebeu um tratamento com
colagenase 1V em um tubo de centrifuga do tipo falcon, o material foi resuspendido até
que a dissociacdo do tecido ocorresse por completo e entéo foi centrifugado, retiramos o
sobrenadante para acrescentar 0 meio de cultura que € constituido por: 17 ml de DMEN,
2 ml de SBF e um 1ml de Aminiomax (fator de crescimento), e entdo as células foram
transferidas para a garrafa de cultura, sendo monitoradas diariamente até atingirem as
caracteristicas adequadas para as técnicas citologicas.

Quando as culturas atingiram 80% de confluéncia e um numero razoavel de
células mitoticamente ativas, foi realizada a técnica de extracdo cromossémica:
adicionamos 0,1mL de colcemid na garrafa de cultura, homogeneizamos e incubamos por
uma hora. Logo em seguida foram tratadas com tripsina, para que as células da garrafa
fossem colhidas. Transferimos as celulas para um tubo de centrifuga onde foi
centrifugado durante 10 minutos por 1000 RPM, retiramos o sobrenadante e adicionamos
5 ml de KCI e ressuspendemos. Adicionamos 1ml de fixador carnoy, centrifugamos
novamente e retiramos o sobrenadante para adicionar mais 5 ml de fixador. Apos lavagens
sucessivas com troca de fixador seguidas da centrifugacdo a amostra foi armazenada em
freezer. As laminas foram preparadas despejando duas gotas do material em suspencgéo
sobre a ldmina, em seguida foram coradas com GIEMSA 5%. Apos, foi realizada a
observacdo no microscépio para contagem do numero diploide das células em metéfase
e em seguida realizamos a técnica de coloracdo por bandeamento G. Nesta tratamos as
metéfases durante 1 minuto no PBS, 2 minutos na tripsina e mais 1 minuto no PBS e em
seguida coramos com GIEMSA durante 2 minutos e meio.

As imagens foram capturadas em Leyca DM 500 com uma camera ICC Leyca HD

50 e os cariotipos foram montados com o auxilio do programa Adobe photoshop.
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4 ANALISE E INTERPRETAC}AO DOS DADOS

As células apresentaram numeros diploides de 44 & 52, com nimero modal de 46
cromossomos. Diversas alteragOes clonais foram encontradas (ver Figura 1 e 2), inclusive
afetando os cromossomos 2 e 12, como descrito nos trabalhos de Gorsky et al (1992) e
Karnes et al. (1992), de resultados obtidos também por citogenética classica em
craniofaringiomas. Entretanto, observamos outras alteragdes em diversos cromossomos.
Ap0s catalogacdo de diversas metéfases, construimos o seguinte cariétipo composto:
44~52, xy, -X, del (1)(p32-> pter), +2, -4, del (6)(q24 ->qter), -7, -8, -9, -9, -10, +10, +11,
-12, +12, +13, +14, -15, +15, -16, -17, +18, -20, -21, +21, +22, +r, +mar(x3). Apesar de
algumas alteragdes ndo caracterizarem-se como clonais, e por isso ndo estarem inseridas
no cariétipo composto, merecem nossa atencao. Duas alteracdes diferentes envolveram o
cromossomo 1: dup(1)(g21) e del(1)(p32 -> pter); quatro diferentes alteragdes estruturais
foram observadas no cromossomo 3: del(3)(pl2 ->pter), del(3)(g26 -> qter),
inv(3)(g13pl2) e t(3;16)(gl1;q1l); e finalmente, o braco curto do cromossomo 7 foi
translocado para trés cromossomos diferentes em trés diferentes células e foi ainda

encontrado deletado em outra célula.

Figura 1. Caridtipo representativo de um craniofariongioma bandeado pela técnica de bandeamento G
exibindo as seguintes alteracfes: monossomia de 8, 12, 16 e 21; trissomia do 14 e 19 delecdo no braco
longo do cromossomo 6, material de origem desconhecida nos cromossomos 13 e 14 e cromossomos
marcadores.
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Figura 2. Cari6tipo representativo de um craniofariongioma bandeado pela técnica de bandeamento G
exibindo as seguintes alterac6es: duplicacdo do 1(g21), monossomia do 9, Trissomia do 13 e uma quebra
na crométide 14(q).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados complementam os de Gorsky et al (1992) e Karnes et al. (1992)
ao demostrar multiplas alteracbes cromossomicas pela técnica de citogenética classica.
No entanto, Rickert & Paulus (2003) relataram que a instabilidade cromossémica neste
tipo de tumor é um evento raro. N6s concluimos que o nimero de amostras analisadas
citogenéticamente sdo insuficientes para tirar conclusfes sobre a composicdo cariotipica
deste tumor. Sugerimos ainda que duas variantes de craniofaringiomas podem ser criadas
apos analise de um maior numero de amostras pelas técnicas de citogenética, uma com
pouca ou nenhuma instabilidade cromossémica e outra com uma elevada taxa de
instabilidade cromossémica.
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