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RESUMO 

Os meningiomas constituem o segundo tipo de tumor primários cerebral mais comum, 
originando-se nas meninges que revestem o cérebro e a medula espinhal. Possuem 
crescimento lento, sendo encontrados com maior freqüência no SNC. Na maioria dos 
casos são benignos, porém há também casos de meningiomas classificados como 
malignos. No nível citogenético, os meningiomas são os tumores mais bem estudados 
em humanos, e os resultados demonstraram que as alterações mais frequentes nesse tipo 
de tumor tem sido a perda de uma cópia do cromossomo 22 e a deleção do braço curto 
do cromossomo 1. Essas alterações têm sido associadas ao processo de gênese tumoral, 
por serem características de tumores de baixo grau, principalmente deleções envolvendo 
o cromossomo 22. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar a 
recorrência de alterações no número de cópias (CNAs) envolvendo os cromossomos 1p 
e 22 em meningiomas de grau I e II, além de averiguar a existência de outros rearranjos 
recorrentes, por meio da análise genômica comparativa de alta resolução (array-CGH). 
As amostras analisadas foram provenientes de oito pacientes. Todas as amostras 
apresentaram ganhos e perdas de diversos segmentos cromossômicos. Com exceção de 
um caso, todos os outros apresentaram em maior ou menor grau mais deleções do que 
amplificações. A perda de segmentos localizados em 1p foi observada em todas as 
amostras analisadas. Algumas CNAs apresentaram recorrência em até seis dos oito 
casos. O cromossomo 22 apresentou CNAs em todas as amostras, mas a monossomia 
total só foi observada em duas das oito amostras. A análise global de CNAs em todas as 
amostras demonstrou que, apesar de alterações em 1p e 22 serem as modificações mais 
observadas, como o esperado, outras regiões genômicas também se apresentaram 
modificadas em várias amostras, apontando para um possível envolvimento dessas 
modificações com o processo de tumorigênese e progressão tumoral. Algumas delas, 
como alterações nos pares 9, 12 e 17, já foram observadas em outros trabalhos e foram 
correlacionadas com meningiomas atípicos e anaplásicos. Dessa forma, os dados 
obtidos apontam para a existência de um número maior de alterações genômicas em 
meningiomas de baixo grau, refutando, em parte, a afirmação de que esses tumores são 
caracterizados por um pequeno número de alterações quando comparados com tumores 
de malignidade maior. No entanto, o fato desses tumores apresentarem as alterações que 
são clássicas dos meningiomas, mesmo os benignos, como as deleções em 1p e em 22q, 
pode ser um indício de que estas alterações devem estar ligadas com os eventos iniciais 
destes meningiomas, como já foi sugerido diversas vezes por outros autores. 
Concluindo, essas alterações permanecem como marcadores importantes em 
meningiomas, e as relações dessas e outras CNAs com a resposta a diferentes 
tratamentos e ocorrência de recidivas devem ser o próximo passo após a caracterização 
citogenômica baseada em array-CGH.   
 
Palavras-Chave: Meningiomas, Alterações Cromossômicas, a-CGH, Deleções, 

Duplicações 
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ABSTRACT 
 
Meningiomas are the second most common type of primary brain tumor, originating in 
the meninges covering the brain and spinal cord. They show slow growth, and are found 
more often in the CNS, being benign in most case, although there are also cases of 
meningiomas classified as malignant. At the cytogenetic level, meningiomas are the 
most well studied tumors in humans: studies in CNS tumors have shown that most cases 
had chromosomal abnormalities, and the most common alterations in theis type of 
tumor are the loss of one copy of chromosome 22 and deletion of the short arm of 
chromosome 1. These alterations have been associated with the tumorigenesis process, 
because they are found mostly in low-grade tumors, particularly deletions involving 
chromosome 22. Thus, the aim of this study was to analyze the occurrence of copy 
number alterations (CNAs) involving chromosomes 1p and 22 meningiomas grade I and 
II, and in addition to verifying the existence of other recurrent rearrangements through 
the application of high resolution comparative genomic hybridization (array - CGH ). 
Tumor samples were collected from eight patients. All samples showed gains and losses 
of various chromosomal segments. Except for one case, all others showed, in different 
degrees though, more deletions than amplifications. Loss of 1p segments was observed 
in all samples. Some CNAs were recurrent, being found up to six out of the eight cases. 
Pair 22 showed CNV in all samples, but the total monosomy was observed in only two 
of the eight samples. The global analysis of CNAs in all samples showed that, although 
changes 1p and 22 were the most frequent observed alterations, as expected, other 
genomic regions had also alterations in various samples, indicating a possible 
involvement of these modifications in the process of tumorigenesis and tumor 
progression.  For instance, alterations in pairs 9, 12 and 17, have been observed in other 
studies and were correlated with atypical and anaplastic meningiomas. Our data indicate 
the existence of a larger number of genomic alterations in low-grade meningiomas, 
disagreeing partly with the assumption that these tumors are characterized by a small 
number of changes, usually involving pair 22 and, less frquently, loss of 1p. However, 
the fact that these tumors present alterations that are classically found in meningiomas, 
even benign, such as deletions in 1p and 22q, may be an indication that these changes 
must be linked with the early events of origin in meningiomas, as already suggested 
several times by other authors . In conclusion, these alterations remain important 
markers in meningiomas, and the relationships of these and other CNAs with the 
response to different treatments and recurrences should be the next step after 
cytogenomic characterization based on array-CGH has been completed. 
 
 
Key Words: Meningiomas, Chromosomal Alterations, a-CGH, Deletions, Duplications. 
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I  INTRODUÇÃO 
 
I.1  MENINGIOMAS 

I.1.1 Considerações Gerais 

Meningiomas constituem o segundo tipo de tumor primários cerebral mais 

comum, originando-se nas meninges que revestem o cérebro e cordão espinhal, 

possuem crescimento lento encontrado com maior freqüência no SNC (AHMADI et al 

2006), sendo na maioria dos casos benignos e podendo ser curados com a retirada total 

do tumor (ROSENBLUM et al. 2004). São responsáveis por 13-26% de todos os 

tumores primários intracranianos, com uma incidência anual estimada em 6 novos casos 

a cada 100.000 indivíduos (WROBEL et al., 2005 ; ALEXIOU et al., 2011). Além 

disso, em estudos baseados em autópsias, 2,3% dos indivíduos apresentavam 

meningiomas assintomáticos que não haviam sido diagnosticados, sugerindo que esse 

tipo de tumor seja mais comum do que é detectado clinicamente (LUSIS et al., 2004).  

No entanto, aproximadamente 9% a 22% dos pacientes possuem experiência de 

recorrência, dependendo da localização do tumor (AKEYSON et al., 1996; WHITTLE 

et al. 2004). Embora a maioria destes tumores seja histologicamente benigna, alguns 

meningiomas apresentam sinais de malignidade, tais como vascularização acentuada, 

perda da estrutura organóide, figuras mitóticas, pleomorfismo nuclear, nucléolos 

proeminentes, necrose focal, ou infiltração adjacente ao cérebro (LOPEZ-GINES et 

al.,2004) 

A classificação e graduação do meningiomas recebeu atenção especial na 

Conferência Internacional de Neuropatologistas (1999) a fim de oferecer informações 

adicionais sobre o comportamento de agressividade e predisposição à recorrência de 

cada subtipo, e quatro variáveis foram acrescentadas à análise: grau, subtipo histológico, 

índice proliferativo, e invasão cerebral (KLEUIUES et al., 2002). 
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 I.4.2 Classificação 

Segundo a classificação da WHO os tumores das meninges são divididos de 

acordo com sua origem em: tumores das células meningoteliais, tumores mesenquimais, 

lesões melanocíticas primárias e outras neoplasias relacionadas às meninges  (Tabela 

01) (LOUIS et al., 2007). Além disso, são classificados em três diferentes graus de 

malignidade (I, II e III), possuindo, assim, significância prognóstica importante (LOUIS  

et al., 2007; ALEXIOU et al., 2011). 

x Grau I: São meningiomas benignos (85-90%), que incluem meningotelial, fibroso 

(fibroblástica), transicional, angiomatoso, microcístico secretor, rico em 

linfoplasmático ou metaplásico. A maioria das categorias dentro do grupo 

benigno não possui nenhum significado prognóstico. 

x Grau II: Alto risco de recorrência e agressividade (5-10%), inclui meningiomas 

de células claras, cordóide e tipos histológicos atípicos possuindo alto potencial 

de hipercelularidade e formação de células pequenas. 

x Grau III: É o grupo maligno comporta se de forma mais agressiva (3-5%), 

incluindo papilar; meningioma rabdóide e anaplásico. Apresentam uma alta 

freqüência de invasão no cérebro, recorrência e metástases. (LOUIS  et al., 2007, 

ALEXIOU et al., 2011). 

 

Apesar dos meningiomas, normalmente, apresentarem características histológicas 

benignas e a retirada total estar associada com prognóstico favorável, os tumores 

atípicos ou anaplásicos podem ser encontrados em 6% dos casos e estão associados com 

risco aumentado de recorrência. Meningiomas atípicos ou anaplásicos são ligeiramente 

mais comuns em homens. Além disso, meningiomas atípicos e malignos, quando 

surgem, são mais comuns na sexta e sétima décadas de vida, respectivamente. O termo 
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atípico é usado para qualquer padrão de arquitetura, porém as características 

histológicas específicas são a taxa de pelo menos quatro figuras mitóticas por campo, 

alto potencial mitótico e hipercelularidade, lençóis arquitetônico, e formação de células 

pequenas (ALEXIOU et al., 2011). 

A maioria dos meningiomas obtém diversos receptores durante a tumorigênese. 

Estudos de receptores hormonais foram realizados principalmente por meio de 

imunohistoquímica. Quase 61% dos meningiomas possuem Receptores de Progesterona 

(RP) que desempenham um papel importante no crescimento do meningioma. 

Expressão de RP está associada com o grau histológico benigno, menor frequência de 

recorrência e, sobretudo, prognóstico favorável (ALEXIOU et al., 2011). 

 

Tabela1. Classificação dos meningiomas de acordo com seus subtipos histológicos e grau segundo a 
WHO(2000). 
 Meningioma Típico (Grau I)- Baixo risco de recorrência e agressividade 
         Meningioma Meningotelial                                  
         Meningioma Fibroblástico  
         Meningioma Transicional  
         Meningioma Psamomatoso 
         Meningioma Angiomatoso 
         Meningioma Microcístico 
         Meningioma Secretor 
         Meningioma Linfoplasmocítico 
         Meningioma Metaplásico 
 Meningioma Atípico (Grau II)- Alto risco de recorrência e agressividade 
         Meningioma Atípico 
         Meningioma de células claras     
         Meningioma cordóide  
Meningioma Atípico (Grau II)- Alto risco de recorrência e agressividade (maligno) 
        Meningioma Rabdóide 
        Meningioma Papilar 
        Meningioma Anaplásico 
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Meningiomas de grau I, geralmente, seguem um curso clínico benigno, onde os 

três padrões mais comuns dentro deste grupo são os tumores meningoteliais, fibrosos e 

de transição (WHITTLE et al., 2004). Meningiomas anaplásicos, papilares e rabdóides 

são classificados como meningiomas de grau III e se comportam de uma forma muito 

agressiva (MITELMAN et al., 1995). Estes tumores apresentam uma alta frequência de 

invasão no cérebro, alto índice de recorrência e metástases (ALEXIOU et al., 2011). 

Eun et al., (2009) demonstraram que houve um aumento significativo na 

frequência de complexidade cariotípica com respeito ao aumento de grau pela WHO 

entre tumores de grau I (63,3%), havendo uma tendência para aumentar entre os de grau 

II (80,0%) e III (71,4% ), no entanto de acordo com a WHO, houve um aumento 

significativo nas frequências de complexidade cariotípica entre os graus I , II e III.  

Observou-se que tumores de alto grau são mais propensos a demonstrar 

anomalias citogenéticas e complexidade do que tumores de baixo grau, o que levou à 

sugestão de que o cariótipo reflete a natureza biológica do tumor.   Mais de 80% dos 

meningiomas benignos são das classes meningeal, transicional ou fibroblástica 

(LANTOS et al., 2002). Os meningiomas benignos têm bom prognóstico, embora possa 

haver recorrência do tumor em 7-20% dos casos, mesmo quando retirados 

completamente (PITTELLA et al., 2006).          

Meningiomas atípicos mostram algumas características de malignidade 

histológica, como a presença de quatro ou mais mitoses por 10 campos de grande 

aumento, ou o encontro de três dos seguintes aspectos histológicos: alta celularidade, 

aumento da relação núcleo/citoplasma, nucléolos proeminentes, arranjo arquitetural 

mais difuso e necrose (Figura 1). Estes tumores representam 4,7-7,2% dos 

meningiomas, com índices de recidiva de até 50% após cinco anos de tratamento 

(FROSH et al., 2005; PITTELLA et al.., 2006). 
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Os meningiomas anaplásicos ou malignos são tumores que apresentam 

características histológicas de malignidade, que são a presença de 20 ou mais mitoses 

por campos de grande aumento e aspectos citológicos semelhantes aos sarcomas, 

carcinomas ou melanomas. É constituído por extensas áreas de células de aspecto 

‘rabdóide’, ou seja, células arredondadas ou poligonais, com citoplasma abundante, 

róseo, contendo uma área nodular, lembrando uma inclusão eosinofílica, que desloca o 

núcleo para a periferia.  Geralmente, o núcleo tem cromatina frouxa e nucléolo 

proeminente. Os meningiomas anaplásicos constituem 1,7-2,8% dos meningiomas 

(KLEIHUES et al., 1993; KLEIHUES & CAVENENCE, 2000; PITTELLA et al., 

2006; LOUIS et al., 2007). 

O meningioma do tipo anaplásico pode ser a apresentação inicial do meningioma 

ou a recorrência do meningioma benigno. As causas podem ser tanto exógenas, 

incluindo fatores como traumas, vírus e irradiação craniana, quanto endógenas, 

ocasionadas por ação de hormônios ou fatores de crescimento (FALAVIGNA et 

al.,2003) (Figura 2)  

 

Figura 1: Células de Meningiomas atípico, (A) células com 4 mitose por campos, (B) hipercelularidade,  (C) núcleos 
proeminentes, (D) células com necrose. http://anatpat.unicamp.br/nptmeningioma18a.html. 

http://anatpat.unicamp.br/nptmeningioma18a.html
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I.4.3 Epidemiologia 

Meningiomas intracranianos afetam mais freqüentemente as mulheres do que 

homens, tendo uma relação de 2:1, respectivamente e geralmente ocorrem em pacientes 

entre 50 e 60 anos. A incidência anual por 100.000 pessoas varia de 2 a 7, para as 

mulheres e 1 a 5 para os homens (ALEIXIOU et al., 2011) . Estima-se que 2-3% da 

população pode ter meningioma incidental assintomática (WHITTLE et al., 2004). 

Meningiomas são os tumores mais comum decorrente da dura-máter do cérebro em 

qualquer sítio, mais comumente a abóbada do crânio e da base do crânio (KLEIHUES et 

al 2002). Embora muitos meningiomas tenham uma etiologia desconhecida, vários 

fatores de risco foram identificados, entre os quais a radiação ionizante, traumatismo 

craniano, hormônios e outros sítios de ligação e de fatores genéticos (GU et al., 2009).  

Em indivíduos com idade entre 18 e 49 anos, o risco de meningioma é 

aumentado 3-4 vezes em pessoas quando possuem histórico familiar de tumores 

cerebrais benignos, de câncer de mama ou melanoma, comparados com aqueles que não 

possuem relato de histórico familiar (HILL et al., 2004). 

Os meningiomas atípicos e anaplásicos são mais comuns entre homens; em 

crianças e adolescentes meningiomas são igualmente raros em ambos os sexos, porém 

 
Figura 2: Células de meningioma anaplásico, (A) mitoses comumente visível, (B) Citoplasma róseo com 'corpúsculo 
rabdóide' que indenta o núcleo, (C) Alto índice de marcação por MIB-1 (Ki-67) células com positividade em 10-15% dos 
núcleos.  http://anatpat.unicamp.br/textomeningiomas-tipos2.html#criterioanaplasico 

Mitose 

http://anatpat.unicamp.br/textomeningiomas-tipos2.html#criterioanaplasico
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apresentam uma tendência ao desenvolvimento de subtipos mais agressivos, geralmente 

associados a síndromes hereditárias, como Neurofibromatose Tipo 2, síndrome de 

Gorlin e síndrome de Cowden (MAROSI et al., 2008). Por apresentar uma evolução 

crônica, observam-se sintomas do tipo cefaléia, vômitos, alteração mental e sintomas 

focais, como convulsão e hemiplegia que é a paralisia de toda metade do corpo. O fator 

prognóstico mais importante é a localização do tumor, suas características histológicas e 

a extensão por retirada cirúrgica, no entanto o quadro clínico depende da área encefálica 

comprometida (FALAVIGNA et al., 2003). 

 

 I.2 INSTABILIDADE CROMOSSÔMICA  

O termo Instabilidade Cromossômica (CIN) refere-se a uma taxa aumentada de 

ganho e/ou perda de cromossomos inteiros ou segmentos cromossômicos devido as 

divisões mitóticas aberrantes. Essas alterações são comuns à maioria dos tumores 

malignos e resultam em desequilíbrio no número de cromossomos (aneuploidia), que 

pode aumentar a taxa de Perda de Heterozigosidade (LOH) e de amplificações de 

oncogenes e/ou levar a taxa de inativação de genes supressores tumorais (KOPS et 

al.,2005; MICHOR et al., 2005). 

Alguns genes que levam à CIN foram identificado, incluindo: 1) hBUB1 e 

MAD2, cujos produtos participam do controle de checkpoints; 2) BRCA 1 e BRCA2 que 

atuam no reparo e recombinação do DNA, controle dos checkpoints do ciclo celular, e 

transcrição; e 3) hCDC4 – envolvidos na regulação dos checkpoints da fase G1-S do 

ciclo celular por marcar proteínas para destruição (YERDEN et al., 2002; 

RAJAGOPALAN et al., 2004; BECKMAN & LOEB, 2005; MICHOR et al., 2005). 

Existem consideráveis evidências do envolvimento da CIN na iniciação, 

progressão, aquisição de resistência à drogas, habilidade de formar metástases de 
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malignidades humanas, sendo visível a existência em síndromes de CIN hereditárias, 

incluindo a Ataxia telangiectasia (A-T), a quebra Nijmegen, as Síndrome de Bloom e 

Werner, bem como a anemia de Fanconi, todas conhecidas pela predisposição a vários 

tipos de cânceres (MASUDA & TAKAHASHI, 2002; LI et al., 2009).  

 

I.3 CITOGENÉTICA E CÂNCER  

O papel dos rearranjos cromossômicos adquiridos na oncogênese e progressão 

tumoral estão bem estabelecidos, conforme exemplificado anteriormente ao se explicar 

a ocorrência de instabilidade cromossômica (CIN). Estas alterações são múltiplas e 

diversas e os produtos destes genes rearranjados desempenham um papel essencial na 

transformação e crescimento de células cancerosas (BERNHEIM et al., 2010). A 

observação de que muitos genes afetados por rearranjos cromossômicos estavam 

envolvidos em algumas fases críticas no crescimento celular, desenvolvimento ou 

sobrevivência tem aumentado o interesse sobre como os rearranjos alteram a função 

desses genes alvo, resultando em uma melhor compreensão dos mecanismos de 

formação de alterações cromossômicas e o seu papel no desenvolvimento do câncer 

(BONASSI et al., 2004). 

Aberrações cromossômicas numéricas são comumente observadas em tumores 

humanos. Presume‐se que estas alterações são os eventos genéticos de maior 

prevalência dentre mais de vinte mil tumores sólidos analisados (SEN, 2000). Neste 

contexto, análises citogenéticas de tumores objetivam identificar alterações 

cromossômicas a partir das quais os estudos moleculares de genes envolvidos na 

patogênese do câncer possam ser desenvolvidos (PATEL et al., 2000).  

A determinação de alterações genéticas é de extrema importância em câncer, 

uma vez que, a determinação de um grande número de alterações em cânceres em 
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progressão pode ser a chave pra quantificar a extensão da heterogeneidade de um tumor 

e avaliar pacientes quanto ao risco ou desenvolvimento a resistências a drogas (LOEB et 

al., 2008). 

As análises citogenéticas clássicas de tumores obtiveram considerável 

incremento nos anos 90, em função das análises de banda de alta resolução e da 

hibridização in situ (FISH). O aprimoramento tecnológico da hibridização in situ deu 

origem à multiplex FISH e à Hibridização Genômica Comparativa (Comparative 

Genomic Hybridization‐CGH), e mais recentemente ao array-CGH, idealizadas para 

realizar análises rápidas e precisas do genoma completo de tumores, em experimentos 

únicos (PATEL et al., 2000; PINKEL & ALBERTSON, 2005). 

Os métodos de citogenética molecular são necessários para detectar defeitos 

submicroscópicos, como microdeleções e microduplicações (PATEL et al., 2000; 

PINKEL & ALBERTSON, 2005). A aplicação de FISH em células interfásicas (iFISH) 

permite análise do aumento ou diminuição do número de cromossomos, através do uso 

de sondas centroméricas ou sondas controle de cópia única, e pode evidenciar alterações 

cromossômicas presentes em uma pequena porcentagem de células que poderiam 

escapar da detecção, caso somente técnicas de bandeamento fossem utilizadas 

(TIBILETTI, 2004). 

 

I.3.1 Hibridização Genômica Comparativa em Micro-Arranjos (aCGH)  

Alterações no número de cópias do DNA (CNAs) correspondem a uma das 

muitas causas de modificação da expressão e função de genes. Algumas variantes são 

encontradas entre indivíduos normais (geralmente chamadas de CNVs, ou variações no 

número de cópias), enquanto outras participam na causa de várias doenças (CNAs). Por 

exemplo, muitos defeitos no desenvolvimento humano são causados por perda ou ganho 
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de cromossomos ou segmentos cromossômicos, que ocorrem na formação do gameta ou 

logo após a fertilização, e as alterações nas dosagens do DNA observadas nas células 

somáticas frequentemente estão envolvidas nos cânceres (PINKEL & ALBERTSON, 

2005). 

A hibridização genômica comparativa (CGH) foi o primeiro método eficiente 

para um escaneamento geral do genoma em busca de alterações no número de cópias de 

segmentos do DNA. De uma forma geral, em um experimento de CGH, o DNA-teste e 

o DNA padrão são isolados, marcados por diferentes fluorocromos, e hibridizados em 

uma metáfase. Em uma variante da técnica, com maior resolução, a hibridização 

ocorrem em um micro-arranjo (a-CGH). A intensidade relativa dos sinais de 

hibridização são proporcionais ao número de cópias das sequências, no DNA-teste e no 

DNA padrão, e sua mensuração nos indica a ocorrência de ganhos e perdas genômicas 

no DNA-teste (PINKEL & ALBERTSON, 2005) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Representação esquemática do processo de aCGH: extração e marcação do DNA alvo e DNA 

padrão, co-hibridização em lâmina com micro-arranjo, escaneamento e interpretação de dados (Adaptado 

de http://compbio.cs.brown.edu/projects/nbc/). 

 

Assim, a análise por citogenética clássica pode detectar alterações 

cromossômicas visíveis, como uma banda cromossômica extra, mas pequenos ganhos e 

perdas no genoma podem não ser observados. Por outro lado, a aCGH é uma ferramenta 

http://compbio.cs.brown.edu/projects/nbc/
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de alta resolução para detecção de ganhos e perdas de DNA nos cromossomos, 

anteriormente indetectáveis (ROGATTO & RAINHO, 2004).  

As limitações do aCGH são a incapacidade de detectar mutações pontuais, 

rearranjos balanceados (inversões e translocações), ganhos e perdas em regiões não 

cobertas pelo array, alguns mosaicismos somáticos e alterações de ploidia. Este 

procedimento pode ser realizado com DNA extraído de biópsia tumoral fresca ou 

congelada, de células em cultura e linhagens celulares, ou até mesmo de fragmento 

fixado em formol e embebido em parafina (FFPE), ou seja, alterações na quantidade de 

material genético podem ser determinadas em amostras que poderiam não ser mais 

analisáveis por citogenética clássica (AFFYMETRIX, 2012).  

A aplicação de aCGH em amostras extraídas de vários tipos de tumores tem 

revelado recorrentes ganhos e perdas cromossômicas que não foram detectadas por 

análise citogenética tradicional, sendo que as aplicações prospectivas e retrospectivas 

em amostras tumorais permitem a realização de estudos correlativos, com possível 

identificação de indicadores de diagnóstico e prognóstico destas patologias (BUFFART 

et al., 2009). 

O conhecimento de regiões deletadas ou amplificadas podem ter uso imediato 

em diagnóstico clínico e prognóstico. Os microarranjos desenhados para leucemia 

linfocítica tinham regiões-alvo que permitiram a associação entre alterações genômicas 

e respostas a tratamentos (SCHWAENEN et al., 2009). Associações com variações no 

número de cópias de regiões genômicas já foram associadas com o prognóstico em 

diversos tipos tumorais, tais como próstata, mama, gástrico e linfomas (PARIS et al., 

2004; WEISS et al., 2004; CALLAGY et al., 2005). 
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I.3.2 Alterações Genômicas em Meningiomas 

Estudos realizados em tumores de SNC demonstraram que a maioria desses 

tumores apresentavam anormalidades cromossômicas (51,8%), sendo que um grande 

percentual eram tumores das meninges Grau I e Grau II (WHO) (EUN et al., 2009). De 

fato, no nível citogenético, os meningiomas são os tumores mais bem estudados em 

humanos. As alterações mais frequentes tem sido a perda de uma cópia do cromossomo 

22 e a deleção do braço curto do cromossomo 1 (ZANG, 2001; NUNES et al., 2005; 

EUN et al., 2009). Anormalidades cromossômicas numéricas e/ ou estruturais foram 

observadas também nos cromossomos 5, 6, 7, 19 (EUN et al., 2009). 

Os meningiomas de Grau I mostram ou um cariótipo normal, ou a monossomia 

do cromossomo 22, sendo que essa alteração chegou a um porcentagem de 54,5% dos 

tumores das meninges (ZANG, 2001; EUN et al., 2009). Outras alterações também 

foram encontradas envolvendo os cromossomos X, 1, 12 e 20, em percentuais menores 

em relação ao cromossomo 22. Estudos recentes têm mostrado que o perfil genético 

molecular dos meningiomas esporádicos com perda do cromossomo 22 são portadores 

de mutações no gene da neurofibromatose tipo 2(NF2) em 22q12.2 . O locus da 

neurofibromatose 2 (NF2) é inativado em 50-60% dos meningiomas esporádicos, porém 

a base genética de meningiomas com NF2 inativo permanece obscura, visto que 

processos mais comuns de inativação, como a metilação, foram observados em apenas 

uma pequena percentagem de amostras (LIU et al., 2005; HANSSON et al., 2007; EUN 

et al., 2009). 

Nunes et al., (2005)  analisaram 63 meningiomas  e encontraram 34 com 

monossomia do 22, sendo observado que 8 apresentaram perda de heterozigosidade 

(LOH) em NF2 (23%), todos os 23 restantes mostraram uma diminuição no número de 

cópias de quase todos os segmentos do 22. 
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Deleções no cromossomo 1p são o segundo tipo de alteração mais frequente em 

meningiomas. A frequência aumenta de acordo com o grau histológico. Usando “dual-

color FISH” (utilização de duas sondas marcadas com fluorocromos diferentes), 

ISHINO et al. (1998) apoiaram a existência de genes supressores de tumor em 1p 

associados à alta recorrência e  progressão maligna em meningiomas.  Nagasaka et al. 

(2010), analisaram a ocorrência da translocação 1p/19q por FISH e relataram que as 

anormalidades genômicas de 1p/19q foram significantemente diferentes em 

meningiomas atípicos de baixo grau. Todos os meningiomas atípicos apresentavam 

deleções do cromossomo 1, enquanto que apenas 1/16 de meningiomas de baixo grau 

tiveram monossomia  1p. Assim, a identificação dessas aberrações genéticas pode ser 

útil para classificação de meningiomas e possível identificação de tumores com alto 

risco de recorrência. Além disso, a monossomia 1p é a aberração mais frequentemente 

associada à progressão de meningiomas (BELLO et al., 1994). 

Análises citogenéticas mais detalhadas, baseadas em CGH, mostraram que de 

30% a 50% dos meningiomas tem cariótipos normais, sem evidências para a 

monossomia do cromossomo 22.  Dentre esses, mesmo em casos analisados no nível 

molecular, não foram encontrados microdeleções. Nesses casos, uma mutação primária 

independente do cromossomo 22 deve ser considerada (ZANG, 2001). 

Apesar dos meningiomas serem na maioria das vezes benignos, são tumores 

únicos quando se consideram seus aspectos citogenéticos, biológicos e clínicos. Por 

isso, diferentes metodologias focando efeitos genéticos e epigenéticos que podem ser 

relevantes no entendimento da origem dos meningiomas vem sendo aplicadas por 

diferentes grupos. Entretanto, os dados acumulados nas últimas três décadas indicam 

que talvez um pequeno número de alterações moleculares são decisivas na origem e 
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progressão desses tumores, enquanto muitos outros podem apresentar influência 

modular sobre o seu efeito (ZANG, 2001). 

O uso de microarrays associado ao estudo de expressão gênica mostraram que 

os três graus de meningiomas reconhecidos pela WHO (benigno, atípico e maligno) 

podem ser classificados em dois grupos moleculares, que poderiam ser denominados 

“de baixa proliferação” e “de alta proliferação”. Enquanto todos os tumores benignos 

analisados se enquadraram no grupo de baixa proliferação e os malignos no grupo de 

alta proliferação, os meningiomas atípicos foram distribuídos em um grupo ou no outro. 

As análises de aCGH mostraram que perdas de 6q, 9p, 13 e 14 foram exclusivas dos 

meningiomas de alta proliferação. Além disso, foram identificados genes que 

distinguiram os dois grupos propostos, sendo que o ganho de marcadores de 

proliferação celular e a perda de componentes da via de sinalização do fator de 

crescimento beta foram os principais mecanismos moleculares que distinguem esses 

dois grupos (CARVALHO et al., 2007). 

Um outro estudo que aplicou aCGH comparou 73 casos de meningioma, 

classificados como esporádicos solitários (64), esporádicos múltiplos (5) e familiares 

múltiplos (4). Os tumores esporádicos solitários revelaram rearranjos genômicos 

consistentes com pelo menos dois mecanismos de iniciação tumoral – uma relacionada 

com a perda do cromossomo 22 e consequente perda do supressor tumoral NF2, e outra 

sem a perda desse cromossomo. Os tumores com perda do cromossomo 22 foram 

agrupados em dois subgrupos, que se adequaram quase perfeitamente aos graus 

histológicos benignos (WHO grau I) e malignos (WHO graus II e III), com esses 

últimos apresentando desequilíbrios genômicos em uma escala maior (P<0.001). Os 

meningiomas esporádicos múltiplos mostraram desequilíbrios genômicos em uma 

frequência compatível àquela observada em tumores solitários. Em contraste, os 
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mrningiomas familiares múltiplos não apresentaram desequilíbrio genômico (perdas e 

ganhos), apoiando a idéia de que esses tumores apresentam mecanismos de origem 

diferentes dos demais (SHEN et al., 2009). 

O conjunto de dados apresentados mostram que as análises por aCGH tem 

grande importância como complemento das análises histopatológicas para diagnóstico e 

classificação de meningiomas. Além disso, podem auxiliar na distinção de subgrupos 

dentro daqueles reconhecidos nas classificações histopatológicas, com implicações 

clínicas em potencial para análise do comportamento desses tumores e o risco de 

recorrência em outros membros da família (CARVALHO et al., 2007; SHEN et al., 

2009).  
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I.4 OBJETIVOS 

I.4.1 Objetivo Geral 

Verificar a ocorrência de alterações no número de cópias (CNAs) afetando os 

cromossomos 1p e 22 em oito meningiomas por meio da análise por array-CGH. 

 

I.4.2 Objetivos Expecificos 

- Verificar a concordância de perdas em ganhos recorrentes entre as amostras. 

- Verificar a existência de perdas e ganhos que possam ser associadas ao tipo 

histopatológicos, sexo ou idade dos pacientes. 

- Comparar os dados obtidos com aqueles da literatura para apoiar ou refutar padrões 

genômicos associados a meningiomas. 
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II. MATERIAL E MÉTODOS 

II.1 ASPECTOS ÉTICOS 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética do Centro de Ciências 

da Saúde (UFPA) sob o número CCS-UFPA 029/06 (Anexo I). As amostras só foram 

coletadas de casos em que o paciente ou seu responsável assinou o termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido Anexo II). 

 

II.2 AMOSTRAS: 

 As amostras (biópsias) utilizadas foram obtidas durante procedimento cirúrgico 

de ressecção total ou parcial de meningiomas ocorridas no Hospital Ophir Loyola, no 

período de 2006 a 2009. Uma vez coletadas, as amostras foram transportadas em meio 

de cultura RPMI para o Laboratório de Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto 

Evandro Chagas (LCTC-IEC). Em condições adequadas, cada biópsia foi dividida em 

duas partes equivalentes, sendo uma para preservação e posterior extração de DNA e a 

outra para cultivo celular. A identificação histológica das amostras foi feita a partir de 

dados do laudo histopatológico expedido posteriormente pelo departamento responsável 

do referido hospital. A caracterização das amostras encontra-se na Tabela 2. 

 

Tabela2. Caracterização das amostras analisadas nesse trabalho. 
Registro SEXO IDADE HISTOPATOLÓGICO 
CSN 02 MACULINO - MENINGIOMA 

TRANSICIONAL 
CSN 06 MASCULINO - MENINGIOMA ATÍPICO 
CSN10 FEMININO 36 ANOS MENINGIOMA 

MENINGOTELIOMATOSO 
CSN 16 FEMININO 61 ANOS MENINGIOMA 
CSN 29 FEMININO 61 ANOS MENINGIOMA 

TRANSICIONAL 
CSN 36 FEMININO 52 ANOS MENINGIOMA 

TRANSICIONAL 
CSN 66 FEMININO 46 ANOS MENINGIOMA 

MENINGOTELIOMATOSO 
CSN 83 FEMININO 73 ANOS MENINGIOMA 

PSAMATOSO 
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II.3 EXTRAÇÃO DO DNA 

Primeiramente as amostras de tecidos tumorais estocadas no freezer -86ºC foram 

retiradas, maceradas e posteriormente homogeneizadas em tampão de extração e 

digeridos com proteinase K. Após esta digestão o DNA foi extraído com 

fenol/clorofórmio e precipitado com etanol, para então ser dissolvido com tampão TE e 

conservado em freezer (SAMBROOK et al., 1989). As amostras foram quantificadas e 

sua qualidade testada em gel de agarose (1%) a fim de se observar a integridade das 

mesmas. Somente amostras não fragmentadas foram utilizadas no estudo. 

 

 

II.4 HIBRIDIZAÇÃO GENÔMICA COMPARATIVA 

Para o aCGH foi utilizada a matriz SurePrint G3 Human Genome CGH+SNP 

Microarray Kit, 4x180K, da Agilent. Essa matriz contém cerca de 120.000 sondas de 

aCGH, cobrindo o total de clones do consórcio ISCA (International Standards for 

Cytogenomic Arrays, disponível em http://isca.genetics.emory.edu). 

 

II.4.1 Digestão Enzimática e Marcação das Amostras 

 O DNA deveria estar composto de fragmentos entre 200 a 500 pb 

aproximadamente., o que foi obtido pela digestão enzimática. Para isso, o DNA extraído 

foi diluído na proporção de 1µg/22µl de água ultra-pura. O mesmo foi feito com o DNA 

de referência (Human Reference DNA Male or Female da Agilent), disponibilizado no 

kit. As amostras foram fragmentadas através de digestão por enzimas de restrição, e 

marcadas com Cy5-dUTP, enquanto o DNA de referência foi marcado com Cy3-dUTP,   

utilizando-se o kit SureTag Complete DNA Labeling, seguindo-se as instruções do 

fabricante: 

1. Em cada tubo contendo o DNA genômico diluído, foram adicionados 5,8µL do 

Digestion Master Mix, composto de Água ultra-pura, Tampão de Restrição 

Enzimática 10X, BSA e das enzimas Alu I e Rsa I. 

http://isca.genetics.emory.edu/
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2. A mistura foi incubada em banho-maria a 37oC por 2 horas, e logo em seguida a 

65ºC, por 20 minutos.  

 

Após a fragmentação do DNA das amostras, o próximo passo foi a marcação do 

mesmo, também seguindo-se as instruções do fabricante: 

1. 5µl de um primer randômico foram adicionados à mistura. 

2. Incubaram-se os tubos a 95oC por 3 minutos, e depois em gelo por 5 minutos. 

3. Foram acrescentados 21 µL do Labeling Master Mix, composto por água 

ultrapura, tampão de reativação 5x, 10x dNTPs, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e 

Exo-Klenow. 

4. Após misturar, pipetou-se os materiais gentilmente, para serem em seguida 

incubados a 37oC por duas horas, e depois a 65oC, por 10 minutos. 

 

II.4.2 Purificação 

Após a marcação, o material foi purificado. Para isto, acrescentaram-se 430 µl 

de 1xTE (pH8.0) em cada amostra, sendo então transferidas para colunas de purificação  

e centrifugadas a 14000x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e mais 480 

µl de 1xTE (pH 8.0) foram adicionados. Após a segunda centrifugação, a coluna foi 

invertida em tubo coletor novo de 2 ml e centrifugada a 1000 x g para obtenção do 

material purificado. Este foi quantificado em Nanodrop para a medição das 

concentrações do DNA e dos marcadores, que foram utilizados, junto com a medição do 

volume final da amostra, para a estipulação dos valores de atividade específica dos 

marcadores e rendimento do processo de marcação. Estes valores indicaram o 

funcionamento das etapas anteriores e definiram a escolha dos pares de amostras (DNA 

de referência e teste) a serem formadas (os valores entre estas devem ser semelhantes).  
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II.4.2 Hibridização 

 Antes do processo de Hibridização, as amostras foram pré-tratadas.  

- 71 µL do Hybridization Master Mix (composto de tampão de hibridização, 

agente de bloqueio 10X concentrado e Cot-1 DNA) foram adicionados em cada 

amostras (DNA de referência + DNA da amostra a ser testada) e estas foram  incubadas 

a 95ºC por 3 minutos e imediatamente transferidos para um banho maria a 37ºC, por 30 

minutos. Após essa etapa, o material foi centrifugado por 1 minuto a 6000x g e então 

estava pronto para a hibridização. 

 O processo de hibridização seguiu as instruções do fabricante, a saber: 

1. Em uma lamínula específica, despejaram-se 100µl da solução em cada um dos 

poços. 

2. A lâmina com microarranjos foi encaixada sobre a lamínula, e as duas unidades 

– lâmina e lamínula – foram fixadas com uma base de fixação. 

3. Manualmente foi ajustada uma braçadeira para manter o conjunto bem fixado. 

4. O conjunto foi movido verticalmente para que o líquido espalhasse 

uniformemente sobre cada arranjo e para que possíveis bolhas de ar não se fixem 

nessa região. 

5. O conjunto foi colocado em uma câmara de hibridização e mantida a 65ºC por 

24 horas, com uma rotação de 20 rpm. 

O protocolo encontra-se ilustrado na figura 5. 
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Figura 5: Durante a etapa de hibridização. (A) Peças utilizadas para incubação das lâminas em forno 

durante a hibridização. (B) Lâmina e lamínula devem ser devidamente encaixadas na base de metal, para 

em seguida (c) ser vedada e (D) apertada com ajuda de uma braçadeira.(E) O conjunto é girado para se 

observar a presença de bolhas fixas.(F) O conjunto é então acoplado a um suporte giratório dentro do 

forno (G), que gira a 20rpm em uma temperatura de 65ºC, por 24h. (Fonte: HTTP://www.agilent.com) 
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II.4.3 Lavagem 

 A lavagem dos microarranjos foi feita em ambiente pobre em ozônio (figura 

XXX). Primeiramente, o conjunto “lâmina+lamínula” foi retirado da base de fixação e 

mergulhadas em tampão de lavagem 1 (Wash Buffer 1) para ajudar na dissociação. Após 

isso, as lâminas foram colocadas em uma cuba de vidro contendo novamente tampão de 

lavagem 1 sob agitação com magneto, por cinco minutos.Tanto a dissociação como a 

primeira lavagem foram feitas à temperatura ambiente. As lâminas foram então 

transferidas para uma terceira cuba contendo o tampão de lavagem 2 (Wash Buffer 2), 

em agitação com magneto, à temperatura de 37ºC. Finalmente, as lâminas foram 

cobertas com uma lamínula protetora de ozônio e encaixadas em um estojo para 

proceder para a próxima etapa (Figura 6 A-D). 

 

II.4.4 Escaneamento e Extração de Dados 

Os estojos com os microarranjos foram devidamente encaixados em cassetes do 

scanner. O scanner tem a capacidade para até 48 estojos de cada vez. Após o encaixe e 

fechamento da tampa, o controle e obtenção das imagens do scanner foram feitos com o 

uso do software Feature Extraction v10.10, que extrai imagens com a extensão.TIFF a 

partir dos microarranjos (Figura 6 E-F). 

 

II.4.5 Análise dos Dados 

 As imagens obtidas pelo escaneamento, transformadas em arquivos de imagem 

com extensão .TIFF, foram analisadas com auxilio do software Agilent CytoGenomics 

2.7.8, no modo multianálise, que permite uma análise simultânea das amostras. 
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Figura 6: Etapa de Lavagem. (A) Mergulhado em tampão de lavagem 1, o conjunto lamina e lamínula é 

dissociado. (B) As lâminas são mergulhadas em uma cubeta contendo tampão de lavagem 1, para serem 

lavadas por 5 minutos a temperatura ambiente. (C) Em seguida, as lâminas são transferidas para outra 

cubeta contendo tampão de lavagem 2, a 37ºC, ficando mergulhadas nesta por 1 minuto.(D) Por fim, a 

lâmina, é acoplada a um estojo adaptado, (E) e depois levada ao Scanner utilizado para a captura de 

fluorescência. (Fonte: HTTP://www.agilent.com) 

http://www.agilent.com/
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III. RESULTADOS 

 As amostras analisadas foram provenientes de dois pacientes do sexo masculino, 

com idades desconhecidas, e seis do sexo feminino, com idades variando entre 36 e 73 

anos (média 54,8), o que corrobora com dados da literatura. A proporção entre sexos na 

amostra corresponder a 3 mulheres:1 homem,  enquanto o referido pela literatura aponta 

para 2 mulheres:1 homem (ALEIXIOU et al., 2011). Entretanto, o teste binominal para 

1 proporção não mostrou diferenças estatisticamente significativas (p=0,3791). Com 

exceção de um caso (CSN 06), que se enquadra no Grau II da classificação da WHO, 

todos os outros casos eram do tipo benigno (Grau I). A distribuição de Poisson indicou 

que a amostra, apesar de pequena, está bem distribuída, visto que a ocorrência de 

meningiomas atípicos é de cerca de 6% dos casos de meningiomas na população, com 

p=0,06. 

 Todas as amostras apresentaram ganhos e perdas de diversos segmentos 

cromossômicos. Com exceção do caso CSN 02, todos os outros apresentaram em maior 

ou menor grau mais deleções do que amplificações, como pode ser visto na Tabela 3, 

onde apresentamos os dados gerais de variação no número de cópias das amostras 

(CNA). 

 

Tabela 3: Análise geral da variação do número de cópias identificados nas amostras. 
Amostras Deleções Amplificações Total de CNAs 
CSN 02 32 129 161 
CSN 06 99 58 157 
CSN 10 103 42 145 
CSN 16 188 161 349 
CSN 29 47 43 90 
CSN 36 28 8 36 
CSN 66 30 7 37 
CSN 83 27 15 42 

* CNAs = Alterações no Número de Cópias 

 



25 
 

 A análise dos dados apresentados na Tabela 3 demonstrou que a média de 

deleções, amplificações e do total de CNAs não são significantes estatisticamente entre 

os sexos (Teste T de Studente, com p>0,05). No caso dos pacientes com idade 

conhecida, não houve relação estatisticamente significante entre idade e o número de 

deleções, amplificações ou total de alterações (teste de correlação de Pearson, todos 

com p>0,05).  

 

III. 1 ALTERAÇÕES ENVOLVENDO 1p 

 A perda de segmentos localizados em 1p foi observada em todas as amostras 

analisadas. Algumas CNAs apresentaram recorrência de até seis dos oito casos. Apesar 

de apenas um segmento ter sido encontrado amplificado (1p36.32), o mesmo ocorreu 

em seis dos oito casos. Todas as alterações encontradas em 1p estão mostradas na tabela 

4. A figura 7 mostra que, apesar de haver também CNA em 1q, a maioria das alterações 

quantitativas envolvendo esse par ocorreu no barco curto (1p). 

 

Tabela 4: Relação das CNA envolvendo o braço curto do cromossomo 1 (1p). Com exceção de 1p36.32, 
em vermelho, todas as CNA foram deleções. 

Região CSN02 CSN06 CSN10 CSN16 CSN29 CSN36 CSN66 CSN83 
1p34.1 X X X X X X   
1p34.2 X  X X X X   
1p34.3  X X X X X   

1p36.32 X X X  X  X X 
1p36.32-
p36.33 

  X X X X X  

1p36.21-
p36.31 

  X X X X X  

1p35.2 -
p36.11 

 X X X X X   

1p35.3-
p36.11 

 X X X X X   

1p21.2 X X X X X    
1p33  X X X X    

1p34.1-
p36.31 

  X X X X   

1p13.2  X X X X    
1p33.3  X X X X    
1p31.1   X X X    
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Figura 7: Resultado da análise de alterações 
quantitativas envolvendo o cromossomo 1, por 
aCGH. As amostras estão representadas pelas cores 
das linhas que representam seus resultados 
individualmente. As amplificações encontram-se ao 
lado esquerdo do cromossomo, enquanto as deleções 
estão representadas à direita dos cromossomos. 
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II. 2 ALTERAÇÕES ENVOLVENDO O CROMOSSOMO 22 

 O par 22 apresentou CNA em todas as amostras. Além disso, houve a 

monossomia total em duas das oito amostras (CSN02, CSN10). Os resultados para o 

cromossomo 22 estão contidos na tabela 5, e na figura 8. Apenas uma região 

apresentou-se amplificada, com recorrência em seis dos oito casos analisados. 

 

Tabela 5: Relação das CNA envolvendo o par 22. Com exceção de 22q11.22, em vermelho, todas as CNA 
foram deleções.  

Região CSN02 CSN06 CSN10 CSN16 CSN29 CSN36 CSN66 CSN83 
22q11.22   X X X X X X 
22q12.1-
q12.2 

X X X X  X  X 

22q13.1-
q13.2 

X X X X  X X  

22q12.3-
q13.31 

X  X X  X X  

22q11.1 X X X X X X   
 

 

 

II.4 OUTRAS ALTERAÇÕES RECORRENTES 

 Além das CNA observadas nos cromossomos 1p e 22, mais comumente citadas 

na literatura como características de meningiomas, as análises demonstraram que outros 

cromossomos apresentaram alterações no número de cópias. Alguns cromossomos 

apresentaram somente perda de material (1q, 2q, 4p, 7, 10q, 11, 12p, 14q, 16, 19p, 21q e 

X). Outros apresentaram tanto deleções como duplicações (2p, 8p, 9q, 15q, 19q). Um 

terceiro grupo apresentou amplificações somente (17q) ou trissomias (12, 18, 19 e 21).  
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Figura 8: Resultado da análise de alterações 
quantitativas envolvendo o cromossomo 22, por 
aCGH. As amostras estão representadas pelas cores 
das linhas que representam seus resultados 
individualmente. As amplificações encontram-se ao 
lado esquerdo do cromossomo, enquanto as deleções 
estão representadas à direita dos cromossomos. 
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III. DISCUSSÃO 
 
 Cânceres de sistema nervoso são o grupo de neoplasias que causa o maior 

número de mortes entre crianças abaixo dos 15 anos e a segunda em pessoas entre 15 e 

34 anos. Em adultos, cânceres desse tipo são menos frequentes, mas ainda assim têm 

uma alta taxa de mortalidade (LEGLER et al., 2000). Dentre os tumores mais frequentes 

que acometem o sistema nervoso central, os meningiomas ocupam a segunda posição 

em ocorrência, mas normalmente são benignos e de crescimento lento. A maioria dos 

meningiomas apresenta bom prognóstico, e a sua ressecção associada a radioterapia são 

frequentemente curativas (RIEMENSCHNEIDER et al., 2006). Entretanto, algumas 

vezes a ressecção total não pode ser feita devido à localização do tumor, que 

compromete estruturas vasculares ou neuro-sensitivas, e há tipos de meningiomas 

malignos, com prognóstico pobre. Assim, o conhecimento das características 

genômicas, estruturais e da patogênese molecular desses tumores poderia auxiliar em 

tratamentos nos casos de meningiomas não operáveis ou malignos (CHOY et al., 2011). 

 Uma das novas técnica de análise do perfil genômico é o array-cgh (aCGH) 

que permite detectar tanto perdas quanto ganhos de segmentos cromossômicos, que  

podem ser utilizada para detectar subtipos moleculares de tumores que podem estar 

relacionados com diferenças na sobrevida do paciente (MISCHEL et al., 2004; SHEN et 

al., 2009). Espera-se que em breve marcadores de prognóstico possam ser 

desenvolvidos com base nesses perfis genômicos. Assim, muitos estudos vêm se 

direcionando para esse objetivo. O painel de linhagens celulares mantido pelo Instituto 

Nacional do Câncer nos EUA foi testado no nível de sensibilidade para um grande 

número de agentes anti-cancerígenos, e a sobreposição do perfil genômico com a dados 

de resposta funcional dessas linhagens indica que será possível desenvolver um método 

baseado em análises de DNA a-CGH para predição de quiomiosensitividade tumoral 
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(SHERF et al., 2000; STAUNTON et al., 2001; WALLQVIST et al., 2003). Baseados 

nessas afirmações, a análise do perfil de variações no número de cópias em CSN seria 

um passo inicial para a determinação posterior da quimiosensitividade tumoral e 

desenvolvimento de terapias mais eficazes para esse grupo de neoplasias.  

 Citogeneticamente, meningiomas são bem caracterizados, com alguns 

rearrranjos observados em uma grande proporção das amostras analisadas, como 

deleções envolvendo 1p e monossomia do par 22, além de ganho de 17q 

(RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; CARVALHO et al., 2007). Aparentemente, um 

pequeno número de mutações seria o suficiente para o desenvolvimento da maioria dos 

meningiomas; entretanto seu crescimento lento faz da latência uma questão importante, 

dificultando a identificação da fonte e momento das mutações iniciais (WIEMELS et 

al., 2010) Meningiomas esporádicos estão tipicamente associados a uma ou mais 

deleções focais, enquanto meningiomas atípicos ou malignos tendem a ter múltiplas 

alterações no número de cópias, fato consistente com a aquisição de uma mutação 

facilitadora de instabilidade cromossômica  (SHEN et al., 2009). Além das alterações 

em 1p, 22 e 17q, outras alterações recorrentes envolvem 6q, 14q e 18q (LEE et al., 

2009). Segundo Riemenschneider et al. (2006), as aberrações cromossômicas aumentam 

com a malignidade tumoral em meningiomas. Os rearranjos mais encontrados em 

meningiomas também foram recorrentes nas amostras analisadas no presente trabalho: 

deleções envolvendo 1p, monossomia do par 22 e ganho de 17q. As deleções de 1p e 22 

estão bem caracterizada como recorrente nesse tipo tumoral, desde estudos baseados em 

citogenética clássica (MARK et al., 1972; SAAD et al, 1987; MALTBY et al., 1988), e 

foram confirmadas em estudos mais recentes envolvendo a-CGH (NIGRO et al., 2005; 

CARVALHO et al., 2009; SHEN et al., 2009).  
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 A perda de 1p é o segundo evento citogenético mais comum em meningiomas, 

depois da monossomia do 22, especialmente da região 1p33-1p36. Nossos resultados 

corroboram esse achado, sendo que os diversos clones que cobrem 1p mostraram que 

apesar de ter uma alta concordância nas amostras, as deleções cobrem diferentes 

segmentos cromossômicos. Entretanto, esse rearranjo costuma ser mais comum em 

meningiomas atípicos e malignos (YEW et al., 2012), enquanto em nossa amostra foi 

observado em meningiomas benignos. A deleção com maior recorrência cobriu o 

segmento 1p34.1, e foi comum para seis das oito amostras. Oito deleções foram comuns 

para até cinco amostras. Essa constante perda de 1p em meningiomas levou à proposta 

de que esse segmento apresenta vários genes supressores tumorais, e que sua perda seria 

importante para a gênese e progressão de meningiomas (BELLO et al., 2000). De fato, o 

estudo detalhado da região 1p33-1p36 (aproximadamente 8,2 MB) incluem genes que 

são potenciais candidatos ou já confirmados como supressores tumorais: TP73, 

CDKN2C, e RAD54L (MEDIOLLA et al., 1999; BOSTROM et al., 2001; LOMAS et 

al., 2001; MURAKAMI et al., 2003; GABEAU-LACET et al., 2009).   

 O gene TP73 codifica uma proteína relacionada com a p53 e está localizado em 

1p36.2, e atua também no controle do ciclo celular e apoptose. Em relação aos tumores 

de sistema nervoso central, merece maiores estudos por estar provavelmente 

relacionado com a tumorigênese de meningiomas atípicos (GABEAU-LACET et al., 

2009). Esse gene apareceu deletado em duas amostras de grau I, mas de tipos 

histológicos diferentes (transicional e meningoteliomatoso).   

 O gene CDKN2C é relacionado com o controle de ciclo celular (ponto de 

checagem G1/Fase S) e já foi observado com mutações em diferentes tipos de cânceres 

humanos (BLAIS et al., 1998; DREXLER, 1998;  HUSSEMAN et al, 1999). Esse gene 

codifica uma proteína de 18 kd (p18INK4c) que se liga à Cdk6 e Cdk4 e inibe sua 
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atividade como cinase. Observamos em nossas amostras que esse gene apareceu 

deletado em três de nossas amostras (CSN10, CSN16 e CSN29). 

 O gene RAD54L, localizado em 1p32, é um membro da família de ATPases 

DNA-dependentes SNF2/SWI2, e mutações observadas em diferentes tipos de câncer 

levou à proposta de que seria um supressor tumoral (RASIO et al., 1997). As mesmas 

três amostras que apresentaram deleção de CDKN2C, também apresentaram o RAD54L 

deletado. Em meningiomas, uma mutação pontual nesse gene foi associada ao risco de 

desenvolvimento desse tumor (LEONE et al., 2003). 

 A perda desses genes em 1p em meningiomas levou Brostom et al. (2001) a 

propor que a inativação dos ponto de checagem G1/Fase S seria uma importante 

aberração em meningiomas anaplásicos. Entretanto, nossos achados mostram que 

aparentemente essa via estaria comprometida em outros tipos de meningiomas de grau I, 

pela deleção simultânea dos dois genes relacionados com esse ponto de checagem em 

três de nossas amostras (CDKN2C e RAD54L). Assim, a inativação desse ponto de 

checagem poderia estar relacionada com a tumorigênese em meningiomas benignos, 

como os de nossa amostra. 

 Um fato interessante foi a amplificação de 1p.36.32, comum para seis das oito 

amostras, das quais quatro apresentaram o segmento 1p34.1 deletado. A região 1p.36.32 

apresenta um gene interessante para estudos relacionados à oncologia, chamado 

PRDM16. Esse gene encontra-se superexpressado em paciente com leucemia mielóide 

crônica, portadores de uma translocação 1;21, e transcreve um fator de transcrição “zinc 

finger” recentemente identificado como potencialmente envolvido na imortalização de 

células progenitoras da medula óssea (DU et al., 2005). Porém a maioria dos estudos 

relacionados a esse gene restringem-se a pacientes de leucemia mielóide crônica e seu 
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possível papel quando superexpressado e fusionado com o gene RUNX1 na translocação 

1;21 (ROCHE-LESTIENNE et al., 2008). 

 Em relação ao cromossomo 22, os meningiomas foram o primeiro tipo de 

tumor sólido caracterizado como portador de uma aberração cromossômica, que seria a 

monossomia desse par (ZANG & SINGER, 1967).  Desde então, perdas de material do 

cromossomo 22 têm sido a aberração mais consistente em meningiomas, atingindo 

cerca de 70% desses tumores (SEIZINGER et al., 1987; RUTTLEDGE et al., 1994). 

Essa também foi a situação observada em nossa amostra, visto que todos os casos 

analisados apresentaram deleções nesse cromossomo, e dentre as oito, três apresentaram 

monossomia do par 22 (CSN02, CSN10 e CSN36), apesar de uma duplicação de um 

pequeno segmento desse cromossomo (22q11,22) ter sido observada nas seis amostras 

do sexo feminina, estando deletadas nos homens. Esse segmento abriga um micro-RNA 

(MIR650). Apesar de não haver dados relacionados ao papel do miR-650 em 

meningiomas e outros cânceres de sistema nervoso, os estudos de Zhang et al. (2010) 

demonstraram que sua superexpressão em câncer gástrico pode promover a proliferação 

e crescimento de células cancerosas, aparentemente através de seu efeito em ING4, e 

que a modulação de miR-650 pode ser um bom alvo no tratamento de câncer gástrico 

baseado em miRNA. 

 Perdas no cromossomo 22 são frequentemente associadas à inativação do gene 

supressor tumoral NF2. De fato, meningiomas estão proximamente associados à 

síndrome genética Neurofibromatose tipo 2 (NF-2) (PARRY et al., 1994). 

Aproximadamente 50% dos pacientes de NF2 desenvolvem meningiomas. Em 1993, o 

gene supressor tumoral NF2 foi mapeado no cromossomo 22 (ROULEAU et al., 1993).  

 Meningiomas esporádicos apresentam frequentemente inativação do NF2. 

Devido a isso, foram feitos estudos minuciosos nesse tipo de menigioma, em busca de 
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mutações do gene supressor tumoral NF2, o qual se encontrou frequentemente 

inativado, mas ainda há uma grande discrepância nas percentagens observadas (entre 20 

e 60%) (RUTTLEDGE et al., 1994; PAPI et al., 1995; EVANS et al., 2001; EVANS et 

al., 2005). Na verdade, os meningiomas podem ser divididos em dois grupos a partir da 

presença ou ausência de mutações em NF2, e esses grupos podem ser correlacionados 

com subtipos histológicos (WELLENREUTHER et al., 1997; HANSSON et al., 2007).  

 Os tumores com mutações em NF2, geralmente envolvendo perda alélica, são 

associados aos subtipos transicional e fibroso. Tumores sem mutações nesse gene 

pertencem predominantemente ao subtipo meningotelial. Em nossos resultados, seis das 

oito amostras apresentaram esse gene deletado. Dentre estes as amostras CSN02 e 

CSN36 (subtipo transicional), CSN16 (fibroso) – com deleção – e CSN66 

(meningotelial) – sem CNA - concordam com a relação proposta entre presença ou 

ausência de mutações em NF2 e subtipo tumoral. Já as outras amostras com deleção 

(CSN06, CSN10 e CSN83) são de tipos histológicos não associados aos dois grupos 

propostos. A amostra CSN29 discorda da classificação, visto que apesar de ser 

transicional não apresentou CNA envolvendo esse gene. Entretanto, é importante 

lembrar que as análises só consideraram as alterações no número de cópias. Estudos de 

sequenciamento poderiam revelar se as duas amostras sem deleções do NF2 (CSN29 e 

CSN66) apresentam a inativação desse gene por mutações ou modificações 

epigenéticas, como a metilação.  

 O silenciamento transcricional de NF2 por meio da metilação CpG em 

meningiomas foi estudado, mas apresentou resultados conflitantes. Enquanto Van 

Tilborg et al. (2005) reportaram a metilação em 1/21 tumores, outros autores (LOMAS 

et al., 2005) demonstraram uma frequência maior (23/88). Em um terceiro estudo 

(HANSSON et al., 2007) em 40 sítios CpG distribuídos em uma região promotora  de 
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750 pb, foi sugerido que a metilação do promotor de NF2 não tem um papel importante 

no desenvolvimento de meningiomas, devido à baixa frequência observada na amostra 

analisada (3 em 12). Conclui-se, dessa forma, que a sub-expressão do gene NF2 está 

mais frequentemente relacionada com perdas do número de cópias, mas que outras 

formas de inativação, apesar de menos frequente, não podem ser descartadas. 

 A importância do NF2 na gênese de meningiomas tem sua importância 

ilustrada por Goutagny et al. (2010). Em uma análise de 18 pacientes e 37 tumores (com 

recorrência), esses autores sugerem que a tumorigênese de meningiomas deveria ser 

dividida em dois grupos de acordo com o status do NF2: Cerca de 1/3 desses tumores 

surgem sem perda do NF2. Esses tumores seriam caracterizados por poucas alterações 

cromossômicas. Os eventos genéticos envolvidos na iniciação desses tumores 

permanecem obscuros. Por outro lado, cerca de 2/3 de meningiomas surgem a partir de 

uma rota dependente do NF2. Esses casos não evoluem para graus mais altos e são 

caracterizados por muito poucas alterações cromossômicas, geralmente a perda de 22q 

(RIEMENSCHNEIDER et al., 2006). Um subgrupo de tumores de grau I podem 

progredir para graus mais malignos e são caracterizados por um padrão de alterações 

cromossômicas incluindo perdas de 1p, 6q e 14q. Essas alterações são associadas a 

tumores de grau II e III (LEONE et al., 1999; SHEN et al., 2009). Entretanto, a amostra 

analisada por Goutagny et al.(2010) mostrou a ocorrência dessas alterações em 

meningiomas de graus I e II também. Para esses autores, essas alterações não são 

eventos tardios em meningiomas, envolvidos com sua progressão, já que foram 

detectados em tumores de grau I. Nossos dados, obtidos pelo aCGH, demonstram que, 

em parte, nossa amostra não corrobora os achados de Goutagny et al. (2010), visto que 

são tumores de grau I e II e encontramos alterações em 1p e 14q, mas nenhuma 

alteração em 6q.  
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 A análise global de CNAs em todas as amostras demonstrou que, apesar de 

alterações em 1p e 22 serem as modificações mais observadas, como o esperado, outras 

regiões genômicas também se apresentaram modificadas em várias amostras, apontando 

para um possível envolvimento dessas modificações com o processo de tumorigênese e 

progressão tumoral. Algumas delas, como alterações nos pares 9, 12 e 17, já foram 

observadas em outros trabalhos e foram correlacionadas com meningiomas atípicos e 

anaplásicos.  

 As amplificações mais comuns em meningiomas envolvem o braço longo do 

cromossomo 17 (GOULTAGNY et al., 2010), sendo geralmente encontradas em 

meningiomas anaplásicos (BUSCHGES et al., 2002; LAMSZUS, 2004; LIU et al., 

2005; MAWRIN  e PERRY, 2010; CHOY et al., 2011) Büschges et al. (2002) 

observaram, por CGH, a amplificação de parte do braço longo do cromossomo 17 

(17q21-qter) como uma aberração comum em meningiomas anaplásicos, mas não em 

meningiomas atípicos ou benignos. Entretanto, parte desse segmento (17q21) estava 

amplificada em quatro das amostras analisadas nesse trabalho, sugerindo que esse 

evento pode ser encontrado também em meningiomas de baixo grau, pelo menos 

parcialmente. Adicionalmente, a banda 17q25 foi encontrada amplificada em um 

número maior ainda das amostras (cinco das oito analisadas.). Os autores ainda afirmam 

que a incidência dessas amplificações aumenta com a malignidade do tumor 

(BÜSHGES et al., 2002). Desta forma, observa-se que a presença destas alterações em 

um grande número de meningiomas benignos é bastante conflitante, demonstrando a 

necessidade de maiores estudos para averiguação da importância delas para a 

progressão dos meningiomas.  

 É interessante que este grupo de meningiomas tenha apresentado um número 

elevado de CNAs, tendo em vista que 87,5% deles são benignos. Em uma revisão 
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realizada por Choy et al. (2011), os meningiomas benignos são associados com 

cariótipos com poucas alterações cromossômicas, geralmente apresentando alterações 

apenas no cromossomo 22. Liu et al. (2005) associaram o aumento na complexidade 

dos cariótipos com os meningiomas de maiores graus, uma associação que é comum a 

todos os tipos tumoral (RIEMENSCHNEIDER et al., 2006).  

Quando comparamos com os meningiomas estudados por Carvalho et al. (2007), 

que classificaram os meningiomas em tumores de baixa e alta proliferação, notamos que 

há uma diferença muito grande em relação aos nossos resultado. Nos tumores benignos 

(baixa proliferação), os resultados de Carvalho et al., (2007) exibiram entre um e três 

cromossomos envolvidos em aberrações no número de cópias, principalmente perdas de 

sítios cromossômicos, enquanto que os meningiomas apresentados neste trabalho 

apresentam quase todos os cromossomos envolvidos em algum tipo de CNA, porém 

concordando que as perdas são mais frequentes que os ganhos. Alguns fatores podem 

ter influenciado para este número elevado de CNAs em meningiomas benignos. A 

codeleção de NF2 e CHEK2, apontada como indutora de instabilidade cromossômica 

por Yang et al., (2012), foi observada em quase todas as amostras que apresentaram os 

maiores números de CNAs. No entanto, essa codeleção de NF2 e CHEK2 também não 

era comum entre os meningiomas benignos. 

O cenário criado pelos resultados da análise citogenômica de meningiomas, 

tanto das amostras incluídas no presente trabalho, como naquelas já publicadas, aponta 

para a grande necessidade do aumento do número de estudos dessa natureza, tendo em 

vista que de alguma forma os meningiomas deste estudo, histologicamente classificados 

como benignos, estão apresentando perfil citogenômico característico de tumores 

malignos. Pode ser especulado que algum fator regional possa estar influenciando no 

aparecimento deste perfil diferenciado. No entanto, o fato desses tumores apresentam as 
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alterações que são clássicas dos meningiomas, mesmo os benignos, como as deleções 

em 1p e em 22q, pode ser um indício de que estas alterações devem estar ligadas a 

eventos iniciais do seu desenvolvimento, como já foi sugerido diversas vezes por outros 

autores. Dessa forma, essas alterações permanecem como marcadores importantes em 

meningiomas, e o estudo das relações dessas e outras CNAs com a resposta a diferentes 

tratamentos e ocorrência de recidivas devem ser o próximo passo após a caracterização 

citogenômica baseada em array-CGH.   
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