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Estudio dealteraciones cromosdémicasysurelacionconelcrecimiento
invitro en células demeningiomas

CAROLINA Isaza, M.D., M.Sc.t, MARTHA IsaBEL EscoBar, M.Sc.t, ANTonio MonToYa, M.D.?,
JairRo SANCHEZ, M.D.3

RESUMEN

Objetivos: Demostrar la frecuencia de alteraciones cromosdémicas y su relacién con lavelocidad de crecimiento in vitro en
cultivos de células de meningiomas. L os datos obtenidos en estudios previos han ensefiado que existe una asociacion entre las
alteraciones cromosomicas con €l riesgo derecurrenciay el estadio del tumor.

Materialesy métodos: Sesometieron acultivo muestrastomadasdurantelacirugiaderesecci onesde meningiomasdecual quier
localizacion, enenfermosdel HUV, ClinicaRafael Uribey clinicasparticul ares, previo consentimiento firmado delospacienteso
familiares. Se realizaron cultivos celulares, se determind la velocidad de crecimiento y se obtuvo €l cariotipo para definir las
alteraciones cromosdmicas en cada tumor.

Resultados: El 47% de |os meningiomas que fue posible estudiar, presentan alteraci ones cromosomicas diferentes o ademas
de monosomiadel cromosoma 22 que seglin publicaciones previas se asocian con progresion tumoral, y representan un riesgo
derecurrenciamayor a10%.

Conclusiones: Los estudios citogenéticos y la velocidad de crecimiento in vitro de las células tumorales, pueden ser un
excelente complemento del resultado quirdrgico, del estudio patol 6gico, que contribuirian aestablecer el riesgo derecurrenciay
asi ayudar adefinir el prondstico parael paciente intervenido.

Palabras clave: Meningiomas; Cromosomas; Cultivo in vitro de células tumorales.

Chromosomal alterations of meningioma cells and itsrelation to growth in vitro
SUMMARY

Objectives: To demonstrate the frequency of chromosomic alterations and their rel ationship to the growth vel ocity of invitro
meningiomacellscultures. Dataobtainedin previousstudieshave shownthat thereisakinship between chromosomic alterations,
therisk of recurrence and tumor stage.

Materials and methods: Samples taken during meningioma resection surgery from any location were cultured. The samples
wereobtained from patientsat theUniversity Hospital, theRafael Uribe Clinicand privateclinics, previousinformed consent either
from patientsor their relatives. Cell cultureswere performed, speed of growth was measured, and the karyotype was obtained in
order to define the chromosomic alterations present in each tumor.

Results: 47% of the meningiomasstudied showed different chromosomic alterati onsor besidesmonosomy of thechromosome
22 that according to previous publications are associated to tumoral progression and represent arecurrencerisk greater than 10%.

Conclusions: The cytogenetic studies and the in vitro cellular growth velocity of the tumoral cells could be excellent
complements of the surgical result and the pathology study, contributing to establish the risk of recurrence, so helping to define
the patient’s prognosis.

Key words: Meningioma; Chromosomes; In vitro tumoral cell culture.

En la poblacion de Cali los meningiomas ocupan €  centra®. Esta entidad es més comin en mujeres que en
segundo lugar entre las neoplasias del sistema nervioso  hombres, con una relacion de 2:1, segun € trabgjo de
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Rohringer et al.? Los menigiomas representan de 15% a
30% delostumoresintracranealesy son derivadosdelas
células meningoteliales®**. Su ubicacion puede ser
intracraneal ointraespinal. Por o general selesconsidera
como tumores benignos porque son circunscritosy sepa-
rados del tejido nervioso; casi todos muestran un patrén
histoldgico grado | WHO o tipicos. Sin embargo, entre
15%y 25% presentan un indice mitético aumentado y un
mayor riesgo de recurrencia lo que los clasifica como
meningiomas atipicoso grado I WHO, sélo 2% a4% son
francamente anaplasicos grado 111 WHO?.

Se ha informado que después de la reseccion total
puede haber una recurrencia entre 7% y 32%, mientras
gue 50% pueden ser las cifras de las recidivas®. Otros
estudios con seguimiento postquirdrgico a largo plazo
también confirman esta indole, con recurrencias asi: a5
anos, 15%; a 10 afios, 22%; y a 15 afios, 34%, segln €l
grado de reseccion’.

Para dar un prondstico quirdrgico del grado de resec-
cion seutilizalaclasificacion de Simpsong, donde:

- Grado | : Extirpacion completadelalesién, incluso el
hueso y ladura comprometida.

Grado I1: Reseccion tumoral completa acompafiada

Unicamente de coagul acion de ladura.

Grado I11: Extirpaciéon tumoral completa, pero se

dejan laduray/o el hueso comprometido.

Grado |V: Reseccion incompleta.

Grado V: Descompresion.

El comportamiento clinico, quirdrgico, radiolgico, y
hasta | os hallazgos histol 6gi cos no han sido suficientesy
decisivos para determinar € pronéstico. Los tumores
hi stol 6gi camenteclasificadoscomo atipicosy anapl sicos
tienen mayor riesgo derecurrencia; también sehadescrito
de 15% a 25% de recurrenciaen meningiomas benignos®.
Actualmente se han integrado aestos estudios, €l andlisis
de la actividad mitética, el pleomorfismo celular, las
micronecrosisy ladensidad celular como indicadores de
prondstico. Todolo anterior demuestraquelarecurrencia
tumoral parece no estar directamente relacionada con la
velocidad de crecimiento del tumor. Desde € punto de
vista clinico existe una respuesta muy variable, esta
heterogeneidad sugiere unaaltavariabilidad biol6gicaen
este tipo de tumores.

En labusqueda de una determinacién mas precisa del
riesgo de recurrenciase han estudiado citogenéticamente
y con biologia molecular las células tumorales, y se
encontrd gue es posible asociar las aberraciones cromo-
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sdmicas y algunas mutaciones con la progresion
tumoral 101,

Diversos estudios han demostrado que existen varian-
tes molecul ares en unafraccion relativamente grande de
los meningiomas. La alteracion genética mas comun
corresponde a cambios del gen NF2 localizado en el
cromosoma 22114 y aveces se han observado alteracio-
nes en el gen TP53 que se ubica en e cromosoma 17.
Aunque esta Ultimaes sobre todo rara en meningiomasy
muy frecuente en astrocitomas'>16. Asimismo sucede con
lasalteracionesenel gen PTEN localizadoenel cromosoma
10, €l cual escomun en los glioblastomas y se ha descu-
bierto también en meningiomas anaplasicos'’*8.

Todosestosgenesserelacionanconel control del ciclo
celular y tienen una funcién importante como genes
supresoresdetumor, detal manerague cuando sepierden
0 por unamutaci 6n dejan defuncionar lascélulas pierden
uno de sus mecanismos de control favoreciendo laactivi-
dad mitéticay disminuyendo su capacidad deeliminar las
células genéticamente dafiadas, 1o que permite la apari-
cion de células tumorales. Entre més dafios se acumulen
degenesque participen en el control del ciclo celular mas
agresivas setornan las células que participan en €l desa-
rrollo del tumor®®, Por esto, con la citogenética al
identificar aberraciones cromosdmicas, se pueden deter-
minar pérdidas de genes supresores de tumor y correla-
cionar estos hallazgos con la agresividad del tumor, la
velocidad de crecimiento celular invitroy los riesgos de
recurrencia tumoral, como lo demostraron Ketter et al.*®
al dividirlosmeningiomasen4 grupos(deOa3) deacuerdo
con las ateraciones cromosdmicas encontradas en las
célulastumoralesy determinando lasrecurrencias duran-
te 6 afios de estudio?.

Con estos antecedentes en el presente trabgo, se
propuso evaluar la correlacion entre la velocidad de
crecimientoinvitrodelosmeningiomasy lasalteraciones
cromosémicas y determinar su frecuencia en las células
delosmeningiomas estudiados.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron durante 3 afios muestras de las resec-
cionesquirdrgicasde meningiomasdediferentelocaliza-
cion queincluyen encéfaloy médulaespinal, de pacientes
del HUV, laClinicaRafael Uribey clinicasparticularesde
Cali, previo consentimiento informado. Seincluyeronto-
dos|os pacientes con diagnéstico clinico de meningioma
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con lesiones de cual quier tamafio operados por cirujanos
gue querian colaborar con el proyecto. Una parte de la
muestra se envio apatol ogia paraestudio histopatol 6gico
dediagnésticoy lamuestraparacitogenéticaseobtuvoen
el centro del tumor. Seincluyeron en el estudio todas las
muestrasremitidasal |aboratorio condiagnésticodemenin-
gioma, mediante un muestreo por conveniencia.

Se recibieron 44 especimenes, de pacientes en edades
entre 2 y 85 afios, con 79.5% mujeres. La muestra se
transport6 a Laboratorio de Citogenética del Departa-
mento deM orfol ogia, Facultad de Salud, Universidad del
Valle, en un frasco estéril con solucién salinaa 0.9%y
10% de heparina, preferiblemente dentro delas primeras
12 horas después de cirugia.

Conel material recibido sehicieron 2tiposde prepara-
cionparacultivocelular; el primero por separacioncelular
mediante enzimas de digestion (tripsina EDTA) y €l
segundo mediante macerado manual con hojadebisturiy
siembra de explantos®.

Antes de sembrar los cultivos se hicieron pruebas de
viabilidad celular conazul detripan, y seencontré 75%de
viabilidad celular cuando la muestra era traida en las
primeras 24 horas después de la reseccion. De alli en
adelantelaviabilidad disminuye drésticamentey se hace
muy dificil realizar el cultivoinvitro, porloquesedecidio
solo utilizar las muestras tomadas hasta 24 horas antes.

Loscultivosseinician a sembrar lascélulaslibrespor
digestion enziméticao los explantosen frascosde cultivo
desechablesy estériles, marcaFalkon de 50 ml, con 5 ml
de medio de cultivoH MEM o0 CHANG D. Se colocaron
enincubadorade CO, al 5% a37° C por 4 diassin mover.
Al cuarto dia se inici6 € seguimiento del cultivo para
determinar lanecesidad de cambiar el medio o alimentar-
lo. Lavel ocidad decrecimiento sedefinid por losdiasque
tomé el cultivo para hacer confluencia celular y crear
monocapa. Cuando se obtuvieron suficientescélulas, con
actividad mitéticasetermind el cultivoy seprocedié ala
cosecha.

Paradetener e cultivoseagregaron 0.4 ml decolchicina
a una concentracion de 0.2 mg/25 ml por 40 minutos a
37°C. Seretird el medio de cultivo completamente a un
tubodecentrifugay seagregaronal cultivo2ml detripsina
EDTA a 37°C por 5 minutos. Pasado este tiempo se
recuperaron las células en el mismo tubo de centrifuga
donde se habia agregado el medio. Se centrifugd a1.200
RPM por 10 minutos, se retird € sobre nadante y se
agregaron 8 ml de solucién hipoténicadeKCl a 0.075M
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por 1 hora a 37°C. Se centrifugd de nuevo, se retir6 e
sobrenadante y se inici6 la fijacion de las células con
soluciénfijadorade metanal: acido acético enproporcién
de 3:1 durante 30 minutos la primeravez y otras 2 veces
durante 10 minutos. Despuésdecadafijaci on secentrifugo,
se descart6 el sobrenadante y se agregd fijador limpio a
temperatura ambiente.

Despuésdelatercerafijacion seprocedié amontar las
Iaminas mediante goteo de la muestra. Serealizé tincién
con bandas GTG y se hizo € estudio citogenético para
determinar | as alteraci ones cromosdmicas de cadatumor.

RESULTADOS

Del total delos44 meningiomascultivadosseobtuvie-
ron metafases para estudio citogenético en 32 (76%). En
los tumores restantes no fue posible obtener el cariotipo
por contaminacion delamuestra o porque no hubo creci-
miento celular invitro, aungue se habian traido al 1abora-
torio en las primeras 24 horas postquirdrgicas.

Del total de los 32 analizados citogenéticamente se
encontro que 34% tienen un complemento cromosdmico
normal, mientras que 65.6% tienen alteraciones cromo-
sémicas. Las anomalias mas frecuentes corresponden a
hipoploidiasy monosomiadel cromosoma 22 (Cuadro 1)
(Figuras1, 2, 3).

De acuerdo con la clasificacion de Ketter et al.’°,
quienes dividieron los tumores segln las ateraciones
citogenéticas en 4 grupos para definir el riesgo de
recurrencia, habria la siguiente distribucion (Cuadro 2).
Ellos no consideraron las alteraciones estructural es dife-
rentesdel cromosomaZl ni lashiperploidias. Losresultados
adicionalmente permiten observar en el Cuadro 1 que
parece haber una correlacion directamente proporcional
entre lavelocidad de crecimientoin vitro y las alteracio-
nes cromosomicas’ (Figura 1).

DISCUSION

L os meningiomas usual mente se han considerado be-
nignos, y su grado de malignidad se relaciona con la
capacidad de invadir tejido cerebral sano y € riesgo de
recurrencia. Son tumores mas frecuentes en mujeres que
en hombres en una proporcion de 2:1, en este estudio se
encontréunamayor proporciondemujeresqueloinforma
do antes con unarazon de 3.8:1.

Histopatol 6gicamente la WHO ha clasificado los
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Cuadro 1 . -
Anomalias cromosémicas encontradas en oV q e o
32 meningiomas en los cuales se obtuvieron metafases ";if'# :‘m:'ﬁ'#
— , — + ""-'rl-?a:. .Y
Cariotipo N° de muestras %  Velocidad crecimiento 'L-‘ -
N° dias ] e P |
46, XX 6 46 XY 11 34.4 20
Monosomia 22 6 18.8 12
Hipoploidias 9 28.1 7
Hiperploidias 2 6.3 10
Alteraciones “ ﬁm ﬁ%
estructurales 3 9.4 10
Trisomia 5 1 3.1 10 i 1
Cuadro 2
Clasificacion por grupos de Ketter y nimero de 3 ?1& "h ﬁl 1‘ J ﬁa J’ IY ‘
pacientes de este estudio por cada grupo - S T "F —
1 12
Grupos Cariotipo N°
seglin Ketter "jk dd hf ..!”r “. “
0 Complemento cromos6mico normal S r_
(46, XX O 46 XY) 11
1 Monosomia 22 6
2 Hipoploidias (pérdida del 22 y otros i
cromosomas) 9 "i !1 ﬁ E L " o
3 Pérdida parcial o total del cromosoma 1 2 " i
Figura 2. Pérdida de 1p (brazo corto del 1)
] =
g
s dp, .y
- L) or
Brd e 25t
' & ‘: K I-*t -2 I Q
- 1 Ak . 3
14
R L
2

Figura 3. Hipoploidia con pérdida del 14, 20y 22

Figura 1. Monosomia del cromosoma 99 22 mas delecion de 5 p
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meningiomas en 3 grados: grado | (tipo comun), grado Il
(atipicoointermedio) y grado 111 (anaplésico).

A partir del 2001 con la publicacion de Ketter et al.*°
se establece una clara correlacion entre las alteraciones
citogenéticasy €l riesgo de recurrencia de estos tumores
pues se definieron 4 grupos que van de 0 a 3 (Cuadro 2).
También observaron unafuerte analogiaentrelos hallaz-
goshistol 6gicosy los grupos citogenéticos.

Con seguimiento a 6 afios, se considera que de acuerdo
conel cariotipo, lostumorescuyo complementocromosomico
esnormal otienemonosomiadel cromosoma22, ofrecenun
riesgo derecurrenciagqueoscilaentre 2%y 7%, mientrasque
s sAloseusalacl asificacionhistopatol 6gi cal ostumoresgrado
I WHO tienen una recurrencia de 20.5% alos 5 afios. La
recurrencia de los tumores con hipoploidia es 10% y 30%
cuando hay ateraciones del cromosoma 1.

Si setiene en cuentalo anterior 53% de |os pacientes
enestetrabajo, tendrian unriesgo derecurrenciamenor de
7%, mientras que 47% estarian por encima de una
recurrencia de 10%. Este estudio solo cuenta con 3 afios
de seguimiento de los pacientes por lo cual todaviano es
posible sacar las recurrencias propias, sin embargo, de
acuerdo con articulos previos se pueden sacar estas
conclusiones.

Los resultados en Cali muestran correspondencia
entrelavelocidad de la proliferacion celular y las altera-
ciones cromosomicas, particularmente para los tumores
gqueseclasificanenlosgrados!| y Il y que comprometen
sobretodo loscromosomas 22, 14,5y 1, lo que estariade
acuerdo con lo escrito por Ketter et al.X®

El presente articulo, como otros, demuestra que €l
estudio citogenéticodel osmeningiomasproveeunainfor-
macioén importante de los dafios genéticos que tiene la
célulay que se relaciona con su capacidad de division y
progresion. Los estudios genéticos de los tumores, se
orientan cada vez més a determinar que las recurrencias
deben ser recidivasoriginadasen célulastumoralesqueya
tienen alteraciones genéticas y contintan acumulando
otras, que favorecen la progresién del tumor.

CONCLUSION

Los estudios citogenéticos y e comportamiento in
vitro de las células tumorales pueden ser un excelente
complementodel resultado quirdrgico, del estudio patol 6-
gico, paracontribuir aestablecer el riesgo de recurrencia
y asi ayudar adefinir el prondstico parael pacienteinter-
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venido. Estetipo deestudio esfactibleen el medio colom-
biano, conaltaposibilidad delograr uncultivoexitoso, pues
se cuenta con el recurso tecnol 6gico adecuado.
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