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0 nucléonlo foi descrito pela primeira vez por FONTANA, em
1781. Observando células epidermais de enguia, o autor refere-
se ao nicleo como um “corpo cviforme" e ao nucléolo comp uma
"mancha”. Estes ¢ outros dados historicos a respeito dessa
pequena estrutura nuclear, constam de uma revisio feita por
MONTGOMERY, em 1898, onde o autor relata que, durante o século
XIX foram realizados cerca de 7@ trabalhos, todos sobre
nimero e volume nucleolares.

Nessa época o nucléolo Jjd era reconhecido como uma
estrutura celular tipica, que MONTGOMERY descreve como
homogénea, de forma esféfica, que podia ser corada com
solucBes dAcidas, mas que também tinha cardter basofilico se
corado com solugbes basicas. OGATA (18B3) descreve 2
nucléolos: um dcido, que seria o nucléclo verdadeiro e um
bdsico, <que chamou de “"cariossoma"”, censtituido de cromatina.
Em 1883, ZACHARIAS et al, usando diversos procedimentos de
coloragd8o, fazem a3 diferenciac8c entre o nucléolo real e os
cromossomas.

Os estudos sobre alcomposicﬁo nucleolar datam do inicio
do nosso século, quando RUSICKA (1899) e SIMARROD (1920)

descrevem a reag8o de impregsnaci3oc pela prata no nucléolo e




CAJAL (1903) relata a presenca dos grinulos argentdfilos.

Em 1907 HEIDENHAIN constata a presenca de uma “bainha
cromitica™ circundando © nucléolo, ¢ que deve ter sido a
Primeira demonstracio da existéncia da cromatina associada. A
relacf§o com a constriccfo secunddria do cromossoma foi
demonstrada através da observagio do comportamento do nucléolo
durante o ciclo celular, por HEITZ em 193%1. McCLINTOCK, em
1934, mostrou que © mesmo era organizado numa regifio
especifica do cromossoma & das células de milho.

Na década de 40 as investigacBes direcionaram-se para o
papel do nucléolo no metabolismo celular e a partir de 1950
para @2 sua estrutura, estudos esses que t&m se acumulado nas
duas uUltimas décadas (dados de revisio feita por GHOSH enm
1976) .

Atualmente os conhecimentos sobre o nucleolo, no que diz
respeito a sua morfologia & microscopia dptica (M. optica), a
ultra-estrutura, composi¢do quimica e fungdao ja est3o
relativamente definidos. Assim, num ndcleo interfdsico, o
nucléolo a M.optica apresenta-se como uma estrutura esférica,
basofila, com ndmero, tamanho e forma dependentes do
organismo, tipo celular e estado fisicldgico da célula
(GOESSENS, 1984). Assim, em c¢€lulas que possuem nucleo
razoavelmente grande e cromatina bem dispersa, os nucléolos
s80 prontamente observados; © «que nio acontece quando os
nicleos &30 menores € a cromatina condensada, o que contribui

para que os nucléolos sejam ofuscados (HAM et CORMACK, 1983).



Nio obstante, & Microscopia Eletrbnica (M.E.). a sua
presenca € sempre demonstrada, sendo os seus constituintes
distinguiveis através de suas caracteristicas ultra-
estruturais. Desse modo, constituem o nucléolo: os centros
fibrilares, 0 componente fibrilar denso, o componente
granular, a cromatina condensada associada e o intersticio
nucleolar (GDESSENS, 1984).

Os centros fibrilares s80 constituidos de material
fibrilar frouxo, de densidade moderada, envolvido por anéis
espessos de material fibrilar denso (HAM et CORMACK, 1983,
DERENZINI et al, 1988). Fazem parte da sua composiclo:
proteinas, em especial as proteinas argirofilicas (Ag-NDRs),
enzimas envolvidas na formacS8oc dos componentes ribossomais
maduros do RNA e lipides (GOESSENS, 1984).

O componente fibrilar densc € composto de fibras de
aproximadamente 4 pm de diametro associadas aos centros
fibrilares, o0 que sugere uma relaglo funcional entre os dois
componentes. Apresentam regifies de alta densidade, exibindo um
aspecto reticulado. Atraves da digestao com RNAse foi
demonstrada a presenca de RNA no componente fibrilar, além de
DNA e de proteinas dcidas argirofilicas, demonstradas apds a
coloracdo com prata (BOURGEDIS et al, 1979, GOESSENS, 19B84).

0 cowmponente granular contém numerosas particulas de 5
nm de didmetro, irregularmente distribuidas pelo nucléolo, ao
redor ou entre o componente fibrilar (GHOSH, 1978, GOESSENS,

1984). Ds granulos s3o compostos de ribonucleoproteinas (RNP)




e sio formados préximos 3o componente fibrilar; em seguida sfo
liberados como particulas pré-ribossomais e finalmente
transportadas B30 citoplasma como subunidades ribossomais
(GOESSENS, 1984).

O intersticio nucleolar forma dreas esféricas claras de
baixa densidade rodeando a massa nucleolar.'Possuem granulos
que parecem corresponder a particulas pré-ribossomais maduras,
que sio estocadas e transportadas nesse intersticio
(GOESSENS, 1984).

Separando o corpo nucleolar do nucleoplasma encontramos a
cromatina nucleolar associada, composta de filamentos
conectados 2 alg¢as de cromatina intranucleolar, gque penetram
no corpo nucleolar, assim como mantém uma ligacie com os
centros fibrilares (GHOSH, 1976, GOESSENS, 1984). Como o
nicieo, o0 nucléolo possui uma wmatriz formada de wmembrana
nuclear residual, ainda com algum complexo de poros, restos de
cromatina e do proépric nucléolo e que constituem o seu
esqueleto (BOESSENS, 1984).

A principal fungdo do nucléolo € a sintese do RNA
ribossomal (RNAr). Os genes nucleolares, que codificam as
moléculas de RNAr, estfo distribuidos de forma repetitiva ao
longo da cromatina distendida do DNA das por¢Oes cromossomais
correspondentes as constriceBes secundarias dos brageos curtos
dos cromossomos acrocéntricos de nuimeros (3, 14, 15, P4 e 22
(BEIGUELMAN, 1982, HAM et CORMACK, 1983) . FEssa constricelo &

denominada RegiSo Organizadora de Nucléolo (NOR) e esti




afivamente engajada na sintese de RNAr durante a intérfase
(MILLER et al, 1976), e na formaclo do nucléole imediatamente
apds @ divis¥o celular (MCCLINTOCK, $934). A transcricko em
RNA ocorre no componente fibrilar denso (LA COUR et CRAWLEY,
1965, SCHAWARZACHER et WACHTLER, 1983). Usando uridina
marcada, o centro fibrilar mostra marcacEo somente na sua
periferia, noe limite com o© componente fibrilar denso
(HERNANDEZ-VERDUN et al, 198@). Conseqiientemente, o componente
fibrilar n8o pode ser dissociado do centro fibrilar, uma vez
que juntos constituem uma unidade funcional (GOESSENS, 1984).

O RNAr transcrito como molécula 45 S ¢é metilado e
conjugado a proteinas nucleolares especificas, formande um
complexo de RNP 8@ S, chamado pré-ribossoma (GDESSENS, 1984) .
A particula 45 S de RNAr sofre algumas alterag8es durante o
Percurso iniciado no componente fibrilar, passando para o
componente granular at€é alcangar o citoplasma. Assim, a
molécula inicial € clivada em particulas 18 S e 32 5. A 18 §
alcanga 0 citoplasma imediatamente, enquanto a 32 5 ¢
convertida em 28 S antes de deixar o nucléolo ( TORELLJI et
“3l1,1971) .

As NORs tém grande afinidade pela prata, devido a
presenga de proteinas ndo-histBnicas associadas ao RNAr
recentemente transcrito, denominadas Ag-NORs (HDWELL, 1977).
Os primeiros relatos sobre a identificacio dessas proteinas
datam de 1979. HUBBELL et al (1979) observaram 3 bandas

proteicas, através de gel de poliacrilamida, extraidas de



hucléolo de hepatoma de Novikof#:Cr3 e Bes ¢ uma terceira
banda, designada “proteina Ag-NOR" por ter a maior afinidade
pela prata. LISCHWE et al (1979), usando o© mesmo material e
submetendo-o0 & separacfo com gel de poliacrilamida bi-
dimensional detectaram somente @2 bandas: Cas e Baa. Em 1982,
WILLIAME et al relataram que grandes subunidades de RNA
polimerase ] seriam as responsdveis pela argirofilia das NORs.

A partir da constataclo da insolubilidade em dcido e
solubilidade em dlcali dilufdo, pOde-se concluir que as NORs
possuem uma fracfo proteica que € essencialmente de natureza
nio-histdnica (BUSCH et ROTHBLUM, 1982). 0 componente
vesponsivel pela reduclio dos ions Ag* em prata metalica (Ag®)
parece ser O 9rupo carboxil das proteinas acidas envolvidas no
processo de transcric8o0 do RNAr (OLERT et al, 1979, SMITH et
al, 1988).

A func3o das proteinas Ag-NORs ainda n3o estd bem
esclarecida. Aloguns autores defendem que elas estariam
envolvidas no agrupamento e processamento do RNA pré-~
ribossomal (LISCHWE et al, 1979), uma vez que est3ao associadas
ao RNAr recentemente transcrito (HOWELL, 1977). Dutros propdem
que elas seriam rvesponsaveis pela transferéncia de particulas
de RNF do componente fibrilar. para o granular do nucléolo ou
fariam parte do complexo de transcriciio em RNAr (HUBBELL et
HSU, 1977). Mais recentemente tem sido demonstrado que as
proteinas argirofilicas tém uma funglo estrutural, estando

provavelmente envolvidas com a wmanutencio da cromatina



ribossomal na configuraclo estendida, © que favorece o
fenfmeno da transcricfo  (HERNANDEZ-VERDUN et al, 1984,
HERNANDEZ-VERDUN et DERENZINI, 1983).

A propriedade dessas éroteinas associadas ao RNAr
recentemente transcrito de se corarem pela prata, tem
possibilitado wvidrias observacBes a respeito das NORs, tanto no
que se refere & sua atividade, como ac seu comportamento
durante o ciclo celular. Assim, durante a intérfase, h3a grande
depdsito de grinulos de prata no nucléolo (GOESSENS, 1984). A
M.E. observa-se que os principais sitios de acdmulo da prata
s80 os centros fibrilares e poucos grinulos s&S5o vistes no
componente fibrilar denso. N30 hd coloracic no componente
granular e nos vacuolos nucleolares. Ao Fim da intérfase
comeca a desagregacSo do nucléolo e o componente tibrilar
denso n3o € mais wvisivel. A prata acumula-se no centro
fibrilar e em algumas estruturas fibrilares espalhadas pelo
nucleoplasma (HERNANDEZ-VERDUN et al, 1980).

Durante a profase, com a desagregacio do nucléalo, este
diminui de tamanho e se deforma e o componente fibrilar comega
a se dispersar, sinal morfoldgico da parada de sintese do RNA
(GOESSENS, 1984). As proteinas Ag~-NORs podem ser cbservadas em
parte do componente ¢ibrilar e nas extrusBes nucleolares, que
ficam em contato direto com 08 cromossomas, formando
estruturas retorcidas na superficie dos mesmos (PLOTON et al,

1985).



Na metafase pequenas wanchas de prata podem ser vistas,
correspondentes &s proteinas Ag-NDRs localizadas sobre
cromossomas condensados, somente onde o8 componentes de RNP
fibrilar possuem forma e tamanho irregulares (HERNANDEZ-VERDUN
et al, 1980, GOESSENS, 1984, PLOTON et al, 1985). Na anifase,
como na metdfase, a NOR permanece visivel, mas com muito pouce
deposito de prata (SCWARZACHER et al, 1978). A M.E. observa-se
que 3as proteinas Ag~NORs formam agregados redondos de 2,1 a
0,2 um de didmetro, centralmente localizados nos componentes
de RNP fibrilares situasdos na periferia da massa de cromatina.
Ao final da anifase esses agregados de Ag-NORs s§o dispostos
em depressBes como pegquenas bolsas, sendo gque 3 membrana
nuclear em formac8o estd ausente ac nivel dessas bolsas
(PLOTON et al, 1983).

A teldfase ¢ caracterizada pela nucleologénese. O
nucléolo surge num locus especifico da constrice¢fSo secunddria
do cromossoma (GOESSENS, 1984). Através da incorporacio da
uridina durante a reativacio de eritrdcito de galinha, foi
observado que o nucléolo origina-se no centro {ibrilar, que
corresponde ao NOR, associado & cromatina condensada. Em
seguida aparece o pré- nucléolo, tendo o componente fibrilar
marcado, mostrandce pela primeira wvez a sintese de RNA.
Finalmente, no nucléolo desenvolvido, o componente
fibrilogranular é¢ diferenciado e os vacdolos nucleolares
aparecem. A incorporagBo0 da uridina € encontrada nos

componentes fibrilar e fibrilogranular do nucléolo (HERNANDEZ~
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VERDUN et BOUTEILLE, 1979). Isso reforca a hipdtese das
fibrilas representarem a origem dos grénulos (HERNANDEZ-VERDUN
et al, 1980, GOESSENS, 1984). As proteinas Ag-NORs formam
massas esféricas de 0,1 um de didmetro, localizadas
centralmente nas estruturas esféricas de RNP fibrilares
dispersas na cromatina. Ao final da teldfase o nucleoplasma
aumenta de volume e os agregados esféricos de proteinas Ag-
NORs ficam em contato com a cromatina, podendo ser
interpretadas como corpos pré-nucleolares (PLOTON et al,
1983). O aumento de depdsito corado pela prata nessa fase do
ciclo celular sugere aque na teldfase as NORs e a transcriglo
s3ap reativados, produzindo noveo material argirofilico (PLOTON
et al, 1985, SHWARZACHER et al, 1978).

Na intérfase precoce 0s corpos pré-nucleolares sio
maiores, irregulares, menos NumMerosos € COm Menos coloragio
pela prata quando comparados com o nidcleo interfasicao, uma vez
que & grande producfo de proteinas Ag-NORs ocorre na
intérfase, acompanhando a sintese do RNAr na fase G= do ciclo
celular (PLOTON et al, 1985). Nessa fase, através da técnica
de impregnacdo pela prata, as proteinas Ag-NORs podem
apresentar 3 tipos de configuracBes: na primeiva delas as NODRs
est3o agregadas formando uma estrutura arredondada e
solitdria, correspondendo ao préprio nucléolo, onde, ultra-
estruturalmente, pode ser observado um pequeno Centro Fibrilar
circundado por pouco wmaterial Fibrilar denso e, deQidn a

Pequena quantidade de RNP ribossomal processada, escasso
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componente granular. A atividade transcricional nessas células
¢ baixa.

Num segundo tipo, as NORs s3o vistas dentro do nucléolo,
como pontos corados inseridos numa wmatriz nucleolar. O
componente fibrilar denso forma uma grande rede, provavelmente
correspondendo 2 NOR totalmente distendida e os Centros
Fibrilares sdo0 muito pPequenos ou ausentes, sugerindo a
rossibilidade das vproteinas em estoque estarem sendo
utilizadas para a3 formaclo do nucleolonema. Essa configuragfo
¢ indicativa de estar se iniciande a atividade transcricional.

Finalmente, as proteinas Ag-NORs podem apresentar-se como
varios pontos compactos distribuidos pelo nicleo,
correspondendo a numerosos Centros Fibrilares rodeados por
material fibrilar denso nos quais as NORs estendidas est3o
localizadas, correspondendo a alta atividade transcricional
(SHWARZACHER et al, 1978, RUSCHDFF et al, 1987 CROCKER et al,
i98%9 ).

Essa heterogeneidade de apresentagcfio das proteinas Ag-
NORs tem causado dificuldade na sua enumerag3oc. Assim, pode-se
optar por contar todas as estruturas coradas, mas quando
agrupadas em um “cluster” contd-las como uma Unica estrutura,
ou contar cada Ag-NOR como uma unidade ou um ponto corado,
independentemente de estar localizado dentro ou fora do
nucléolo (CROCKER et al, 198%9). N3o existe na literatura uma

uniformidade nesse procedimento.
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Mais recentemente, tem-se associado &4 contagem das Ag-
NORs a determinaclo, através de estudos morfométricos, da srea
que ocupam dentro do nicleo. Esses dados tém possibilitado »
observacdo das alteragBes que ocorrem quando uma célula passa
do estado de vrepouso & estimulada, onde, além da elevacfo no
nimero, hd reduciio do tamanho dos Centros Fibrilares
(DERENZINI et al, 1987). Além disso, pbde-se verificar que em
células malignas, as dreas ocupadas pelas Ag-NORs s3o menores
do que nas células benignas correspondentes Ou de menor
malignidade (CROCKER et EGAN, 1988, DERENZINI et al, 1988).

fom o objetivo de analisar a validade da contagem das Ag-
NORs na investigac8o do grau de proliferacko celular, CROCKER
et al (1988) compararam os resultados obtidos através da
citometria de fluxo para DNA e a contagem do nimero de Ag~NORs
em células de linfoma n¥o-Hodgkin e encontraram uma correlaclo
linear entre o nimero de Ag-NORs e a porcentagem de células em
fase S, sugerindo que © primeiro meétodo complementaria o
segundo.

Com a mesma finalidade HALL et al (1988) analisaram o
grau de pProliferac3o celular através da imunoreatividade do
anticorpo monoclonal Ki-47 que evidencia um antigeno presente
no nidcleo das células em todas as fases do ciclo, exceto Go.
08 autores observaram uma relagfc linear entre a porcentagem
de células imunoreativas e a contagem de Ag—-NORs em células de
linfoma n3o Hodgkin. Portanto, as proteinas dcidas associadas

a0 RNAr e coradas pela prata poderiam refletir o grau de

L S A UL AT LT st
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proliferaclo celular.

Outros fatores que provavelmente estio envolvidos com o
comportamento das Ag-NORs nas células seriam o grau de
atividade celular, capacidade transcricional, nivel de
diferenciac8o celular e ploidia (HUBBELL et al, 1977,
SCHWARZACKER et al, 1978, SMETANA et LIKOVSKY, 1984 DERENZINI
et al, 1987, UNDERWOOD et GIRI, 1988)

A técnica de Ag-NOR hi muito conhecida pelos
citogeneticistas na investigacio da banda NOR nos Cromossomas
dos grupos D e G, sofreu algumas modificacSes (GOODPASTURE et
BLOOM, 1975, HOWELL et BLACK, 1980) e tem sido bastante
utilizada pelos patologistas, principalmente na tentativa de
se diferenciar tumores malignos de benignos, de acordo com o
nimero e/ou morfoiog;a das NORs. Desse modo, foram estudados
cortes histoldgicos de tumores cutdneos (CROCKER et SKILBECK,
1987, EGAN et CROCKER, 1988, LEONG et GILHAM, 19B9), linfomas
(CROCKER et NAR, 1987, CROCKER et EGAN, 1988, HALL et
al,1988), tumores de mama (SMITH et CROCKER, 1988), de
intestino (DERENZINI et al, 1988), de figadoc (CROCKER et
McGOVERN, 1988), entre outros. Aparentemente
existe uma correlacdo entre o numero de Ag-NOR por célula e o
grau de malignidade dos tumores (CROCKER et NAR, 1987, CROCKER
el EGAN, 1988, EGAN et al, 1988, HALL et al, 1988). Este dado
também tem sido avaliado como parémetro progndstico nos

tumores (CONTRACTOR et al, 1989, GRIFFITHS et al, 1989).
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#

Os resultados obtidos ate o momento, tanto na
investigac¥o de células de tumores sdlidos como do tecido
henatopoético s¥o inconclusivos, tanto no que diz respeito a
técnica de impregnacic e contagem das A9-NORs, como na
interpretaciio dos dados obtidos. Analisande o ndmero de Ag-
NORs em ceélulas hematopoéticas em diversos estigios de
diferenciacfo e maturacfio, foi possivel se estabelecer um
declinio gradual no numero dos grénulos corados pela prata
durante o processo de maturacSo, tanto da série eritrocitica
como granulocitica (SMETANA et LIKOVSKY, 1984). Os autores
concluiram que o numero de Ag-NORs, que foram contados como
pontos individuais, pode ser um marcador da atividade
biossintética nucleolar das células sanguineas em
diferenciacio e maturagio. Resultades semelhantes foram
observados por MAMAEV et al (1987), onde, além de quantificar
os gr3os de Ag-NORs em células normais, comparam as contagens
em blastos normais com blastos de leucemia linfdide e n3o
linfdide agudas. Os autores observaram grande heterogeneidade
nos valores das Ag-NORs nhas células blasticas, com
sobreposic30 dos resultados entre os 2 tipos de leucemias.

ARDEN et al (198%a), ufilizlndo analisador de imagens
computadorizado, compararam nuicleos interfdsicos de células de
M.0. de & pacientes com Leucemia Linfdide Aguda e 3 individuos
normais. Além de terem constatado uma fnrte correlaclo entre
as Ag—-NORs metafasicas € interfasicas, houve diferenca

estatisticamente significativa entre os 2 grupos.
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Os trabalhos que analisam as Ayg-NORs somente em células
leucémicas metafisicas sko controversos, tanto no que sge
refere & ocorréncis ou nfo de diferenca significativa entre
télulas normais e leucémicas, como entre os diferentes tipos
de leucemias (REEVES et al, 1982, ARDEN et al, 1985, SATO et
al, 1986, ARDEN et al, 198%h).

Mais recentemente tem havido uma tentativa de se
padronizar as contagens e de se definir as estruturas
observadas & M.dptica, a fim de que seja possivel a comparacio
dos dados obtidos dentro e entre os laboratdrios que tém
trabalhado na investigac@o das NORs através da impregnacio
pela prata (HOWAT et al, 1988, SMITH et CROCKER, 1988, CROCKER
et al, 1989, RUSCHDFF et al, 19905).

A agregaciio das Ag-NORs dentro de um ou mais nucléolos,
que dificultam a sua distingdo, a intensidade da impregnacgio
que pode obscurecer pequenos pontos corados, o efeito de
alguns reagentes utilizados na fixac3o dos cortes de parafina
que podem interferir na rea¢fo do grupo carboxil das proteinas
nio-histdnicas e a espessura do corte, tem merecido a atengio
dos histologistas e patologistas, J3 que s8o0 importantes
fatores envolvidos na variabilidade da técnica e nes
conseqientes resultados obtidos (SMITH et al, 1988, UNDERWOOD
et GIRI, 1988, CROCKER et al, 1989).

A possibilidade de algumas Ag-NORs serem sub-estimadas
devido a sua posi¢30 na célula submetida 3 sec¢lo do bloco de

parafina, € minimizada quando o material examinado é

) A et 5 P

[ EE
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Proveniente de uma preparacio citoldgica, onde 3 célula
inteira ¢ observada. Analisando células de efusBes pleurais e
peritoneais, DERENZINI et al (198%a) obtiveram bons resultados
nas contagens de A9-NORs, possibilitande a diferenciacSo de
células de mesotelioma e adenocarcinoma, de células
mesoteliais reativas.

Para a investigac3o de células hematopoéticas & possivel
utilizar a técnica da impregnagio pela prata em preparacBes
citoldgicas de M.0., eliminando a possibilidade de parte da
célula ndo ser observada. Do wmesmo modo que as contagens de
Ag-NORs tém sido amplamente utilizadas na diferenciaglo de
lesdes benignas e malignas, inclusive na graduacio da
malignidade e no prognéstico dos tumores, Pparece-nos
interessante investigar como o0s Ag-NORs se comportam em
diferentes tipos de leucemias agudas.

AlteracBes na diferenciacio e maturacfe celulares, ritmo
de proliferac8o, grau de ploidia, entre outros, si3o fatores
que, de acordo com os dados de literatura, interferem no
numero e morfologia das Ag-NORs (SCHWARZACHER et al, 4978,
SMETANA et LIKOVSKY, 19B4). Uma vez que nas leucemias agudas
virias dessas alteragles ocorrem, causando uma diversidade de
apresentacSes, com varios sub-tipos de leucemias agudas, seria
de interesse verificar se os resultados da investigaglo das
Ag-NORs poderiam colaborar no conhecimento da atividade
bioldgica dessas células, sua classificacd3o e proviveis

evoluciio e progndstico.
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Consoante o exposto, e levando em consideracio a escassez
de dados na literatura com relacfo ac estudo das NORs em
células interfisicas no tecido hematopoético normal e
Patoldgico, especialmente nas leucemias agudas, resolvemos

conduzir o presente trabalho.




II-
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1. Padronizar a tdcnica de identificag8o das Ag-NORs em
esfregacos de M.0 obtidos por puncio aspirativa.

e. Caracterizar o padrio de Ag-NOR em células
hematopoéticas normais em MH.O e correlaciona~-lo com a
proliferac8o e diferenciacio celulares.

3. Caracterizar o padr3o de Ag-NOR em blastos de Leucemia
Mieldide Aguda (LMA) e Leucemin Linfdide Aguda (LLA) e
compari-1o0 com mieloblastos normais, verificando também a
possibilidade da técnica de identificaglico das Ag-NORs ser
utilizada como método auxiliar na diferenciacZc de células
bldsticas normais e malignac da ¥.0.

4. Verificar se a técnica de identificacBo das Ag-NORs
pode ser utilizada na diferenciac8o de blastos de diversas

linhagens.



III-
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Para a obtengio dos valores controles do numero de Ag-
NORs em células hematopodticas foram estudados 10 individuos
adultos, 4 homens e & mulheres, atendidos neo Servigco de
Hematolopgia do HC-UNICAMP, cujo aspirado de M.0 foi realizado
para esclarecimento diapndstico das seguintes doengas:
hiperespienismo (2), estadiamento de linfomas (4), Pidrpura
Trombocitopé&nica Idiopatica (3) e anemia a esclérecer
(1) .(Tabela I). Essas alteracbes nao comprometem as

caracteristicas morfoldgicas normais das células estudadas.

Foram estudados 47 individuos portadores de leucemia
aguda atendidos no Servigo de Hematologis do HC-UNICAMP, no
Centro Infantil de Investigacbes Hematoldgicas "Dr. Domingos
A. Boldrini" e no Hospital A.C.Camargo(SP). Dos 47 pacientes,
B& apresentavam Leucemia Mieldide Aguda (LMA) e 21 Leucemia
Linfdide @Aguda <(LLA). (Tabelas II e III). O estudo foi
realizado a0 diagndstico, antes que o0s pacientes fossem

submetidos a quimicterapia.



Tabela I:

NOME

ee

Grupo de pacientes controles.

IDADE

(anos)

SEXD

JUSTIFICATIVA DO

ASPIRADO DE M.C.

—— T T M M S S R R T M M M M R M i v T N T N M T M M M M M M M- EEL R Rl e ird e e

ie

54

37

ée

75

o8

58

85

33

Hiperesplenismo
Estadiamento de linfoma
de Hodekin

Estadiamento de linfoma
de Hodgkin

Purpura trombocitopénica
Idiopdtica

Purpura trombocitopénica
Idiopatica

InvestigacSo de anemia
Estadiamento de linfoma
de Hodgkin

Estadiamento de linfoms
de Hodakin

Pdrpura trombocitopénica
Idiopatica

Hiperesplenismo



Tabela I1 : Grupo de pacientes com | M & 23

Ne NOHE IDADE SEX0O Hb LEUCGCITOS Bl no 5P Bl na MO CLASSIFICAGAQ
(anos) (97d1)  (x10%/ ma®) X X FAB
--; MGR 79 ) N 5.3 2.4 18.¢ 55.6 M1
2 CJH 43 o 2.6 86.4 47.0 substituida T
3 AS VY L[ F - - - 75.9 Hi
4 JCF (3 M 9.2 19.5 400 835 M4
3 AAkB 38 H 8.4 3.3 9i.9 90.3 H1
4 MIG 44 F - - - substituida M1
7 TF - H 3.4 183.¢ 2.9 substituida He
8 KZIV &8 F 4.9 4.5 33.9 52.8 M2
9 KCP 13 F 7.2 88.7 Bo.0 substituida M4
19 ACDC 3H M 8.3 3.2 26.9 565 H1
1 ACH - N 13.4 5.6 62.9 substituida H4
i HG 29 H i3.5 7.2 87.0 85.3 M1
13 JBS 79 Y 9.7 9.9 47.9 74.9 M1
i4 Ca 30 H 11.4 205.% 96.9 substituida Hi
15 BKETS 48 F - 3759 8i.9 substituida K3
14 JR - H - - - 73.5 K2
i7 HAVBE - F - - - substituida He
i8 DGR 74 M - - - substituida M1
i9 BLG 48 H 8¢ 35.9 13.9 3.5 M2
20 ALC 53 F 6.4 16.9 49.9 75.¢ M4
el RGP oo H 18.6 189.9 90.0 70.¢ H2
22 HRHA 34 F - - - substituida M1
23 JLCR 17 H 7.9 4.4 54.9 84.5 M2
24 FL 86 H 6.7 20.9 2.0 . éB.@ H2
25 LSH c2 F 7.9 1e7.9 82.5 47.9 K2
2é §cJ - F 8.2 25.7 1.0 8.5 Hi
B = blasto R ST

5P = sangue perifeérico
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Tabela III : Grupo de pacientes comL L A

N° NONE IDADE  SEXD Hb LEUCSCITOS Bl no 5P Bl na HO

(anos) (g/d1) (x10%/ wm™} X X
__; ACS 2é M 8.8 i%?.8 68.9 substituida
2 FRS ] F 7.6 4.3 26.9 93.9
3 HAF - F - - 40.¢ 46.3
4 PRC 34 H 10.9 39.7 75.5 199.9
5 S5AC 23 F 8.2 .1 6.8 substituida
4 CN - H - - - -
7 & N 46 i 9.2 386.9 25.5 substituida
8 CGP 33 F - - 49.9 substituida
¢ f ARR iy F - - - B4.¢
1) VG B 435 F - - - -
i1 JP 2 F B.8 13.6 11.9 Bi.9
i2 FHV g M 1.9 37.3 71.9 -
13 cz2 3 F 9.4 93.9 74.9 7.9
14 RLAS 3 H 14.2 B.{ 57.9 79.9
15 KCP 3 F 5.1 1.6 56.9 28.9
18 HCF 15 H 9.4 13.5 75.9 substituida
17 b BS 1 F 13.6 3.8 i?.e B6.9
18 FLCB 14 H 10.9 140 0 96.0 substituida
19 FJFF T7Heses M 6.7 1ce.e 76.0 88.8
28 VB 18 H 7.5 7.7 34.0 substituida
21 PGS 4 H 2.4 79.7 0.0 9.0

Bl
gp

blastos
sangue periferico
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1. Hemograma

Os wvalores do sangue periférico: contagem de gldbulos
vermelhos, leucdcitos e plaquetas, dosagem de hemoglobina e
determinacio do hematdcrito, foram obtidos atraves de

contadores eletronicos marca Coulter, modelos Do e T B90.

2. Mielograma

Foi obtido por pungio dssea em crista iliaca posterior ou
psso esternal. Apds a coloraclo com Leishman (2,5 g de corante
diluidos em 1000 ml de metanol), o esfrega¢o de M.0 foi
observado a M.dptica, com objetiva de imers8oc (100 %), para
analise qualitativa e quantitativa dos elementos celulares. Um
segundo esfregage foi submetido & técnica de impregnagio

argéntica para Ag3-NOR.
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A classificaclo das leucemias foi feita de acordo com as
normas propostas pelo grupo FAB (BENNETT et al, 1985) e a
caracterizaclo das células bliésticas fol realizadas através das
seguintes reacfes citogquimicas:

-Reaglio de PAS

~Colorac8o de Sudan Black B

-Reag30 de Mieloperoxidase

-Reag3o de Esterase (alfa-naftol-acetato esterase, ph

7.6) (DACIE et LEWIS, 1984).

3. Técnica de Ag-NOR

A fim de <que fosse obtida uma impregnac8o de boa
qualidade, «que possibilitasse a distin¢3oc das Ag-NORs, sem
interferéncia de artefatos e Pprecipitados de prata e
concomitantemente permitisse o reconhecimento dos diversos
tipos celulares, foram feitas algumas modificagcles no método
originalmente descrito por GOODPASTURE et BLODM (1975) e
amplamente utilizado pelos citogeneticistas para o
reconhecimento da banda NOR. Assim, =a metodologia por nods
empregada foi:

a) Fixaglo

Solucdo de 1 wvolume de 3cido acético:3 volumes de
metanotl.

Os esfregacos de ™M.0 foram imersos nessa solugdio por 10

‘minutos, em seguida retirados para secagem ao ar.
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b) Coloracio

-Soluc3o de nitrato de prata a 50% em dgua desionizada.

0] nitrato de prata foi dissolvido sob agitacdo e
protegido da luz. Esse procedimento deve ser realizado na hora
de uso da solugdo.

-Solucfo de gelatina e dcide #fdrmico: a gelatina foi
dissolvida a 2% em 3dgua desionizada aquecida. Apds o
resfriamento da soluglo, foi acrescentado acido fdormico a 1¥%.
A soluclo final foi dividida em aliquotas de 3 ml e guardada
em geladeira. Na hora de uso foi novamente dissolvida em
banho-maria a 37°C.

As 18minas fixadas e secas foram dispostas em camara
escura e sobre cada esfrega¢co foram colocadas 4 gotas da
soluc3o de nitrado de prata filtrado em filtro Milliipore ( 0,2
Mm ) e 2 gotas da solucio de gelatina e dcido férmico. Foi
feita uma delicada homogeneizag30 com tubo capilar, a camara
escura foi fechada e colocada em estufa a Sé° C por 15
minutos, procedendo-se, ent8oc, a lavagem em agua desionizada
por 1@ minutos.

c) Contracoloracio

-Hematoxilina de Harris por 45 segundos, seguida de
lavagem em agua corrente por 10 minutos.

d) Montagem com resina e laminula.
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4. Contagem das Ag-NORs: realizada a M. optica,
utilizando objetiva de imers8o (100 x), seguindo os seguintes

criteérios:

4.1. Grupo controle

Foram analisados 10 aspirados de M.0. contvole. De cada
amostra foram contados 3@ elementos ctonsecutivos de cada uma
das seguintes categorias celulares: mieloblasto, promieldeito,
mieldcito e metamieldcito. Foi demonstrado estatisticamente
que esse numero de celulas contadas era suficiente para
amostrar o tipo celular estudado. Dos bastonetes e neutrdfilos
segmentados foram contadas 20 células consecutivas, uma vez
que o numero de Ag-NORs apresentou-se bastante homogéneo.

Da série eritrobldstica, sempre que possivel, foram
contados 30 elementos de cada tipo ;elular {(pronormoblasto,
normoblasto basofilo, normoblastos policromatofilo e
ortocromatice). Eventualmente, n3o0 foi possivel totalizar as
30 células de um determinado tipo celular, devido & escassez
de tal elemento no material analisado. Nesses poucos casos,
foram computados os dados cobtidos, independente do seu numero.

Quanto aos megacaridcitos, foi feita uma andlise
descritiva das Ag-NDRs, devido a3 impossibilidade da contagem
individual das mesmas, uma vez que nessas ce€lulas elas se
apresentam como numerosos e diminutos pontoe espalhados pelo

nicleo. Além disso, o nidmero de megacaridcitos por l1&mina foi
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pequeno e o tamanko e forma do nuclec foram muitec variaveis,

devido aos diferentes graus de ploidia.

4.2. Grupo de pacientes leucémicos
Foram estudados 26 pacientes com LMA e 21 com LLA. De

cada aspirado de M.0. foram contadas 10¢ células bldsticas

consecut ivas.

S. Avaliac3o das Ag-NORs.

Foi feita a disting2o0 entre pontos e “clusters”, segundo
CROCKER et al (19¢89). O0s pontos corresponderam a 1 Ag-NOR
isolado, representado por 1 ponto de colorag8o bem distinto.
Os “clusters” foram definidos como um ou mais pontos,
inseridos numa dnica matriz, formando um agregado de fundo
pialido, contornos regulares, com um ndmero varidvel e nem
sempre discernivel de pontos (Figuras 1 e 2 dos Resultados).
Em cada ndcleo celular foram contados o ndmero de pontos e/ou
“clusters”, separadamente. Optamos por essa padronizag8o de
contagem porque, aparentemente, os “clusters” e pontos
representam diferentes atividades ficioldgicas da célula
(CROCKER et al, 1989). Além disso, elimina~se a pnssibilidadé
de subestimar ¢ numero de pontos inclusos no “cluster”, que
frequentemente apresentam-se agregados, impossibilitando a sua

individualizac¢fo.
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4. Analise estatistica

6.1. OGrupo controle: foram calculadas a média e desvio
padrao do numero de “clusters” e pontos de cada tipo celular.
Apds ter sido constatada a distribuig3o normal dos dados, as

médias foram comparadas através do teste t (Student, 1908B).

6.2. Grupos de LMA e LLA: Foram calculadas média e
desvio padrio do nudmero de "clusters” e pontos/célula blastica
de cada ctaso. Para a comparac3o das médias foi usado o teste
de Wilcoxon para @2 8rupos.

A andlise estatistica foi realizada através do programa

Microstat, em microcomputador PC-SID Seé2.

4.3. Reprodutibilidade do método: as l8minas de aspirado
de M.0. foram avaliadas por 2 observadores, com & sem 0O
auxilio de reticulo na lente ocular. As diferengas de

contagens foram sempre inferiores a 1@%.



Iv=-



38

IV, AMO controle

1. Serie agranulocitica (¢ Fig. 1)

PDe acordoc com o5 dados da TYabela IV, o mieloblaste
apresentou o maior ndmero de ‘“clusters” (X= 3,24 = 0.1¢6),
nimero esse que foi decrescendo a medida que as células se
tornavam mais maduras. Metamieldcitos, bastonetes e
segmentados nfio apresentaram ‘“clusters”. Por outro lade, a
média do numero de pontos observada por célula foi menor no
mieloblasto (x= @,36 * @.13), crescendo paulatinamente até
mieldcite (X= 3,78 = @,27), onde atingiu o numero maximo e
novamente decresceu, ficando proxime a 1 nos neutrdfilos
segmentados (Grafico I). Houve diferenca estatisticamente
significativa (p ( @,00!) entre um compartimento celular e o
seguinte na escala de maturaclo, tanto nas médias de
"clusters” como de pontos, exceto entre “clusters” de

mieloblastos e promielocitos (p = 9,008) (tabela V),



com &Y 'Clusters” ( »)

Promieldcito (Pro),

Figura 1:

e 1 ponto (==p); Mieloblasto (Mb),

“"Clusters” Bastonete com 1 ponto.

M.O.controle. Técnica de Ag-NOR, B850 x.
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Tabela IV

granulocitica do grupo controle.

TIPO

CELULAR

Contagens de Ag-NORs em células da série

Pontos

34

—— e e e A A N B B SN S S R e e A M e e M S S e e S S R S s e W

Segmentado

w x|3

10
média
desvio padrio

"Clusters"
X s
3,21 0,16
3,01 0,18
9,45 0,20
0 i
0 i
e -
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GRAFICO I: Distribuic8o das médias de Ag-NORs nas células da

série granulocitica do grupo controle.

@ PONTOS Mb: Mieloblasto

O "CLUSTERS"” Pro: Promieldcito
Mi: Mielocito
Mt : Metamieldcito
Bt : Bastonete

Sg: Segmentado
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Tabela V: Andlise estatistica para comparacfo das médias das
contagens de Ag-NORs em células da linhagem
granulocitica. Teste t (Student).

Células comparadas “Clusters"” pontos
Mb x Pro t = 2,62; p=0,008 t = 6,33; p(0,001
Pro x Mielo t = 29,37; p(0,001 t = 18,28; p(0, 001

R ———————_ A e ettt R R ]

x
-
m
—
0
x
=X
m
(s
[ 1]

1
(as
I

i — ———— - S A S s S S S S e e

Meta x Bast3o - t = 6,69; pP{0,001
Bast3o0 x Seg. = t = 7,74; p(0,001
Mb : mieloblasto Meta : metamieldcito

Pro : promielodcito Bastio: bastonete

Mielo : mielocito Seg.: segmentado
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2. Série eritroblistica (Fig. 2)

A distribuicfo de “clusters” e pontos nas ceélulas da
linhagem eritrobldstica obedeceu ao mesmo padr3o da série
granulocitica, ou seja, os ‘“clusters” foram observados em
maior numero nos pronormoblastos (x= 3,87 * 0,40), decrescendo
esse valor a medida que as células tornavam-se mais maduras,
estando ausentes nos normoblastos ortocromiaticos. As contagens
de pontos tiveram um comportamento inverso, uma vez que O0S
mesmos foram mais numerosos nas células mais maduras, com
contagens maximas nos normoblastos policromatdéfilos (x= 3,81 =
0,21) (Tabela VI e Grafico II). Houve diferenca
estatisticamentre csignificativa (p ( ©,001) entre um estagio
de maturag8o e o seguinte, tanto no que diz respeito as médias
das contagens de ‘“clusters' como de pontos, excetuando-se 3
comparacao das médias de “clusters” dos normoblastos
policromatéfilos e ortocromaticos (ambos proximos de zero),

onde a diferen¢a n8o foi significativa (Tabela VII).



4 pontos (==»), Normoblasto Basdfilo (NBa),

e 2 pontos e Normoblasto Ortocromatico (NOrto)

M.0.
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Figura 2: Pronormoblasto (ProNb), com 3 “Clusters’” (» )e
com 3 "Clusters”

com 2 pontos

controle. Técnica de Ag-NOR, 830 x.
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Tabela VI : Contagens de Ag-NORs em ceélulas da série
eritroblastica do grupo controle.

TIPO "Clusters” Pontos
CELULAR - -

X ] X S
Pronormoblasto 3,87 2,40 0,72 ©,37
Normoblasto 3,07 9,49 2,21 e,41
basdfilo
Normoblasto 0,01 0,03 3,81 e,21

policromatofilo

Normoblasto %] (] 2,35 ©,38
ortocromatico
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GRAFICO II: Distribuic3o das médias de Ag-NORs nas celulas

da série eritroblastica do grupo controle.

® PONTQOS ProNbl: Pronormoblasto
O "CLUSTERS" NBa: Normoblasto basdfilo
NPoli: Normoblasto policromatdfilo

NOrto: Normoblasto ortocromatico
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Tabela VII : Andlise estatistica para comparac8o das médias
das contagens de Ag-NORs em células da linhagem
eritrobldstica. Teste t (Student).

Células comparadas "Clusters"” pontos

[ ———————————————— e e e T

ProNbl x NBa t = 3,98, p{ 0,001 t

8,46; p(0,001

NBa x NPoli t = 19,71; p(0,001 t = 10,93; p(0,001

NPoli x NOrto t = 1,28; p =0,21 t
% n.s.

10,41, p(0,001

* n.s. = n3o significativo

ProNbl : pronormoblasto

NBa . normoblasto basdfilo

NPoli : normoblasto policromatofilo
NOrto : normoblasto ortocromatico
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3. Série megacariocitica

Como pode ser observado na Figura 3, os megacaridcitos
caracterizaram-se por apresentar numerosas Ag-NORs, na forma
de pontos espalhados pelo niucleo, tornando dificil a
individualizac8o e consegiiente contagem dos mesmos. Em vista
disso, essas células foram observadas somente qualitativa e

n8o quantitativamente.

Figura 3: Megacaridcito apresentando numerosos pontos (=& de
Ag-NORs dispersos pelo nucleo.

M.0. controle. Teécnica de Ag-NOR, 8350 x.
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IV.2 Mieloblastos no arupo controle

Na Tabela VIII est8o representadas as médias de contagens

de Ag-NORs obtidas em 1@ esfregacos de M.0 controle.

Tabela VIII : Contagem de Ag-NORs em células bldsticas
do grupo controle.

PACIENTE ~"Clusters™ _. Pontos
N X S X ]
i 3.11 1.17 @.590 .86
2 3.33 1.47 .30 ©.65
3 3.1¢ 1.18 ©.56 0.93
4 3.30 1.17 .40 0.62
S 3.13 1.33 0.50 Q.90
é 3.10 1.32 ©.40 0.67
7 3.30 1.29 .26 @ .58
8 3.03 1.35 .39 ©.65
9 3.56 1.30 .20 .48
10 3.13 1.13 0.16 0.46
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IV.3. Células blisticas na LMA (Fig.4)

Tanto as contagens de 'clusters” como as de pontos
mostraram grande heterogeneidade de resultados, com valores de
média que variaram de 1,90 a 3,77 para os ''clusters” e de ©,05
a 0,50 para os pontos (Tabela IX e Grafico III).

Aléem da heterogeneidade quantitativa, foram observados
também padrBes morfoldgicos diversos de ‘“clusters™, tanto no
que diz respeito a0 tamanho como quantidade de pontos e
individualizag3o ou n8o dos mesmos dentro dos "cluﬁters".
Essas diversificacBes morfoldgicas aparentemente na3o estido
correlacionadas com a classificacd3o das LMA pelo critério FAB
ou com outras varidveis, como numero de leucocitos ou blastos
no sangue periférico.

As medias obtidas das contagens de '"clusters” e pontos
foram submetidas ao teste de correlagao com o0 numero de
leucdcitos e blastos observados no sangue colhido na mesma
ocasiio em que foi feita a punc@o de M.0. Todas as correlacdes

foram negativas, com os seguintes valores:

Correlacio "“clusters” x leucodcitos: r= -0,0708

Correlag3o "clusters” x blastos: r=-0,0925

Correlacio pontos x leucdcitos: r= -0,203

Correlagio pontos x blastos: r= -0,1836
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Dos 26 pacientes avaliados quanto ao numero de Ag-NORs,
em 21 foi possivel o 1levantamento das pastas e a verificacfo
do numero de leucdcitos no sangue periférico. Na tabela X
est8o relacionados os pacientes estudados, com as respectivas
contagens e a classificac3o das leucemias pelo critério FAB.
Nesse grupo foi realizado o teste de correlagcio entre
“clusters"” e leucdcitos. Subdividindo o grupo entre os
pacientes com leucdcitos superiores e inferiores a 30000/mm® e
comparando-se as médias de '"clusters” dos 2 sub-grupos, a
diferenca n8o foi estatisticamente significativa (p = ©,452).
Do mesmo modo, agrupando Os casos classificados como M, e M,
onde ha pouca diferenciagio celular e os Mz e M,, onde existe
diferencia¢3o e comparando-se as médias de "clusters” dos 2
grupos, a diferenca n8o foi estatisticamente significativa (p
= 0,4569) .

Comparando as medias gerais (Tabela XI), foram observadas
menores valores na LMA , tanto nas contagens de "clusters" (x=
2,99+ ©,48) como na de pontos (x= ©,16 * @,12) quando
comparados com os normais (“clusters”: x= 3.20 * 0,16; pontos:
x= 0,35 * 0,13) Estatisticamente n3o foi significativa a
diferenga entre os ‘“clusters"”, entretanto, entre pontos de
blastos normais e leucémicos houve diferenga (p ( ©,001)

(Tabela XII).



Figura 4: Blastos apresentando '"clusters"”

Aspirado de M.O. LMA. Técnica de Ag-NOR,

() e pontos =)

850 x.
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Tabela IX : Contagem de Ag-NORs/célula blastica
em esfregagos de M.0O. na L M A.

PACIENTE _ "Clusters” _ pontos

Ne X S X S
1 e.43 i.18 0.13 ©.41
o 3.77 1.00 0.10 .36
3 2.60 1.00 .08 .36
4 3.59 1.19 @.30 Q.62
S 3.34 1.08 @.50 0.94
6 .46 0.93 @.08 0.27
7 3.2 0.91 .05 9.21
8 c.98 1.10 ©.14 .44
? 3.23 1.10 0.11 .44
10 3.75 1.13 0.08 ©.30
11 .67 1.13 0.28 0.66
ie 2.78 1.07 ©.17 .47
13 3.38 i1.08 e.14 0.42
14 .71 .91 .48 .77
15 2.85 .89 .14 ©.314
16 2.92 1.04 0.e8 .27
17 3.83 1.18 0.21 0.43
i8 2.05 1.04 ©.07 0.25
19 3.7 i1.e3 0.11 ©.34
20 2.73 1.e8 0.06 9.27
el 3.09 i1.08 0.14 0.42
ee 1.90 .80 .37 0.74
23 3.e2 1.06 .05 .21
24 3.37 1.26 0.21 0.40
29 3.20 147 @.06 983
26 e.92 1.07 0.12 ©.38
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Tabela X : Contagens de leucocitos no SP, “Clusters” em blastos
da M.0. e classificagdo FAD dos pacientes com L.M.A.

10
1
12
13
14
15
16
17
18
19

20

NOME IDADE LEUCOCITOS "Clusters” CLASSIFICACAO
(anos) (/mn?) (X + s/100 celulas) FAB
KGR 79 - 2400 2,43 + 1,18 M1
CJM 43 84400 3,77 £ 1,00 M5
JCF L3 19560 3,59 + 1,19 M4
AAB 38 39300 3,34 + 1,08 M1
TF - 183000 2,61 + 1,03 M2
MZIV 68 4500 2,98 + 1,10 H2
KCP 15 98700 3,23 + 1,10 M4
ACDC 35 5200 3,75 + 1,13 M1
ACH - 5609 2,69 + 1,13 M4
M6 20 71200 2,78 + 1,07 M1
JBS 70 F000 3,38 + 1,08 M1
CA 30 225600 2,71 + 0,9 M1
NETS 68 375000 2,85 + 0,89 M3
BLG 40 35000 3,07 + 1,03 M2
ALC 33 16900 2,73 ¢ 1,08 Mi
RGP 2o 180000 3,09 + 1,08 M2
JLCR 17 44600 3,02 + 1,06 M2
FL 86 20000 3,37 + 1,26 M2
LSH 22 107000 3,20 + 1,17 M2
SCJ = 25700 2,92+ 1,07 M1
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Tabela XI

Médias gerais das contagens de Ag-NORs
("Clusters"” e Pontos) em células blasticas
de M.0.

50

N “Clusters™ Pontos
X s X 5
'NORMAL 10 3,20 0,16 .35 0,13
Lma 2 2,99 0,48 0.16 0,12
LiLa a1 276 e .17  e,22

Tabela XII
das

Analise estatistica para comparacio das médias

contagens de Ag-NOR em células bldasticas

(teste de Wilcoxon) .

Grupos comparados “Clusters" pontos
NxLMA Z = 1,519; p=0,044 2 = 3,4581; p(0,001
¥ n.s.
NxLLA Z =1,775; p=0,038 Z = 3,359; p(o,001
® n.s.
LMAXLLA Z = 1,177; p=0,119 Z = 0,610; p=0,271
_ # n.s. * n.s.

————— i ———————————

——————————————————————————— i ———————————————

= n3o0 significativo
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IV.4. Células bldsticas na LLA

Como pode ser observado na Tabela XIII e no Grifico 5 &
as médias das contagens de “clusters” e pontos em células
blasticas de M.0 provenientes de pacientes com LLA,
apresentaram uma distribuig¢lo bastante heterogénea, com
valores wvariando de 1,62 a 4,01 para os 'clusters” e de 0,02 a
1,02 para os pontos.

Morfologicamente foi possivel observar que alguns casos
foram caracterizados pela predomindncia de 1 dos seguintes
padrles de ‘"clusters': no 1® deles células com poucos
"clusters” € no e células apresentando-os numerosos
“"clusters” e pontos (Figuras 5 e 6).

Ao contrario do observado na LMA, foi obtida uma pequena
correlacdo positiva (r=0,25) entre as médias de "clusters” e
pontos nos blastos de LLA, assim como foram positivas as
correlacbes entre:

- "clusters” x leucocitos: r=0,453

- "clusters” x blastos: r= @,444

As correlacdes entre pontos e blastos e entre pontos e
leucocitos, embora positivas, mostraram valores muito baixos

(r= 0,036 e 00,0470, respectivamente).
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Considerando como fator progndstico o numero de
leucdcitos no sangue periférico (tabela XIV), os pacientes
foram subdivididos em 2 g9rupos: baixo risco (¢(25000
leucdcitos/mm® de sangue) e alto risco ()25000 leucocitos/mm?
deh sangue). Dos 21 pacientes avaliados quanto ao numero de Ag-
NORs nas células blasticas, somente 16 foram submetidos a
anialise de correlacio com © numero de leucocitos, devido ao
extravio dos prontuirios necessarios & coleta dos dados.
Comparando as meédias de "clusters” em blastos da M.0. dos @
grupos, baixo e alto risco, ndo  houve diferenca
estatisfikamente significativa (p = 0,008).

As médias de “clusters" e pontos foram menores na LLA
(k= 2,76 * 0,6B e %= 0,16 =* 0,22, respectivamente) quando
comparadas aos hormais ( X = 3,20 *+ 0,16 para os “clusters”
e x= 0,35 + 9,13 para os pontos) (Tabela XI). Essas
diferencas, nBo foram estatisticamente significativas quanto
aos “clusters"”, mas foram significativas quanto aos pontos (p
( 0,001).

As diferencas de contagens de Ag-NORs nao foram
estatisticamente significativas entre os 2 tipos de leucemias
(Tabela XII).

Os graficos IV e V representam a distribuicd3o das
freqiiéncias das meédias de "clusters” e pontos nos 3 Qrupos
estudados. Como pode ser observado, no Srupo normal 90X dos
casos tiveram seus valores de “clusters"” entre 3,0 e

3,5/célula, enquanto nos 2 grupos com leucgmia essa
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distribuicio teve um intervalo de variac¥o bastante alargado.
Adicionalmente, na distribuicfo dos pontos, a freqiiéncia das
médias foi bastante heterogénea nos 3 grupos estudados,
havendo uma tendéncia a se concentrarem em valores menores do
que @,3¢ nas leucemias e valores maiores do que esse nO grupo

normal .

Tabela XIII : Contagem de Ag-NORs em células blisticas
em esfregacos de M.O. na L L A.

PACIENTE "Clusters"” Pontos
N X S X S
i 1.62 Q.67 0. .09 0.28
2 1.69 Q.69 .17 ©.490
3 e.25% .83 .14 .31
4 4.01 1.9 .13 Q.39
S 2.35 0.97 ©.34 ©.63
6 c.21 ©.80 0.02 @.14
7 3.5¢9 1.60 ©.01 ©.10
8 3.20 @.92 @.03 .17
9 e. 66 e.91 Q.09 © .28
10 1.84 @.86 Q.07 @.25
11 2.73 1.07 .25 .70
12 e.94 1.13 e.214 @.51
13 .88 ©.86 ®.21 @.53
14 3.29 1.23 @.20 ©.49
1S .89 .99 .03 @.22
16 2.30 .79 .03 .17
17 2.06 ?.80 0.12 .40
i8 3.56 1.84 1.08 i1 .48
i9 3.68 1.68 ©.08 .27
290 3.47 1.1¢6 ©.285 .45
21 2.60 1.13 .08 @.27
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Figura S: Blastos na LLA, apresentando poucos ‘'‘clusters”(»)
Aspirado de M.0. Técnica de Ag-NOR, 850 x.
&’%% 1-.‘ '
I' -
@G g

Figura é: Blastos na LLA, apresentando vadrios "clusters” (» )
e pontos (=mi)

Aspirado de M.0.. Técnica de Ag—-NOR, 850 x.



Tabela XIV:

Contagem de leucocitos no SP e de "Clusters” em

blastos da HM.0,

IDADE

LEUCACITOS

em paciente com L.L.A.

ie® células)

q.--...._——_———.-.q.-—-—-————-q.—————.-..__—__-.-_————._———q.————-..————-q.———q..._———-._

10
11
12
13
14
15
16

T M M a5 Y PP T D < o9 I

Z D 0

O C N T

15
11
18
20
34
46

13500
9Boe
4700

19800

379700

3464000

37309

93e00

14¢0¢00
120000
79700

"Clusters”
t 5/

1,69 * 0,69
2,55 + e,97
2,73 * {,07
3,89 *+ 1,23
2,99 * 0,99
2,306 + 0,79
2,86 + 0,80
3,47 * 1,16
1,62 + 0,47
4,01 + 1,09
3,37 + 1,60
2,94 + 1,13
2,88 + 0,84
3,56 + 1,84
3,68 + 1,08
2,63 & 1,13
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Observando diferentes células das séries eritrobldstica e
granulocitica do grupo controle, pudemos verificar a Fresenca
dos 3 tipos de distribuicdo de Ag-NDORs descritos por CROCKER et
al (1989): o primeiro seria representado por um agregado de
NORs, formando uma estrutura arredondada e solitdria,
correspondendo ao proprio nucléolo. Esse padri3c eode ser
observado nos 1infdcitos ou outras células em repouso. Um
segundo tipo seria representado pelas NORs no interior do
nucléolo de células em proliferacdo, podendo ser visualizados
pontos isolados dentro de wuma matriz nucleolar (“cluster”).
Finalmente, o terceiro tipo, freqientemente observado em
células malignas, apareceria como pequenas Ag-NDRs dispersas
livremente pelo nudcleo. No presente trabalho, nos precursores
mais imaturos de ambas as séries, foili caracteristica a presenca
de - pontos de Ag-NORs dentro de uma matriz, formando
“clusters', embora houvesse diferengas quante ao numero e
tamanho dos mesmos. Nos pronormoblastos estes eram maiores e em
numero mais elevado quando comparados com os mieloblastos.

Com a wmaturacso celular o numero de “clusters” declinou,
dando lusar a pontos pequenos e dispersos dentro do ndcleo, até

que nas ceélulas que sabidamente n3o sofrem mais divis3io
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celular, a média de pontos ficou proxima de 1 na série
granulocitica e de 2 na série eritrobladstica.

Os wmieldcitos e os eritroblastos policromatéfilos
apresentaram as maiores contagens de pontos (%= 3,78 * 0,27 e
X= 3,81 = 0,21, respectivamente). Curiosamente, o mieldcito € a
ultima célula do compartimento mitdtico dos granuldcitos e a
que sofre maior numero de divisSes, tornando o “pool" de
mielocitos até 4 vezes maior que o de promieldcitos, além de
ser ativa a sintese de componentes dos gr3nulos especificos
citoplasmidticos (GOLDE, 1983). O normoblasto policromatdfilo,
embora possa sofrer divis3o celular, tem como func3o principal
a sintese de hemoglobina (BESSIS et al,1983). Portanto, essas
2 células ainda se dividem, mas a3 sintese de componentes
citoplasmaticos € intensa. Esta atividade celular foi
acompanhada de poucos “"ctlusters” e muitos pontos.

Adicionalmente, sabe-se gque tanto o wmieldcito como o
normoblasteo policromatofilo n3o apresentam nucléolo &4 M.dptica.
Os epontos corados pela prata podem ser resultantes da
dissociac3o com posterior fragmentacdio do nucléolo. Segundo
THAM et al (1989) o fator mais importante que afeta o ndmero de
Ag-NDRs € a associac3oc e dissociag8o nucleolares.

A relacd3o das NORs com o0 processo de diferenciac3o celular
foi observada em linfdcitos wmantidos em cultura e estimulados
com fitohemaglutinina. Foi possivel verificar que o nimero e o
tamanho das dreas coradas pela prata aumentavam & medida que se

estendia o tempo de exposic8o ao agente estimulante (ARRIGHI et
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al, 1980), assim como foi observado que nos diferentes estigios
de transformagcdo do linfdcito em célula blistica, havia um
sincronismo entre a ativac3o e o tamanho da massa nucleclar
corada pela prata. Células bldsticas mostraram grandes zreas
prata ﬁositivas, enquanto que no linfocito nZo ativado essas
areas eram diminutas (SCHWARZACHER et al, 1978).

Os hormdnios participam da regulacSo da atividade dos
genes RNAr, estimulando a sua sintese. DeCAPDOA et al (1985),
estudando fibroblastos humanos mantidos em cultura, sob a aclo
do hormdnio de crescimento e submetidos a técnica de
impregnagdo pela prata, observaram que o numerc de NORs
positivos por célula era estatisticamente maior do que em
células n8c estimuladas, uma vez que este hormbnio aumenta a
fracdo de ribossomas envolvidos na sintese de peptideos e
estimula a sintese de novo RNAr. 0 mesmo comportamento tiveram
as ceélulas submetidas & a¢do de oglicocorticdides, tendo em
vista que hd elevagio de sintese de RNAr e RNAm

Um modelo bastante dtil no estudo wultra-estrutural da
diferenciac8o nucleolar € proposto por HERNANDEZ-VERDUN et
BOUTEILLE (197?) onde o eritrocito de galinha, <que possui
micronucléolos mas que ndo sintetisa RNA, sofre um processo de
fusSo com wuma célula hospedeira para onde 3o transferidas
essas estruturas. Pela acS8o de proteinas citoplasmiticas do
hospedeiro, ha reativacdo dos wmicronucléclos, com consegiiente
sintese de RNA e o aparecimento de novas estruturas

nuclecolares. Assim, foi verificado que durante a diferenciacido

B ot
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0 nucléolo podia ser descrito sob 3 aspectos caracteristicos: o
"nucléolo desenvolvido”, visto nos estados mais tardios de
reativacio, € que era constituido pelo centro e componente
fibrilares, cromatina condensada e componente granular; o "pré-
nucléolo”, que € seu precursor, € menor e desprovido de
granulos. € uma terceira estrutura constituida somente pelo
centro fibrilar adjacente & cromatina condensada, mas sem
componente fibrilar ou granular. Esse dltimo elemento
corresponde, durante a intérfase, ao NDR dos cromossomas em
mitose.

Por outro 1lado, através da exposi¢30 a agentes inibidores
da sintese de RNA nucleclar foi observado «ue células de
sarcoma de rato expostas a actinomicina D, apresentavam
diminui¢3o gradual do nimero de arfnulos corados pela prata &
medida que aumentava a dose da droga administrada. Do mesmo
modo, quando as células foram expostas 3 ciclofosfamida, que
altera a sintese de DNA e também a transcricio do RNA, o nimero
de grénules argirofilicos diminuiu, confirmando a relagio do
nimero de Ag-NORs com o estadec de sintese do RNA nucleclar
(KACEROVSKA et al, 1981).

Nas células eritroides e granulociticas humanas, a
distribuic3o dos "clusters” e pontos parece coincidir com o
prdoprio comportamento do nucleéeolo durante © processc de
diferencia¢3o e wmatura¢3o celulares. Assim, naquelas células
onde o nucléolo € visivel a coloragio usual, € caracteristica a

presenca de “clusters”. Os detalhes morfoldsicos destes podem
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ser melhor vistos na reaciio de Ag-NOR do que na coloraglio de
Leishman de rotina.

Na primeira célula do processo de maturaglo onde nio
aparece o nucléolo, hd uma desagregsacBo dos “clusters”, com a
presenca apenas de pontos dispersos. A medida que a célula se
torna mais madura, até estar totalmente diferenciada em
neutréfilo segmentado na série granulocitica e normoblasto
ortocromatico na seérie eritrobldstica, ha uma tendéncia a
diminuicio, ou mesmo auséncia de pontos. A presenca desses
poucos € pequenos pontos argirofilicos nas células maduras, sem
nucléolo é.H.éptica, provavelmente se deve ao fato de que mesmo
em restos de estruturas nucleolares existem proteinas cuja
afinidade pela prata reflete uma atividade do gene RNAr, embora
nio haja sintese ativa desse RNA (ZENTGRAF et al, 1975).
Atraves de anidlise ultra-estrutural foi possivel verificar que
o componente nucleclar que tem afinidade pela prata e que pode
ser identificado mesmo que © nucléolo esteja desagregado, € o
centro fibrilar (HERNANDEZ-VERDUN et al, 1980).

Os dados obtidos nesse trabalho sdo coincidentes com os de
SMETANA et LIKOVSKY (1984), que analisaram 5 M.0 normais.
Embora a metodologia de contagem das Ag-NORs tenha sido
diferente dagquela por no6s adotada, uma wvez que o0s autores
consideraram os granulos corados individualmente, sem separar
em "clusters™ e pontos, a diferenciacdo e maturacdo das células
foi caracterizada por um declinio gradual no numero de granulos

corados, com o©% menores valores correspondendo as celulas onde
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s¢ sabs que fdi perdids a capacidade de divis¥o. As células
precursoras mais imaturas das linhagens eritrdide e
granulocitica continham 3 a 4 vezes o0 numero de Ag-NDRs das
células nos ltimos estiagios de diferenciacio, podendo os
granulos representar estoﬁues de partes ativas de NORs a serem
utilizadas em estdgios wmais tardios. Os autores concluem que o
nimero de estruturas coradas pela prata parece ser um marcador
conveniente da atividade biossintética em células individuais
em diferenciaclo e maturacio.

Utilizando metodoleogia semelhante de contagem de Ag-NORs,
com a determinac3oc de "gr3os corados pela prata”™, MAMAEY et al
(1987) observaram atividade de NOR maior em células eritrdides
imaturas, intermediaria em promielocitos e minima em
normoblastos policromatofilos e mieldcitos. Nos normoblastos
ortocromaticos, metamieldcitos, bastonetes e neutrofilos
segmentados as Ag-NORs estavam ausentes ou somente 1 ponto pode
ser detectado.

Quanto aos wmegacaridcitos, observamos hnumerosos pontos
distribuidos pela c¢e€lula, por wvezes inseridos em uma pequena
matriz, formando diminutos "clusters™, exibindo uma morfologia
distinta das outras celulas hematopoeticas. Durante o processo
de maturacio do promegacarioblasto, passando a megacarioblasto
até o megacaridcito wmaduro, acontece o fenomeno  de
poliploidizacdo. Assim, o promegacarioblasto que é 2 N, wvai
anteceder ©¢ megacarioblasto 4 N, que por sua vez; atraves de

poliploidiza¢des sucessivas, vai dar origem a uma célula de ate
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64 N, que ¢ a célula mais madura. Nesse estigio, chamado III ou
megacaridcite maduro, aciddéfilo ou granular, o nicleo ¢
irregular, com cromatina densa, © <citoplasma € abundante,
contendo granulos alfa e o nucléolo € inexistente (PAULUS et
ASTER, 1983).

Os dois fatores, poliploidia e dispersSo nucleolar,
explicam a distribuig¢i8o das Ag-NORs por nos observada:
numerosos pontos espalhados pelo nucleo celular. Entretanto,
rara um melhor conhecimento do comportamento das Ag~NORs na
se€rie megacariocitica, relacionado aos diferentes estdgios de
maturacdo celular e correspondentes graus de ploidia, haveria a
necessidade de se ampliar o© estudo, © que nSo constituiu
objetivo do presente trabalho.

Portanto, na hematopoese normal, padrdes de "clusters” e
pontos caracterizam n3o s6 a proliferacdo, mas também o estdgio
de maturagdo celular, onde os "clusters” predominaram nas

células imaturas e preoliferantes, enquanto os pontos nas

célulass em estagios finsis de diferenciacio.
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Inimeros trabalhos tém sido publicados onde a andlise das
fig-NORs € empregada principalmente na tentativa de diferenciar
lesBes benignas e walignas, € como possivel parametro
prognostico de tumores (RUSCHOFF et al, 1990a). Assim s3o
descritos dados obtidos atraveés da andlise de: tumores cutdneos
(EGAN et CROCKER, 1988), carcinroma de pulmi3o (CROCKER et al,
1987), lesCes melanociticas dérmicas (CROCKER et SKILBECK,
1987), lesOes gastricas (SUAREZ et al, 1989), carcinoma de mama
(SMITH et CROCKER, 1988}, entre outros. O0Os dados obtidos s30
semelhantes, uma wvez que os valores de Ag-NORs s30 maiores nas
lesdes walignas qQuando comparadas ao tecido normal. S3o
descritas, ainda, caracteristicas morfoldgicas que auxiliam na
distinc3o das lesdes. Desse modo, DERENZINI et al (1988),
analisando células de tumor de intestino, observaram que nas
lesBes benignas, =as Ag-NORs s8o caracterizadas por pontos
grandes, em pequeno numero e distribuidos em “clusters”,
enquanto nas lesDes malignas elas se apresentam peguenas, em
grande numero e espalhadas pelo nucleo da c€lula. Nos pdlipos
adenomatosos a  distribuicB0 das NORs wmostrou um padrio

intermediario entre as lesBOes francamente benignas e malionas.
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PLOTON et al (1986), estudando células de cultura de
leucemia promielocitica e "promieloblistica” humanas (HL 4@ e K
562, respectivamente), submetidas 8 impregnagSo pela prata,
mostraram que as ceélulas cancerosas apresentavam nucléolo
grande, com vdrios pontos corados pequenos, enquanto células
hiperplasicas possuiam 2 nucléolos pequenos, contendo 1 ponto
grande nho seu interior.

A mesma apresentac8o das estruturas com tamanho wmaior
quando Unicas ou duplas e menor quando multiplas foi relataﬁa
por EGAN et CROCKER (19B8B) no estudo de Ag-NORs em tumores
cut3neos. Foi possivel fazer a disting3o entre células basais
carcinomatosas, que apresentam wmais NORs/nucleo, dos outros
tiros de tumores, embora ndo tenka tido wuma diferenca
significativa entre os demais tipos tumorais.

A possibilidade de utilizar as contagens de Ag-NORs como
auxiliar no diagnostico de tumores de células pequenas da
infancia foi testada por EGAN et al (i9B7). Os autores
encontraram diferen¢ga estatisticamente significativa entre os
valores obtidos em neuroblastoma, sarcomas de Ewing e
rabdomicssarcoma.

A utilizagdo da técnica de Ag-NOR como parametro
prognostico foi testada em carcinomas de colon sigmdide e reto
(RUSCHOFF et al, 1990a). Houve uma correlag@o significativa
entre a taxa de sobrevida de 5 anos e o nimerc médio de Ag-NORs
por celula tumoral (p ( 0,001) e entre o tamanho wmédio dos

pontos corados pela prata e a andlise de sobrevida de Kaplan-

" e s
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Meier (p (¢ ©,05). Os autores sugerem que a técnica de Ag-NOR
rpode ter wuma utilizac8o potencial na avaliaglio do grau de
agressividade da doenca.

Em cancer prostdatico também foi observado o significado
prognostico da referida técnica (CONTRACTOR et al, 1989), com
resultados positivos.

Entretanto, GRIFFITHS et al (1989), analisando 100
amosfras de adenocarcinoma retal, n3o demonstraram uma relagSo
entre Ag-NORs e progndstico, indice de proliferagio celular ou
ploidia. Do mesmo modo, estudando cortes histoldgicos de
melanoma maliono em diferentes estdagios de evolucldo, HOWAT et
al (1988) concluiram que a tecnica de A9-NOR nSo € de valor
prognostico nesse tipo de tumor.

Ha poucos dados na literatura sobre o comportamento das
NORs em leucemias, principalmente em células de M.O em
intérfase. A técnica de Ag-NOR aplicada a celulas de M.O e/ou
de sangue periférico em cultura, com posterior andlise das
metafases e do numero de NDORs nos cromossomas, tem sido
utilizada com uma certa freqiiéncia. Assim, REEVES et al (1982),
compararam a porcentagem de metdfases prata positivas e o
ndmero de A9-NORs/celula em LLA, leucemia aguda ndo
linfobldstica € leucemia wmieloide crdnica (LMC). Observaranm
maior niumero de Ag-NDRs/célula, assim como maior porcentagem de
células coradas nas leucemias nio linfobldsticas, especialmente
dos tipos M. € Ms, enquanto o grupo com LLA foi semelhante ao

controle ¢ o© grupo com LMC apresentou wmaiores proporgOes de
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células impregnadas pela prata do que 05 controles ou LLA,
Esses resultados diferem daqueles encontrados por ARDEN et
al (<19835), quando wetdfases de células de M.0. normal
apresentaram menor atividade das NORs do que os pacientes com
LLA. €sses dados foram confirmades num outro estudo, mais
amplo, utilizando a mesma metodologia, comparando um ndmero
maior de casos de LLA, LMC, LMA e normais. A maior quantidade
de metidfases positivas e a maior média de Ag-NORs/metafase
foram observadas na LLA, tanto nas fases inicial como na
recaida da doenga, sen diferenca significativa quando
comparadas & LMC na fase blastica. Os pacientes com LMC na fase
acelerada mostraram valores intermedidrios, enquanto os menores
numeros foram observados na LMA, LMC fase crénica e normais,

sem diferenca significativa entre o 3 g9rupos.

Em células interfdsicas, MAMAEV et al (1987) compararaﬁ o
nimero de Ag-NORs em blastos de leucemias linfobldstica e ndo
linfoblastica agudas. Relatam que a impregnacdo das NORs pela
prata revelaram nucléolo ativo em muitos blastos, independente
do seu didmetro. Qbservaram alto polimorfismo tanto entre os
individuos como entre as células de uma mesma amostra de M.0.
Como regsra, os elementos bldsticos apresentaram o nucléolo
aumentado com nucleolonema, muitos dos quais contendo um nimero
elevado de grios corados pela prata. Alguns blastos tinham

nucléolo tanto do tipo nucleclonema como compacto, enquanto em
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outros, todos os nucléolos eram compactos. Contando os pontos
de prata individualmente, houve sobreposic3o dos resultados
entre os € tipos de leucemias. Embora o trabalho n8o forneca os
resultados em termos de numero de  Ag-NDRs por célula
interfdsica de cada um dos 35 casos de leucemia aguda, foi
evidenciada grande heterogeneidade, com alguns nucleos contendo
de 40 a &0 grios e em outros casos nio excedendo 20 a 3¢ grios
por célula blastica.

No presente trabalho, aplicando-se a técnica de Ag-NOR em
células de esfregaco de M.0 de pacientes com leucemia aguda,
foram obtidos resultados interessantes. Estatisticamente n8o
houve diferenca significativa entre as médias das contagens de
Ag-NORs ("clusters” e pontos) dos blastos normais quando
comparados aos blastos leucémicos, assim como entre os 2 grupos
de leucemias agudas.

Aléwm das médias gerais das contagsens de Ag-NORs nas
leucemias terem sido menores do qQue a dos blastos normais,
tanto em rela¢8o0 aos "clusters” quanto aos pontos, os 2 grupos
de leucemias tiveram um comportamento diverso do grupo normal.
Foi observada grande heterogeneidade na distribui¢80 numérica,
com um intervalo de variac¢3oc maior do que no srupo normal,
assim como padrOes diferentes de distribuic3o dos "clusters” e
pontos dentro dos nucleos

Analisando a variabilidade numérica das Ag-NDORs nas
leucemias, vale ressaltar quais os possiveis fatores envolvidos

que, de alguma forma, estariam influenciando o comportamento
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das NORs na célula. Uma vez que as Regifes Organizadoras de
Nucleolo sSo porcdes cromossomais que contém 0% genes
nucleolares que codificam as moléculas de RNAr durante a
intérfase (MILLER et al, 1976), a sua avaliacSo fornece
informacdes quanto ao grau de atividade celular, capacidade
transcricional e nivel de diferenciac8o celulares (SCHWARZACHER
et al, 1978, SMETANA et LIKOVSKY, 1984). Assim, altas contagens
de Ag-NORs corresponderiam a grande capacidade sintética ou
proliferativa das células.

DERENZINI et al (198%b) num elegante estude analisaram
velocidade de duplicac8o celular, caridtipo, sintese de RNA e
DNA, além de andlise a M.E de 2 1linhagsens de células de
neuroblastoma em cultura e observaram que © numeroc de NORs
interfasicos n8o estd relacionado com a atividade sintética do
nicleo, nimero de cromossomas «que carream a NOR ou com a
quantidade de sequéncias de DNAr. A dnica relacZo observada foi
com o tempo de duplicac3c da célula: o nimere de NORs
interfdsicos € inversamente proporcional a esse tempo. Assim,
quanto menor o intervalo entre uma duplicag®o e outra, maior
multiplicaclo da célula e maior o nimero de NORs. Ampliando a
investigag3o, os sutores compararam o numeroc de Ag-NORs em 13
linhagens de células de neuroblastoma, com diferentes tempos de
replicacdo em cultura. Confirmaram que maiores quantidades de
proteinas coradas pela prata estdo relacionadas com
proliferag3o mais rdpida. Uma diferenca de apenas 4 horas no

tempo de duplicacBo celular foi suficiente para determinar uma
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variaclio estatisticamente significativa na quantidade de Ag-
NORs (THERE et al, 198%)

Esse conceito € coincidente com os achados de SIGMUND et
al (1979) <que observaram que na intérfacse prolengada had uma
tendéncia dos cromossomas acrocéntricos se associarem para
formar o nucléolo. Isso resulta na formacSo de maiores Ag-NORs,
embora em menor numero, porque 2 ou mais NORs de cromossomas
associados podem ser vistos como um -dnico grande Ag-NOR. Por
outro lado, o processo de dissociaclo resulta na fragmentaclo
do nucléolo e aparecimento de wmiltiplos Ag-NORs, cada uma
representando um cromossoma acrocéntrico. Portanto, a
ocorréncia de dissocia¢do nucleolar estd relacionada com a
proliferac3o celular, mais nos ciclos subseqiientes do quEe no
anterior.

Un defeito no processo de associac3c nucleolar pode
produzir o mesmo efeito da dissociagdo quanto & proliferacio
celular e pode ser um evento freqiente nos processos
neopldasicos (THAM et al, 1989).

Um outro fator que parece estar relacionado as diferentes
contagens das Ag-NORs nas neoplasias quando comparadas as
células normais, s8o as alteragdes no processamento do RNATr. Em
células de crescimento rdpido ou células estimuladas, a
sintese, metilagl3o e clivageé dos precursores moleculares
ribossomais ocorrem muito rapidamente. Assim, quando
precursores de RNA s3o marcados com waterial radiocativo, a

fracdo 45 S aparece apods cerca de 5 a 15 minutos, enquanto as
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fracBes 28 S ¢ 18 § sHo marcadas apds periodos mais longos
(TORELLI et al, 1971). Sabe-se <que nas células blisticas
leucémicas © ritmo de sintese do RNA ¢ mais lento (GAVOSTO et
al, 1960). Nesse sentido, investigando a distribuicSo das
virias moléculas de RNA pré-ribossomal e ribossomal marcadas
com uridina e metil-metionina, em diferentes tipos de leucemia
aguda, foi possivel concluir que o RNA 45 § € processado muito
mais lentamente nas ceélulas 1leucémicas do que em células
normais. As outras fra¢Bes mostraram igualmente um retardo no
aparecimento da radioatividade, além de ter sido extremamente
baixo o ritmo de transformac3o do RNA 32 S em 28 S. Ecsa dltima
fracdo provavelmente € degradada antes de sua formac3c, uma vez
que ndo Ffoi obtido um pico definitive de radicatividade em
nenhum dos casos.

Adicionalmente ao reduzido processamento dos precursores
ribossomais, parece haver um acudmulo de moléculas nio wmetiladas
nos limites dos precursores RNAr. Isso sugere um desequilibrioe
entre o processamento dos precursores RNAr e 0o ritmo de
sintese, causando um acudmulo de precursores n3c metilados nas
células blasticas leucémicas circulantes (TORELLI et al, 1971).

Uma outra quest3o que se impBe € a seguinte: na célula
neopldsica ha elevag8o da sintese proteica, da basofilia
citorlasmatica, do tamanho e ndmero dos nucléolos. Essas
modificagBes nucleolares implicam que a quantidade de DNAr ou a
sintese dos RNAr 28 S e 18 S dever ser aumentadas para atender

a demanda da elevac8o de sintese proteica no tumor. Um dos
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mecanismos utilizados seria a duplicaclo dos cromossomas NORs
(HUBBELL et HSU, 1977). Haveria, portanto, uma correlagSo entre
© grau de ploidia da célula e o nimero de Ag-NORs. Essa
correlacdo foi demonstrada em células tumorais humanas, onde
foi observada uma elevacdo proporcional do nidmero de Ag-NORs
com o nudmero cromossomal (TRENT et al, 1981). Portanto, o grau
de ploidia interfere no numero de Ag-NDRs. Entretanto, alguns
dados da literatura sugerem <que existe uma diferenca, em
celulas tumofais, entre o nimeroc de cromossomas dos grupos D e
G que potencialmente puderiam ser corados pela prata e o0s que
efetivamente o s3o, uma vez que, em varias linhagens de células
tumorais, onde o numero de cromossomas estava aumentado, a
quantidade deles corados pela prata permaneceu como o controle
normal. Portanto, a prata detectaria mais a func3o do que a
estrutura dos genes ribossomais. Como na génese tumoral ha
alteracbes na constituicSo cromossomal da célula, haveria
também mudancas na distribuig¢3o das NORs, énquanto se mantém
constante o numero de NORs coradas (HUBBELL et HSU, 1977).
Todos esses fatores: grau de diferenciag3o e proliferagdo
celulares, velocidade de duplicac8io, alteracSo no processo de
associag3o e diésociacio nucleclares, defeito no processamento
de RNAr e grau de vploidia, que interferem no numero e
morfologia das Ag-NORs, podem estar de alguw modo participando
€ causando alteractes no comportamento das Ag-NORs das células
leucémicas. Estudos wutilizando metodologia especifica seriam

necessarios para avaliar com exatidio cada um desses aspectos
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em relacdo aos blastos leucémicos, numa tentativa de explicar a
grande heterogeneidade das contagens de Ag-NORs por nds
observada.

Essa grande variabilidade no numero € na intensidade da
coloragdo de Ag-NORs em células leucBmicas, tanto entre como
intra-individuos, foi também verificada por MAMAEV et al
(1987). Os autores sugerem que nas células de leucemia aguda
pode haver uma elevacdo da atividade de proteases envolvidas na
separac3o dos cromossomas acrocéntricos entre células irm3s.
Isso resultaria em autdlise total das proteinas nucleolares
argentofilicas € insuficiente coloragio das NORs pelo nitrato
de prata que era ativo na intérfase.

Essa menor propor¢doc de metdfases Ag-NORs positivas em
celulas de M.D0 de individuos com leucemia aguda foi também
observada por REEVES et al (1982), que sugerem que esse padrio
indica uma supressio relativa de transcricio de DNAr em muitas
das télulas que estd3o se dividindo. Essa supressio resulta nsa
reducio ou auséncia de AgNORs.

Dados da 1literatura sobre contagens de Ag9-NORs em céiulas
leucémicas interfdsicas s8o escassos e os existentes usam como
metodologia de contagem a3 enumeragcio dos pontos ou orios
corados, independentemente da sua localiza¢8c no nicleo. Como
optamos pela identificacao das Ag-NORs em '"“clusters"” e pontos,
contando as 2 estruturas separadamente, uﬁa vez que representam
estados fisioldgicos distintos da célula, a comparacio com os

dados existentes fica prejudicada.
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0O fato de nfo ter sido constatada wuma diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de "clusters” do
grupo normal e os grupos com leucemia, mostrou gue a técnica de
Ag-NOR n3o auxilia na distingio entre blastos normais e
leucémicos. |

SCHMID et al (1966) e mais recentemente HENDERSON (1983),
mostraram que o potencial proliferativo das células leucémicas
€ mais baixo que o dos precursores hematopoéticos normais. Como
o numero de Ag-NORs esta inversamente <correlacionadc com o
tempo de duplicag3o celular (DERENZINI et al,i98%b), nas
células leucémicas haveria maior associac3o das NORs, reduzindo
o seu numero e aumentando o seu tamanho. Observando os dados
obtidos no presente trabalho, notamos que cerca de 66X das
células na LLA e 5@% na LMA apresentam médias de contagsens de
“clusters” menores do que 3,00, enquanto nos normais a menor
média obtida foi 3,03, o que poderia ser expressao de um ciclo
celular wmais lento nestas patologias. Seriam necessarios
estudos citocineticos comparando numerc de “clusters” e
porcentagem de celulas em Ffase § e tempo de duragio do ciclo
celular, para um melhor esclarecimento.

Uma outfa evidéncia neste sentido foi a correlacio
positiva encontrada entre "clusters” e contagem periférica de
leucocitos observada nos casos. de LLA. O grau de leucocitose
sanguines € um dado progndstico bem conhecido nesta doenga.
Porém, quando dividimos os pacientes em 2 grupos, um com menos

de 2502¢ 1leucdocitos/mm® e um com mais de 25000 leucdcitos/mm®,
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s média dos “"clusters” nfo foi estatisticamente diferente entre
eles.

Na LMA nenhuma correlacfio pdde ser encontrada: nem com os
grupos FAB, nem com o grau de leucocitose periférica. A LHA,
porém, € um grupo de doencas muito heterogéneo com diferentes
linhagens celulares e diferentes padrBes de proliferacio e
diferenciacdo envolvidos. Entretanto, pensamos que uma anilise
mais detalhada sobre a correlaclio entre as Ag~NDORs e parimetros
progndsticos em ambos tipos de Leucemias Agudas, exige o estudo
de um numero waior de casos, com uma amostra representativa dos
diversos sub-grupos da classificag8o FAD.

0 fato de termos observado uma tendéncia a menores
contagens de Ag-NORs nos blastos leucémicos reforga o conceito
que a velocidade de proliferac8o celular estda bastante
envolvida com o comportamento das Ag-NORs, uma vez que as
células leucémicas freqientemente apresentam um ritmo de

duplica¢d3o mais lento do que os blastos normaic.

0 tipo de andlise realizado no presente trabalho difere
daquela feita quando da avalia¢So das Ag-NORs em cortes
histoldgicos de vdrios tipos de tumores (CROCKER et NAR, 1987,
EGAN et al, 1988, HALL et al, 1988). Tem sido descrita uma
elevacio das contagens de Ag-NORs nos tumores malignos, com uma
correlaclio positiva entre o grau de malignidade e a quantidade
de estruturas impregnadas pela prata. Isso € esperado, uma vez

que a comparagio € feita entre células normais, com predominic
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de elementos diferenciados e, por ocutro 1ado, células tumorais
mais indiferenciadas, e com potencial proliferativo maior. Em
nosso estudo comparamos ceélulas normais e neoplisicas que, do
ponto de vista morfoldgico apresentam o mesmo grau de
diferenciac3o celular (blastos). Este fato seria responsivel
pelos nossos resultados, aparentemente conflitantes, com os
achados descritos nos estudos histopatoldgicos. No presente
trabalho, o ndmero de Ag-NORs também foi maior, quanto mais
indiferenciada € proliferante a célula analisada, dentro da

mesma linhagem, e wmesmo entre elementos normais.

Em seu conjunto, bos resultados desse trabalho permitiram
caracterizar o padr3o de desenvolvimento das ARg-NORs nas
linhagens eritroblastica e granulocitica normais e nas
leucemias. Embora essa metodologia nSo permita a distinc3o
entre celulas bldsticas normais e leucémicas, auxilia na maior
compreensdao dos wmecanismos conducentes & proliferacSo das
células leucémicas. A grande heterogeneidade dos resultados
obtidos, sugerem gque essa investiga¢io seja ampliada, com o
estudo de um maior numerc de casos e, se possivel, associada a
outras técnicas e metodologias que auxiliem o entendimento da
apresentac8o e comportamento das RegiSes Drganizadnras de

Nucleéolo nas Leucemias Agudas.
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1. Nas ceélulas hematopoéticas da M. 0 normal {oram
observados 2 padrGes distintos de Ag-NORs: "clusters” e pontos.
Os "clusters” foram caracteristicos das células proliferativas,
diminuindo a sua contagem & medida que a célula tornava-se mais
madura. Os pontos ocorreram em todos os tipos celulares, com as
maiores contagens observadas no mielocito e normoblasto
policromatd?ilo, e entdo decrescendo gradativamente ateé proximo
de 1 no neutrofilo segmentado e de 2 no normoblasto

ortocromatico.

2. ODs megacaridcitos foram caracterizados por numerosos
pontos e pequenos “clusters” dipersos peio nucleo, exibindo um
padr3o distinto das demais células hematopoéticas. 0 nimero
destés estruturas foi muito varidvel, tendo possivelmente uma

relacdoc com 0 9grau de poliploidizacd0o nuclear.

3. Através da técnica de Ag-NOR n3o foi possivel fazer a
distin¢3o individual dos blastos normal e leucémico, uma vez
que houve arande sobreposi¢8o de resultados, assim como
morfologicamente n80 existe um padrao de malignidade das

células, no que diz respeito & distribuiglo, tamanho e ndmero

de Ag-NORs
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4. Na LLA foram observados 2 tipos de distribuiclic das Ag-
NORs: poucos e grandes “clusters”, e muitos e diminutos

"tlusters”,

S. Através do estudo das Ag-NORs nas télulas
hematopoéticas foi possivel um maior entendimento da
proliferac8o e maturag®o das células normais da M.0, assiﬁ como

das células bldsticas das leucemias agudas.




RESUMO
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A Técnica de Ag~NOR foi empregada em 10 aspirados de M.0.
controles, &6 com LMA e 21 com LLA. Convencionou-se contar
separadamente as Ag-NORs como "clusters™” e como pontos.

Na M.0. controle, tanto na série granulocitica como
eritroblastica as maiores médias de "clusters"” foram
observadas nas células wmais imaturas (mieloblasto: x= 3,21 =
®,16; pronormoblasto: x= 3,87 * 9,40), decrescendo & medida
que 8s celulas se tornavam mais maduras. Por outro lado, os
pontos foram predominantes nos mieldcitos e normoblastos
basdfilos, com pequenas contagens nas células mais imaturas,
assim como nas bem diferenciadas.

0Os megacaridcitos caracterizaram-se pOY apresentar
numerosas Ag-NORs, na forma de diminutos “clusters” e pontos,
dificultando a individualizag¢3o e contagem dos mesmos, dai sua
andlise apenas qualitativa.

Portanto, na hematopoese normal, padrBes de “clusters” e
pontos caracterizam a proliferag3o e maturag¢3o celulares, onde
0s “clusters” predominam nas células imaturas e‘praliferantes.
enquanto os pontos nas células em estdgios finais de
diferenciacio.

Foi observada grande heterogeneidade quantitativa e
qualitativa das Ag-NDRs nos blastos leucémicos. Embora as
médias de “clusters" tendessem a menores valores nas

leucemias, nfio houve diferenca estatisticamente significativa
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entre os blastos normais e os leucémicos.

Na LLA foram observados @ padrBes de distribuicio das
Ag-NORs: pequenos ¢ numerosos "clusters”, e poucos e grandes
"clusters™.

Em seu conjunto, os resultados desse trabalho permitiram
caracterizar o padr8o de desenvolvimento das Ag-NORs nas
linhagens eritroblastica e granulocitica normais e nos bjastos
de leucemias agudas. Por outro lado, os dados obtidos sugerem
que o estudo seja ampliado, com andlise de um maior nimero se
casos, se possivel associando-se com outras metodologias que
auxiliem na interpretacdio da apresentac3o e comportamento das
Regides Organizadoras de Nucléolo nas células hematopoéticas

normais e patologicas.
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SUMMARY

The silver staining method was carried out on bone marrow
smears of 10 controls, 26 Acute Myelogenous Lukemia (LMA) and
21 Acute Lymphocyt Leukemia <(LLA). The procedure was
standardized to include separate count of clusters and dots of
Ag—-NDRs .

Higher means clusters was observed in immature cells
(myeloblast: %= 3,21 = 0,16; proerythroblast: i¥ 3,87 = ¢,40),
with gradual reduction according the cells maturation in both
erythocyte and granulocyte series of control’'s bone marrow. On
the other hand, dots were vpredominants in neutrophilic
myelocyte and basophilic erythroblast and showed lower counts
for immature cells than for advanced wmaturation stages of
cells.

A characteristic pattern was observed in megakarvocutes,
where Ag—-NORs were numerous, with appeareance of small
clusters and dots, precluding their individualization and
enumeration.

Therefore, in normal hemopoiesis, pattern of clusters and
dots characterizes the steps of cell proliferation and
maturation: clusters abound in immature and proliferavyting
cells, while dots in latter differentiation stages cells.

A high degree of qualitative and qualitative

heterogeneity was seen in leukemic <cells. The difference
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between normal and leukemic blast cells were not statistically
significant, althouth the number of clusters in leukemic cells
seem to be smaller than normals cells.

Two kinds of Ag-NORs distributions patterns were observed
in LLA: swmall and numerous or few and large clusters.

Taking together the results caracterize the development
pathern of Ag-NDORs in the normal erithroblastic and
granulocitic cells and in blast cells from acute Ileukemia.
Moreover, suggsest that this study should be continued in a
larger <series of patients and in association with others

procedures for investigation of the role of Ag-NORs.
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