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As tegides organizadoras do nucléolo (NORs) sio areas de DNA extra ou
intranucleolares, contendo genes que codificam o RNA ribossomal. Estas regides t€m
grande afinidade com a prata, em virtude da presenca de proteinas nfo- histonas associadas

ao RNA ribossomal e, por isso, s3o chamadas de AgNORs.

O estudo das AgNORs tem sido utilizado predominantemente para avaliar
proliferagio celular, distinguir tumores malignos, de benignos, e como indicador
prognostico em neoplasias. Entretanto, a grande variedade de métodos utilizados para

medir ou contar AgNORs, nos diferentes estudos, torna dificil a comparag8o de resultados.

A escassez de trabalhos que avaliem a morfologia e a evolugio das AgNORs
em tecidos normais em desenvolvimento, e a falta de estudos ultra-estruturais sobre estas
regities, que poderiam contribuir para uma padronizaglo de sua contagem, estimulou-nos a
essa pesquisa. O tecido escothido para o estudo foi o do miocardio de ratos em
desenvolvimento intra e extra-uterino. Utilizamos o ventriculo esquerdo do coragiio de 93
ratos, entre o 16° dias ap6s a concepgfio e 60° dias pos-parto, subdivididos em dois grupos:
a) 16, 19 ¢ 21 dias de vida pré-natal e b) 1,5, 8, 21 e 60 dias de vida pos-patal. Para o
estudo em microscopia optica (M.O.) utilizamos 74 animais e, para a microscopia

eletrbnica (M.E.), 21.

O material para MLO. foi fixado em formalina tamponada 10% durante 1 hora e
inctuido em parafina. Os cortes de 3pum foram desparafinados e corados pela técnica de
AgNOR, descrita por CROCKER & NAR (1987). Como ndo encontramos na literatura
uma técnica para evidenciar as estruturas das AgNORs em microscopia eletrOnica,
desenvolvemos um procedimento novo, empiricamente, no qual ndo utilizamos tetréxido
de asmio, acetato de uranila e citrato de chumbo, com o© intuito de assegurarmos que

qualguer precipitagio elétron-densa poderia ser atribuida a prata.

As AgNORs foram subdivididas em “clusters” {que correspondem ao nucléolo)
e pontos (“dots™). O estudo ultra-estrutural mostrou que, o “cluster” ¢ constituido por um
conjunto de precipitagdes de prata, interligadas entre si por faixas mais claras, dentro de
uma matriz pouco elétron-densa. O “dot” € apenas uma precipitagio escura, sem matriz. A

partir destas observaghes, adotamos o critério de comtar o cluster (nucléolo) como uma

Resume i



unidade, visto que a contagem individual de precipitagSes de prata, dentro dele, pareceu-

nos pouco reproduzivel e arbitraria.

Os cardiomiocitos dos ratos fetais (16, 19 e 21 dias) e com 1,5 dias apds o
nascimento apresentaram um indice maior de “clusters” de AgNORs de grande tamanho,
quando comparados com os de animais de 8, 21 e 60 dias apés o nascimento. Esta
diferenca provavelmente est4 relacionada 3 atividade proliferativa da célula, que ¢ maior na

vida intra-uterina.

O aparecimento de maior quantidade de “dots”, nos animais com 60 dias de
vida apés o nascimento, foi interpretado como provavel indicador de nova sintese protéica,

necessiria para o complexo miofibrilar.

Qualitativamente, entre as idades de 16, 19 ¢ 21 dias de vida intra-uterina e 1,5
dias pos-natal e entre 8, 21 e 60 dias apds o nascimento, dificilmente conseguimos
distinguir diferengas na estrutura morfoldgica dos “clusters” das AgNORs. Podemos
observar diferengas em relagio ao tamanho dos “clusters” das AgNORs, em fodas as

idades, com analise quantifativa.

Em determinados niicleos dos cardiomiécitos, encontramos duas, irés ou mais
AgNORs alinhadas, 0 que chamamos de fendmeno de alinhamento. Nas idades de 16, 19 ¢
21 dias de vida intra-uterina e 1,5 pos-natal foi encontrada uma baixa porcentagem das
AgNORs alinhadas, enquanto nos nicleos dos animais com 8, 21 e 60 dias ap0s o

nascimento, o alinhamento das AgNORs apresentou maior fregiiéncia ¢ quantidade.
A analise discriminante mostrou, para a separa¢do das idades, que:

4 os nimeros dos nicleos com alinhamento das AgNORs, tém, em geral,
importincia maior que 08 nitmeros médios das AgNORs (57,3).
b. dentro das variaveis que dependem do tamanho das AgNORs, as precipitacBes

maiores que 2 um s30 as mais importantes (36,5).

Os dados morfométricos das AgNORs permitiram a determinagdo exata da

idade do animal em 79,7% dos casos.
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O nucléolo é uma estrutura bem definida no nicleo da célula interfésica
(DERENZINI, THIRY, GOESSENS, 1990c), tendo como principal funcio a sintese € o
processamento do RNA ribossomal (DERENZINI et al ,1983) além de estar envolvido na
distribuigio do RNA nuclear e citoplasméatico (GOESSENS, 1984).

Ultra-estruturalmente é possivel identificar em-se cinco componentes distintos
no nucléolo: o centro fibrilar, o componente fibrilar denso, o componente granular, o
intersticio ou vacuolo nucleolar e a cromatina associada ao nucléolo (GOESSENS, 1984;
DERENZINI ef of,, 1983; DERENZINI et al., 1990c; PLOTON ef al, 1987, RASKA,
OCHS, MICHEL-SALAMANIN, 1990, UNDERWOOD, 1990).

A) Os centros fibrilares sfo dreas elétron-licidas, constituidas por filamentos com
aproximadamente 2 nm de espessura, circundados pelo componente fibrilar.
Grupos intranucleolares de cromatina condensada podem estar presentes em sua
periferia. Os centros fibrilares sfo constituidos principalmente de proteina, 4cido
desoxirribonuciéico (DNA) e, provavelmente, acido ribonucléico (RNA). No

nicleo interfisico estdio os locais dos genes ribossomais nucleolares.

B) O componente fibrilar denso € constituido por fibrilas de aita densidade, tendo
aproximadamente 4 nm de difmetro, contendo ribonucleoproteinas (RNP), as
quais circundam o centro fibrilar, sugerindo uma relagdo funcional entre ambos.
Estudos com auto-radiografias demonstraram que a transcrigio de genes acido
desoxirribonucléico ribossomais (rfDNA) ocorre no componente fibrilar e (ou) na
periferia do centro fibrilar. O componente fibrilar denso ¢ o local de sintese do

pré-RNA ribossomal (fRNA). Quimicamente, contém DNA, RNA e proteinas.

C) O componente granular é formado por grinulos com aproximadamente 15-20 nm
de didmetro, constituidos de particulas de RNP, as quais séo encontradas na
periferia do nucléolo, podendo representarem pré-ribossomos, Tats particulas séo

formadas nas proximidades do componente fibrilar, sendo posteriormente
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liberadas como particulas pré-ribossomais e transportadas ao citoplasma como

sub-unidades ribossomais.

D) O intersticio ou vaciiolos nucleolares sfio estruturas esféricas de baixa densidade
que, freqiientemente, difundem-se por toda a regifio granular e normalmente estdo
em contato com o centro fibrilar e (ou) componente fibrilar. Provavelmente,
funcionam como local de armazenamento ¢ transporte de substincias, como o8

precursores ribossomais.

E) A cromatina associada ao nucléolo estd representada por pequenas extenses da
cromatina perinuclear, as quais se conectam com grupos de cromatina
intranucleolar, penetrando no interior do corpo nucleolar. Desta maneira, separa o
corpo nucleolar do nucleoplasma, porém, mantém ligagio com os centros ¢

componentes fibrilares.

Segundo GOESSENS (1984), a morfologia ultra-estrutural nucleolar pode
variar, dependendo do organismo, tipo celular e estado fisiologico das células. Nas células
com alta atividade de sintese protéica, geralmente os nucléolos sdo maiores em relagdo as
células menos ativas. A quantidade de sintese de DNA depende do numero de nucléolos

presente nas células (DERENZINI ef al., 1987).

A quantidade e o arranjo espacial dos componentes estruturais do nucléolo
permitem classifica-lo em trés principais tipos: nucléolo em forma de circulo, nucléolo tipo
nucleolema e nucléolo compacto (SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983; PLOTON
et al, 1987, GOESSENS, 1984, HERNANDEZ-VERDUN, 1986; DERENZINI &
TRERE, 1991a).

Aj Nucléolo em forma de circulo: possui um centro fibrilar Gnico e localizado
centralmente, circundado pelo componente fibrilar denso, estando, este ultimo,
envolto pelo componente granular, o qual pode variar morfologicamente, de
acordo com a quantidade de ribonucleoproteina ribossomal (fRNF) processada. E

de baixa atividade transcricional.
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B) Nucléolo tipo nucleolema; é formado principalmente por uma rede tridimensional
de componente fibrilar denso. Podem estar presentes pequenos centros fibrilares
e (ou) pouca quantidade de material granular, porque, provavelmente, ©
processamento e a formagdo de fRNP nio tenham ainda sido completados. Tal
fato Indica o inicio de uma alta atividade transcricional. Os componentes
fibrilares sio muito pequenos ou ausentes, sugerindo que as proteinas em estoque

sejam usadas para formar 0 nucleolema.

) Nucléolo compacto: possul muitos centros fibrilares, circundados pelos
componentes fibrilar ¢ granular. E completamente ativo, tendo atingido um
equilibrio de transcrigio de precursores de rRNA, processamento © transporte ao

citoplasma.

A regifio fibrilar, circundada pelo material denso fibrilar, corresponde 4 uma
alta atividade transcricional. Grande area com material granular, margeando o tocal de

transcrigio, pode indicar produgio e armazenamento de granulos de rRNP.

Os diferentes tipos de nucléolo nunca s@o encontrados a0 mesmo tempo em
uma tUnica célula. Diferentes tipos de nucléolo podem refletir  diferentes formas de
atividade funcional (GOESSENS, 1984). Durante o ciclo celular (mitose e interfase)
ocorrem  variagdes na morfologia ultra-estrutural  nucleolar (GOESSENS, 1984,
HERNANDEZ-VERDUN ¢ al.,1980; PLOTON, MENAGER, ADNET, 1985, PLOTON
et al., 1987, CROCKER, 1 990):

Durante a mitose inicia-se O Processo de condensagio cromossomica e,
proporcionalmente, 0COTTe diminuicdo da sintese de RNA, a qual ¢ novamente sintetizada

no final da telofase.

Na profase, os componentes aucleolares comegam a Sse segmentar ¢
desagregam-se; copcomitantemente OCOMO uma diminuicio gradual no tamapho do
aucléolo. A dispersdio do componente fibrilar pode, morfologicamente, indicar cessagdo de

sintese de DNA.
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Nas fases de metafase e anafase existe pouca quantidade de proteinas
argirofilicas, as quais podem ser visiveis sobre os cromossomos na metafase; durante a
anafase, encontram-se na periferia. Devido & pequena quantidade de depésito de prata,

dificilmente é possivel distinguirem-se o centro fibrilar ¢ o componente fibrilar denso.

Na telofase, geralmente num locus especifico da constrigdo secundéria do
cromossoma, reaparece © mnucléolo e torna-se possivel distinguir os componentes
nueleolares. Inicia-se o processo de nucleologénese € o nucléolo interfasico adquire sua
constituico tipica, a qual varia de um tipo celular para outro, provavelmente como
resultado de vérios graus de produgfio, processamento e exportagdo das particulas pré-

ribossomais.

Durante a interfase, a célula é metabolicamente mais ativa, estando os seus
componentes mais descondensados. E justamente nessa fase que ocorre o periodo de sintese
e de intenso metabolismo da célula, sendo que tais atividades diminuem na mitose. A maior
parte do ciclo celular ocorre na interfase, enquanto a mitose é um processo relativamente

rapido.

As mudancas dos componentes nucleolares de uma célula para outra, € no
mesmo tipo de célula, do repouso para o estado proliferativo, induzem uma variagio na
imagem e no tamanho nucleolar (GOESSENS, 1984). No nucléolo encontramos as regioes
organizadoras do nucléolo (NORS), que sio areas de DNA extra ou intranucleolares,
possuindo genes que codificam o rRNA (BROWN & SHAPIRRO, 1982 | ALBERTS et
al. 1994 ; PERRY, 1976, BOQUIST, 1992).

No caridtipo humano, os genes ribossomais estdo localizados na rtegido
organizadora do nucléolo (NOR) nos bragos curtos dos Cromossomos acrocéntricos de

aumeros 13, 14, 15, 21 e 22 (LEWIN, 1989; ZAKHAROV ef al., 1987, HOWELL, 1982},

A argirofilia da regifio organizadora do nucléolo deve-se & presenga de
proteinas ndo-histonas, associadas ao rRNA recentemente transcrito do DNA (HUBELL,
ROTHBLUM, HSU, 1979; ANGELIER, HERNANDEZ-VERDUN, BOUTEILLE, 1982,

Introdupdo 5



HERNANDEZ-VERDUM, DERENZINI, BOUTEILLE, 1982; HOWELL, 1982
HERNANDEZ-VERDUN & DERENZINI, 1983). As NORs estio associadas com
proteinas argirofilicas, principaimente Cy (nucleolina), Bys (numatrina) ¢ RNA-polimerase
{CROCKER & EGAN, 1988, CROCKER, MACARTNEY & SMITH, 1988). Outras
proteinas isoladas do nucléolo sdo: proteinas 100 KD, 90 KD e 80 KD e fosfoproteinas
ppl35 e ppl0S (PFEIFLE, BOLLER, ANDERER, 1986, SPECTOR, OCHS, BUSCH,
1984; FAKAN & HERNANDEZ-VERDUN, 1986), cujas fungles e estruturas exatas s&o
desconhecidas. Estas proteinas, ultra-estruturalmente, durante a interfase, estdo localizadas
na proximidade do tDNA, principalmente no centro fibrilar (HERNANDEZ-VERDUN e¢
al, 1980; TROSTER ef al., 1985) e, em menor quantidade, no componente fibrilar denso
(HERNANDEZ-VERDUN & DERENZINI, 1983, DERENZINI ef al , 1983).

Os centros fibrilares s@o considerados a duplicagio interfasica da NOR e,
durante os estagios de nucleologénese, mostram grandes depositos impregnados pela prata,

enqguanto nos centros fibrilares densos, s80 pouco encontrados.

Ha possibilidade de variago da estrutura morfol6gica das proteinas AgNORs
e, dependendo do comportamento das NORs, a atividade transcricional apresenta-se baixa,
podendo estar no inicio de uma atividade alta, ou, ainda, ser alta (CROCKER, BOLDY,
EGAN, 1989; SCHWARZACHER, MIKESAAR, SCHNEDL, 1978).

Provavelmente, o grupo carboxi das proteinas 4cidas envolvidas no processo da
transcrigio do RNAT, seja o responsavel pela reducio dos fons Ag+ em prata metalica Ag’

(SMITH & CROCKER, 1988).

CROCKER & NAR (1987) demostraram que, as AgNORs podem ser
visualizadas em cortes histologicos, as quais foram chamadas de regides organizadoras do
nucléolo argirofilicas (AgNORs) por PLOTON ef al. (1986). A localizaglio das NORs pode
também ser visualizada por hibridizagdo “in sitw” com fRNA marcado (GOODPASTURE
& BLOOM., 1974: WACHTLER ef al., 1986; HAMILTON, 1995; HOWELL & BLACK,
1980; HSU, SPIRITO, PARDUE, 1975).
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Os dois métodos t8m sido usados na citogenética para identificar NORs em
células metafisicas, porém, o namero de AgNORs nas células em interfase ¢ menor gue
aquele das NORS detectaveis com hibridizagio “in sit”. Por isso, WACHTLER er al
{1986) concluiram que, somente NORs em atividade transcricional podem ser visualizadas

¢om prata.

DERENZINI ef al (1983) demonstraram ultra-estruturalmente, que a
distribuicio espacial das NORs interfasicas, no corpo nucleolar, é responsavel pela
morfologia nucleolar, e que, diferencas entre tumores malignos ¢ benignos, podem ser
avaliadas ao se considerar o namero e tamanho das NORs interfsicas (DERENZINI 7 al.,
1986).

Um experimento realizado por CROCKER (1990) em linfocitos humanos,
mostrou que somente uma NOR ¢ visivel na interfase quando a célula estd em repouso
(Gy). Apds estimulagio com PHA, SCHWARZACHER & WACHTLER (1983) e
DERENZINI ef al (1987) detectaram aumento na atividade de transcrigdo e,
conseqiientemente, maior nimero de NORs na fase G,, persistindo nas fases 8§ ¢ G,
{(PESSION ez al., 1991); porém, DERENZINI ef al. (1987) observaram que ¢ aumento

ocorre antes de se iniciar a sintese de DNA.

SCHWARZACHER & WACHTLER (1983), também estudando 2 proliferagéio
de linfocitos concluiram que, estas células em repouso no sangue periférico, possuem, em
sua maioria, apenas um nucléolo em forma de ctrculo, 0 que corresponde a somente uma
NOR positiva pela prata, em preparagdes cromossbmicas condensadas. Poucas horas apds a
estimulaciio com fitoemaglutinina (PHA), varios pequenos nucléolos AgNOR-positivos
aparecem, © que pode ser interpretado como ativagio adicional de NORs. Depois,
encontramos células com um ou, O MAXimo, dois grandes nucléolos com nucleolema, o
que significa que as NORs ativadas transformam-se em confluentes €, 36 horas depois da

estimulacio, os nuciéolos com nucleolema toman-se CoMpactos.
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FIELD, FITZGERALD, SIN (1984) demonstraram que, 08 linfocitos apos

estimulagiio com PHA contém mais AgNORs do que os nfio-estimulados.

DAS et al. (1986) encontraram em linfécitos no periodo neonatal, um maior
nimero de AgNORs do que em linfocitos adultos. Entao, de acordo com a idade, ocorreria
uma diminuigdo na atividade de rRNA transcricional, evidenciando que as NORs estdo

relacionadas com a atividade celular.

GROTTO, LORAND-METZE, METZE (1990) ¢ SMETANA & LIKOVSKY
(1984), mostraram perda de sitios de AgNORs em estigios de maturagio avangados de
células granulociticas € eritrdides, em relagio as fases de desenvolvimento. QOcorreu maior
namero de AgNORs nos estagios primarios de células eritroides e mieldides, sendo que
nas células maduras o nimero de AgNORs desaparece. O niimero de NORs, portanto,

parece estar relacionado com a idade.

Ultimamente, a contagem de Ag-NORs tem sido usada como parametro de
proliferagdo celular para diferenciar tumores malignos de benignos (DERENZINI et al.,
1988, 1989, 1991; SMITH & CROCKER, 1988; HOWAT et al., 1988; SINN ef al., 1989,
BOLDY , CROCKER , AYRES, 1989, MOHAMED ef al.,1989; MURRAY et g/ ,1989;
CROCKER et al, 1988; CROCKER & EGAN, 1988, DERENZINI of al, 1988;
KHATTECH ef al., 1992). Porém, hé divergéncias quanto a forma de avaliaglio das
AgNORs, o que dificulta a comparago dos resultados. A maioria dos autores conta o
niimero absoluto de precipitagdes de prata no nicleo (NAKAMURA et al., 1992; SACKS
et al., 1992, KANITAKIS ef al., 1992; NIWA et al., 1991, 1992); alguns autores fazem a
contagem das AgNORs através do sistema de analise da imagem automatica (DERENZINI
& TRERE, 1991b; RUSCHOFF ef al., 1990b; COLECCHIA & LEQPARDI, 1992,
RIBOTTA et. al, 1992; EUSEBI ef al, 1991; DERENZINI , FARABEGOLI, TRERE,
1992; TRERE ef ol 1991). Ha ainda, aqueles que ddo énfase a importincia de critérios
adicionais, subdividindo as AGNORs de acordo com suas diferengas morfologicas (OOMS
& VELDHUIZEN, 1989; HANSEN & OSTERGARD, 1990; NIKICICZ & NORBACK,
1990, HANSEN & ANDERSEN, 1992). Outros autores usam dois métodos de contagem
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de AgNORs: um, mais simples, que conta os “clusters” ¢ AgNORs satélites e outro, que
conta todas as AgNORs (“dots” e “clusters™), concluindo que o método mais simples fol o
mais adequado (ALTEMANI et al, 1995). Alguns autores valorizam a topografia, ¢
separam as AgNORs de acordo com sua localizagdo intra ou extranucleolar (EVANS,
ORRELL, GRANT, 1991; RAYTER ef al., 1992). Ha pesquisadores que diferenciam um
ponto, que representa uma Gnica precipitagio em forma de pequeno ponto extranucleolar
(TREVISAN, SOUZA, MAGNA, 1993; TREVISAN, 1995; CIA, TREVISAN, METZE,
1996) de um “cluster”, que é COMPOSLO POT UM CONJUNLO de precipitagdes de prata dentro de
uma matriz, no nucléolo (CROCKER & NAR,1987, CROCKER ef al., 1989), porém,
poucos valorizam estes aspectos na andlise quantitativa (RUSCHOFF et al.,1989; 1992).
Esta diferenciagiio revelou-se Util na analise de células da hematopoiese normal e
patolégica (GROTTO et al.,1990, GROTTO, LORAND-METZE, METZE, 1991; METZE
& LORAND-METZE, 1991, 1992, 1993; GROTTO, METZE, LORAND-METZE, 1993).

Em trabalhos passados, varios autores conseguiram demonstrar que o padréo de
AgNORs pode documentar alteragSes de proliferagdio e diferenciagdo celular e, por isso,
concluiram que o estudo de AgNORs pode fornecer informagses adicionais sobre a cinética
celular (METZE & LORAND-METZE, 1991, 1993; LORAND-METZE, GROTTO,
METZE, 1991; GILBERTI ez l., 1993; GILBERTL, METZE, LORAND-METZE, 1994,
1995; LORAND-METZE & METZE, 1995; CIA et al., 1996, DERENZINI & TRERE,
1991a; DERENZINI, PESSION, TRERE, 1990b).

Ha escassos estudos relativos as AgNORs em tecido cardiaco, embora os
trabalhos com outros tecidos indiquem que as AgNORs poderiam dar informagdes
importantes sobre a cinética celular. Conhecemos um inico trabalho, no qual a técnica de
AgNORs foi utilizada para demonstrar alteragSes em nicleos de cardiomiocitos, apos
aplicagdo de antraciclinas. Neste estudo, somente células atriais foram examinadas, através

de microscopia optica (LEBLANC et al., 1993).

Na tentativa de definirem-se critérios para medir ou contar AgNORs em

microscopia Optica, desenvolvemos uma técnica para o exame das regides organizadoras do
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nucléolo em microscopia eletronica, j4 que nfio existem rabalhos sobre AgNORs em
cardiomidcitos, e tampouco sobre as suas alteragbes, observadas por meio da microscopia

eletrdnica, durante o desenvolvimento fisiologico do coragio.

1.1. OBJIETIVOS
Qs objetivos deste trabalho foram:

1 - Adaptar as técnicas, descritas na literatura, para visualizagio de AgNORs em cortes de

parafina em coragdo de rato.

2 . Mostrar as diferencas morfologicas, caracterizando qualitativa e quantitativamente as
AgNORs em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo de rato, em diferentes idades da

vida pré e pos-natal, em microscopia optica.

3 - Desenvolver uma técnica para visualizar AgNORs de cardiomiocitos, em microscopia

eletrOnica.

4 - Definir critérios, a partir da morfologia de AgNORs em microscopia eletrénica ¢ da
morfologia em microscopia optica, tendo por finalidade melhorar a forma de medir

ou contar AgNORs,

5 . Com a caracterizacio do padriio “normal” em ratos, desenvolver a base para futuros

experimentos com diversos modelos de doenga,
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7.1. ANIMAIS DE LABORATORIO

Os animais utilizados neste trabatho foram fémeas e machos da linhagem
“Wistar”, heterogéneos, ambos com idades entre 3 e 4 meses. As fémeas, com peso
variando de 200 a 250g & os machos, de 250 a 300g. Os animais foram fornecidos pelo
centro multiinstitucional de Biotérios (CEMB), UNICAM?P,

Os ratos foram mantidos no Biotério do Laboratorio de Técnica Cirdrgica e
Cirurgia Experimental do Nacleo de Medicina e Cirurgia Experimental, em condigdes
ambientais convencionais, com controle de 12 horas-luz e 12 horas-escuro. QO tempo de
adaptagdio ao biotério ficou estabelecido em 30 dias € ndo houve controle de temperatura €

umidade relativa do ar.

Os animais foram alimentados com ragho para ratos, obtida comercialmente
(Iabina, purina) e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados durante as quatro
estaches do ano e, para se evitar a influéncia da variacdo diaria sob a sintese de DNA, todos

os animais foram sacrificados entre 9:00 ¢ 12:00 horas, diariamente.

Para o cruzamento, foi realizada a sincronizagio dos ciclos estrais das fémeas
de uma mesma gaiola, tratando-as com urina dos machos, dois dias antes do acasalamenio.
0 acasalamento foi feito pelo sistema de harém, com um macho e duas ou trés fémeas em
cada gaiola. A ovulagdo, assim como © comportamento de aceitagio durante o
acasalamento com o macho, ocorrem no periodo do estro que, normalmente, acontece nas
primeiras horas do dia, coincidindo com o comportamento noturno do animal (DONELLY,
1987).

Os anjmais foram acasalados uma a duas horas antes do final do periodo de 12
horas-luz (no final da tarde do primeiro dia). Na manhd do segundo dia (Z a 3 horas apos o
término do periodo de 12 horas-escuro), foram realizados os esfregagos vaginais das
fémeas ¢ observada a presenca ou ndo de espermatozoides (BACKER,1979). Nas fémeas
em que S¢ encontraram espermatozoides, este dia foi, entdo, considerado o dia zero, para

fins de contagem do tempo de gestagdo € desenvolvimento embrionario (THEILER, 1972).
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As ratas grividas foram separadas em gaiolas, por sua vez, datadas e
efiquetadas.Conforme  os  animais completavam as idades necessarias para ©

desenvolvimento do trabalho, foram sendo sacrificados.

2.2, SACRIFICIO

Os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados com uma
superdose do anestésico. O tempo de gestagio das ratas variou de 20 ate 23 dias e 0 numero

de fetos encontrados por fémea variou entre 7 e 14.

RAKUSAN ef al. (1978) em trabalho experimental, mostraram que O grau de
proliferacio celular cardiaca pode ser influenciado pelo grau de desenvolvimento do

coraglio e, ainda relativamente independente da idade, durante 0 periodo pos-natal.

O grau de desenvolvimento do coragao do rato pode ser alterado de acordo com
o niimero de animais por ninhada. Assim sendo, 0 peso do coragio pode variar entre 0S
animais de pequenas ninhadas (4 ratos) e aqueles de grandes ninhadas (16 ratos), quando

do desmame, em torno de 21 dias de idade.

Como o0 nimero de animais por ninhada pode afetar o peso do coragio ou ©
pamero total de mideitos no ventriculo esquerdo, ¢ considerando-se, também, que animais
de pequenas ninhadas crescem mais rapidamente do que os de grandes (Rakusan ef al,

1578), nfio UsamOS ratas com menos de 6 filhotes.

2.3. PREPARACAQ

O trabalho foi realizado com 0 ventriculo esquerdo de coragbes de ratos com
16, 19 e 21 dias de vida intra-uterina (iu.) e 1,5, 8, 21 ¢ 60 dias de vida ap0s o nascimento
{a.n.). Usamos para 0 experimento um total de 95 animais, sendo que 74 foram utilizados

10 estudo em microscopia optica (M.O.} e 21, em microscopia elewrdnica (M.E.)
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O quadro a seguit, mostra o nimero total de animais analisados em cada idade

em MO eem ME.

16 dias i.u.
19 dias 1.u.
21 dias Lu.
1,5 dias a.n.
8 dias a.n.
21 dias a.n,
60 dias a.n.

L W L W L UL,

2.4. MICROSCOPIA OPTICA

A técnica AgNOR usada para o desenvolvimento do trabalho em M.O. foi a
descrita por CROCKER & NAR (1987), com modificacbes para o cardiomidcito.

Técnica AgNOR :

A soluglic para a coloragio das proteinas AgNORs foi preparada dissolvendo-se

1 volume de gelatina a 2% em solucfo de acido formico a 1% e, 2 volumes de nitrato de

prata a 50%.

A solugo foi preparada sempre na hora do uso ¢ filtrada com filtro millipore; a

reacio foi conduzida em temperatura ambiente e cimara escura.
Testamos, para a padronizacio do método, as seguintes variaveis:
A) tempo de fixaclo em formalina tampor;ada 10%: 30°, 40°, 1h, 2h ¢ 4h.
B) tempo de reaglio com nitrato de prata: 25, 30, 35, 40 e 60 minutos.
C) temperatura: ambiente, 40 e 60°C.

D) pos-fixacio em efanol-acido acetico (3:1): segundos até 30 minutos.
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Apds perfusdo com formalina tamponada 10%, as amostras foram recortadas
em pequenos fragmentos e fixadas em formalina durante 1 hora. Os fragmentos foram
desidratados em uma série crescente de dlcool (70%, 80%, 90% e 2 absolutos) durante 15
minutos cada, e diafanizados em xilol, em temperatura de 37° C. Em seguida, foram
realizados 2 banhos de parafina a 60° C e inclusdo em parafina. Com a finalidade de se
evitar que a temperatura interferisse nas proteinas, todo o experimento foi processado

manualmente.

Cortes de aproximadamente 3 um, depois de passados pelo xilol-dlcool, foram
pos-fixados em etanol-acido acético, na proporglo 3:1, durante 30 minutos. Em seguida,
foi efetuada, na hora do uso, a solugio de impregnagio com a prata, com 30 minutos de
incubacio no tecido. Os cortes foram lavados com acido acético a 1%, desidratados em
slcool-xilol, € montados com resina (entellan) e laminula. A pos-fixagio com etanol-dcido
acético (3:1) forneceu um fundo mais claro € as AgNORs ficaram bem visiveis, na cor

marrom-preto.

2.5, ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA

Para a avaliagio quantitativa em cortes de parafina, classificamos as AgNORs,

de acordo com o seu tamanho {maior diimetro), em 8 categorias:

A) 0,5 um,

B)Y0,6 - 1,0 um;
CyL1- 1,5 pm;
D) 1.6-2,0 um;
E)2,1-2,5 um;
F) 2,6 - 3,0 pm;
G)3,1-3,5 um;
H) 2 3,6 pm,
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Apos padronizagio da técnica e anlise quantitativa das AgNORs, contamos

200 células por animal.

A contagem das AgNORs foi feita em M.O. sob objetiva de imersdo e com 0
auxilio do micrdmetro ocular, tendo sido, efetuada ainda, a medida do maior didmetro de
cada AgNOR (agrupamento em classes) € contagem do numero, por classe e por nicleo,

individualmente,

A analise qualitativa foi realizada em M.O., sob objetiva de imersdo. Contamos
100 células por animal, de acordo com a morfologia e 0 ntmero das AgNORs alinhadas,

respeitando-se 08 seguintes parametros:

a) disposigio da orientagio das AgNORs por nicleo: longitudinal, equatorial ou fora do
2IXQ;

b) niimero das AgNORs orientadas por nicleo: 2, 3 ou mais AgNORs;

Os resultados foram tabulados, calculando-se a média de AgNORs para cada

caso, assim como a média para cada grupo.

2.6. MICROSCOPIA ELETRONICA
A. Técnica AgNOR
Testamos, para a padronizagio do método, as seguintes variaveis:

A) Tempo de fixagdo em soluglo de Karnovsky: 30, 45, 60 e 120 minutos;

B) Tempo de reagio com nitrato de prata: 30, 45 e 60 minutos;

C) Interferéneia da lavagem em etanol-acido acético (3:1): segundos até minutos;

D) Influéncia da contracoloragio com citrato de chumbo em 10, 15 e 30 minutos;

E) Influéncia da pos-fixagio com tetroxido de 6smio a 4%;

F) Influéncia da contra-coloragio com acetato de uranila 0,5% em 10, 15 e 30 minutos;

G) Influéncia da temperatura: ambiente, 40 e 60°C.
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Os animais foram perfundidos com soluglo de Kamovsky {(pH=7,2)
(KARNOVSK, 1965) por um periodo de aproximadamente 10 minutos. Com o auxilio de
uma lupa, o coraglo foi retirado e colocado numa placa de Petri. Foram, entfio, recortados

pequenocs fragmentos do ventriculo esquerdo, usados para o experimento.

Uma parte de cada amostra foi processada em microscopia eletrbnica

convencional, e o restante, processado fazendo-se a impregnagao com nitrato de prata.

Os pequenos fragmentos obtidos foram fixados durante 1 hora em solugdo de
Karnovsky (pH=7,2), em seguida, sofreram lavagem rapida em etanol-acido acético G,
sendo incubados durante 30 minutos em solugdo composta por 1 volume de nitrato de prata

(50%) e 1 volume de gelatina 2% dissolvida em acido férmico 1%.

A solugiio foi feita sempre na hora do uso e colocada nos fragmentos depois de
filtrada com filtro millipore, sendo, a reagfo, realizada em cimara escura € temperatura
ambiente, durante 30 minutos. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em uma série
crescente de alcool (30%, 50%, 70%, ¢ 90%) durante 15 minutos cada, ¢ incluidos em
«Araldite”, permanecendo na estufa a 60°C para polimerizagio dos blocos, durante 48

horas.

Depois de trimados e desbastados os blocos, efetuaram-se o8 cortes semifinos
com navalhas de vidro, numa espessura em 10mo de 300 nm; posteriormente foram corados

com azul de toluidina 2%, para uma melhor selecio de 4rea com fibras longitudinais.

Os cortes ultrafinos foram executados com navalha de diamante (Diatome)}, no
ultramicrétomo MT 6000 XL, com uma espessura de aproximadamente 90 nm; colocados

em telas de cobre e diretamente examinados com © microseopio eletrdnico EM 10 Zeiss.

Para obter-se maior seguranga em relacio a variagio de espessura dos cortes,

foram colocados nas telas de cobre somente aqueles que apresentaram a cor amarelo-ouro,

Para uma identificagio segura das AgNORs, nao usamos nenhuma

contracoloragio.
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B. Técnica convencional

Os fragmentos processados em microscopia eletrdnica convencional, depois de
fixados em solugio de Kamovsky (pH= 7)2) durante 1 hora, foram pds-fixados em
tetroxido de Osmio a 4%, durante 2 horas. Em seguida, lavados com tamp3o cacodilato de
sodio {pH=7.2) e “overnight” em solugfio de acetato de uranila 0.5%. A desidratagio foi
realizada em uma sérte crescente de acetona {30%, 50%, 70%, e 90%), durante 15 minutos
cada. As amostras foram colocadas em uma mistura de resina “Araldite” e acetona pura
{1:1) e permaneceram no rotor por 2 horas. Apés permanéncia em resina “Araldite”, na
estufa a 60°C, por thora, foram incluidas em resina “Araldite” pura e conservadas na estufa

durante 48 horas, para polimerizagfio dos blocos.

O procedimento usado até a obtenc3o dos cortes ultrafinos, foi 0 mesmo
utilizado para aqueles impregnados com a prata (descrito anteriormente);, porém, para a
microscopia eletrOnica convencional, foram corados com citrato de chumbo durante 10

HINUENS.

2.7. ANALISE ESTATISTICA
s métodos utilizados basearam-se no programa WINSTAT (1994).

Hipoitese a ser testada:
O perfil qualitativo e quantitativo das AgNORs em cardiomidcitos, num caso
individual, permite, sem conhecimento de outros dados, a determinacio da idade do

antmal.

Comparagio das diversas classes das AgNORs entre os grupos de diferentes
idades com o teste de KrusKall-Wallis, seguido pelo teste Dunn para comparagles
multiplas.
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Analise discriminante (analise multivariada) com as seguintes variaveis:

» vartavets independentes: média das AgNORs por classe e animal.
» variaveis dependentes: idade do animal.

» procedimento: “jackknive”e calculo da matriz discriminatOria.

Avaliagio da porcentagem, comretamente classificada pela analise

dicriminatoria.
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3. Resultados




No desenvolvimento do trabalho, os methores resultados em microscopia Optica

foram obtidos com o seguinte protocolo:

« tempo de fixago em formalina tamponada 10%: lhora;
» pos-fixagdo em etanol-acido acético (3:1): 30 minutos;
e tempo de impregnagdo com nitrato de prata: 30 minutos;

o temperatura: ambiente.

Nio recomendamos o uso da mesma bateria por mais de oito vezes

{aproximadamente) nas reag0es.

A pos-fixagdo com etanol-acido acético (3:1) fornece um fundo mais claro ¢ as

AgNORs ficam bem visiveis, apresentando 2 cOr marrom-preto.

As proteinas NORs de cardiomidcitos de ratos, fixadas com formalina 10%,
foram preservadas, uma vez que foi possivel a identificacho das diferengas entre pontos €
“clusters” e o estudo das mudangas do comportamento estrutural das AgNORs, de acordo

com as diferentes idades, durante a vida intra-uterina e pos-natal, em microscopia optica.

Todas as precipitagdes de prata com didgmetro maior que 0,6 pm e que sio
formadas por pontos escuros e estdo dentro de uma matriz, foram consideradas um
“sluster”. PrecipitagBes isoladas, néo apresentando matriz circundando a periferia e com

diametro medindo até 0,5 pm, foram classificadas como ponto.

Fm relagio a analise qualitativa, a aparéncia morfologica dos “clusters” foi
extremamente similar, quase que indistinguivel, para as idades de 16, 19 ¢ 21 dias pré-natal
g 1,5 dias pos-natal. O mesmo otorreu com & grupo formado pelos animais com idades de
8, 21 e 60 dias pos-natal. Entre estes dois grupos, porém, foi possivel distinguir claramente

a morfologia do “cluster” sozinho.

Dentro de cada grupo, a analise quantitativa mostrou diferencas significantes

entre todas as idades (Diagramas 1, 2, 3,4,56e7)
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As precipitagbes de prata apresentam forma variada, maior nimero e tamanho
irregular, em todas as idades de vida intra-uterina (16, 19 e 21 dias) € 1,5 dias pos-natal. As

AgNORs aparecem localizadas mais centralmente; poucas se encontram na periferia.

A estrutura dos “clusters” das AgNORs para as idades supracitadas € formada
por um aglomerado de precipitagbes muito heterogéneo, sendo facilmente identificaveis os
pontos dentro dos “clusters”. Demonstramos aspectos caracteristicos, através da coloragio

por impregnag#o pela prata (F iguras 1,2, 3 e 4).

Com o desenvolvimento dos animais nas idades de 8, 21 e 60 dias apds o
nascimento, as precipitagbes apresentam tamanho mais regular, menor nimero ¢ forma
menos variada. As AgNORs aparecem localizadas desde a periferia, direcionando-se para a
regido central. Nessas idades, as precipitagbes confluem (mais homogéneas} e torna-se
dificil distinguir pontos individuais dentro de um determinado “cluster”. A técnica de
coloragio por impregnacio pela prata mostra aspectos caracteristicos, conforme as idades

mencionadas (Figuras 5,6¢ 7).

Duranie o desenvolvimento, de acordo com as idades estudadas, ocorrem
alteragdes morfométricas diferentes entre oS nimeros de pontos e “clusters”. Nas idades de
vida intra-uterina (16, 19 e 21 dias) e 1,5 apds o nascimento, encontramos maior
quantidade de “clusters” de AgNORs e, conforme ocofre a maturacio do cardiomi6eito,

com o crescimento dos animais, (8, 21 € 60 dias), a quantidade dessas estruturas diminui.

Em virtude do escasso niimero de casos, todas as classes das AgNORs de mator
tamanho (acima de 2,0 pm), foram agrupadas numa 0nica classe. Tal procedimento foi

realizado para todos os nlicleos dos mibcitos de todas as idades (Diagrama 8).

Observamos maior nimero de AgNORs com média 0,5 pm {ponto) na idade de
71 dias de vida intra-uterina. Ocorreu reducho no nomero médio das AgNORs com esse
tamanho, nos animais com 2l dias pos-natal, porém, tal namero  eleva-se nos

cardiomidcitos dos animais com 60 dias apds 0 nascimento.
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Os numeros médios das AgNORs, medindo acima de 0,6 um (“clusters”),
mostraram um indice maior na idade de 21 dias de vida intra-uterina e um menor, na idade

de 21 dias apds o nascimento.

A soma do tamanho das AgNORs (pontos e “clusters™), para todas as idades,
apresentou maior porcentagem na idade de 21 dias de vida intra-uterina e menor, na idade

de 21 dias apds o nascimento.

Nos nicleos dos midcitos dos animais de todas as idades, as AgNORs, por
vezes, se localizam mais centralmente. Normalmente estdo na mesma direglo, obedecendo
a um sentido equatorial, obliquo ou longitudinal, Encontramos nicleos com duas, trés ou
mais AgNORs alinhadas, obedecendo a mesma diregfio, seja no eixo longitudinal ou niio, o

que chamamos de fendreno de alinhamento.

Nuicleos com duas, trés ou mais AgNORs alinhadas no eixo longitudinal,
apresentaram fregiiéncia relativamente baixa nas idades de vida intra-uterina (16, 19
21 dias) e 1,5 pos-natal. Ao contrdrio, as idades de 8, 21 e 60 dias ap6és o nascimento,
apresentaram aumento na frequiéncia de nucleos com duas, trés ou mais AgNORs
alinhadas; porém, encontramos maior fregiiéncia de nicleos com duas AgNORs alinhadas,
na idade de 21 dias de vida pds-natal. A maior fregiiéncia, com trés AgNORs alinhadas,
foi observada nos animais com 60 dias pos-natal (Diagramas 9, 10 e 11).

Nos nicleos de cardiomidcito de animais com 16, 19 e 21 dias de vida intra-
uterina ¢ 1,5 pos-natal, inicia-se o fendmeno de alinhamento, sendo encontrado, nestas
idades, um baixo indice de AgNORs alinhadas. Este indice aumenta com o
desenvolvimento e maturacio dos mibcitos, de acordo com as idades apés o nascimento

(8, 21 ¢ 60 dias) (Diagrama 12).

Podemos observar, para todas as idades, a freqiéncia dos nuicleos com

AgNORs alinhadas (valores estandardizados) no Diagrama 13.

Resubados 23



O maior coeficiente do alinhamento foi encontrado nos niicleos contendo duas
AgNORs alinhadas no eixo longitudinal (57,3), ocorrendo diminuicio do coeficiente nos
siicleos com trés ou mais AgNORs no eixo longitudinal (38,8), o menor coeficiente foi
observado nos nucleos com trés ou mais AgNORs alinhadas fora do eixo longitudinal
{32,2).

Com base em exames de microscopia eletronica, a definigio de AgNOR foi

obtida com a seguinte padronizagdo:

o fixagiio em solugfio de Karnovsky por 1 hora;

» lavagem rapida com etanol-acido acético (3 a 5 segundos);

e tempo de incubagio com nitrato de prata por 30 minutos;

o sem contracoloragio com acetato de yranila e (ou) citrato de chumbo;

» auséncia de pos-fixagho com tetréxido de 6smio a 4%.

Contudo, no que se refere as dificuldades encontradas para a padronizagio da técmica,

torna-se importante salientar 0s seguintes parametros

1- Foi necessario processar em-s¢ OS fragmentos no mesmo dia em que foram

realizados os sacrificios dos animais;

2- A padronizagdo ideal foi obtida com tempo curto de pos-fixagio com © etanol-
acido acético (3:1), sendo que, em tempos maiores, os cortes finos esfarelaram. O

tempo foi reduzido em 30 minutos, chegando-se até a alguns segundos apenas;

3. Um maior tempo de fixagdo em solugio de Karnovsky torna mais dificil a
impregnagio pela prata (as NORs apresentam-s¢ mais 0pacas). Com tempo de
fixagio muito reduzido, 0s fragmentos ficam moles, 0 que inviabiliza a confecgio

dos cortes,

4- Quanto maior o tempo de impregnagio com a prata, maior a area de precipitados,

e com redugdo do tempo, as NORs aparecem fracamente elétron-densas.
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A microscopia eletrOnica mostra que um «cluster” ¢ formado por um conjunto
de precipitagdes, interligadas entre si por faixas mais claras, dentro de uma matriz pouco

elétron-densa. Um “dot” signifca um Gnico ponto escuro.

Ne nicleo de midcitos em desenvolvimento, provenientes de animais com
idades de 16, 19 e 21 dias de vida intra-uterina e 1,5 dia apds o nascimento, as AgNORs
localizam-se aleatoriamente. As precipitagdes de prata dentro dos “clusters” estdo
distribuidas irregularments, com muita variaghio na forma e tamanho. Os “clusters” ndo

apresentan uniformidade, adqairindo um padréio heterogéneo (Figuras 9, 11, 13 e 15).

Nicleos de cardiomidcitos de ratos, com 8, 21 e 60 dias apds © nascimento,
apresentam as AgNORs localizadas mais centralmente. As precipitagbes de prata dentro
dos “clusters” apresentam-s¢ mais regulares, com pouca variagio na forma e tamanho. O
comportamento ultra-estrutural dos “clusters” € mais uniforme, de padrio homogéneo

(Figuras 17, 19 € 21).

Tentamos reconstruir, em trés dimenses, em cortes ultrafinos, a ultra-estrutura
das AgNORs. Confeccionamos um seriado de 60 cortes do ventriculo esquerdo de rato com
16 dias de vida intra-uterina. Pela dificuldade, apesar de intimeras tentativas de seguir-se

um niicleo em varios niveis, abandonamas, por enquanto, este processo.

Foi impossivel visualizar o mesmo nticleo em mais de 3 cortes do seriado.
Nossa metodologia ndo permitiu uma reconstrugdo tridimencional no mesmo nucleo, 0 qual

ficava oculto na grade da tela.

Para a realizacdo deste experimento estudamos, também, a morfologia ultra-
estrutural dos cardiomiocitos dos animais com 16, 19 ¢ 21 dias de vida intra-uterina € com
1,5, 8, 21 ¢ 60 dias de vida pos-natal. Os cardiomiocitos foram processados em

microscopia eletrénica convencional.

Os nicleos dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo dos animais de vida

intra-uterina (16, 19 ¢ 21 dias) e de 1,5 dias pos-natal apresentam formas variadas ¢
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contornos irregulares, com pequenas invaginagdes. E comum que nucléolos proeminentes
estejam presentes e localizados em regides nfic especificas no nucleo (Figuras 8, 10,

12 ¢ 14).

Nos animais com 8, 21 e 60 dias de vida apés o nascimento, os nucleos
adquirem forma mais alongada, apresentando contorno mais regular. Os nucléolos
geralmente estio localizados na regifio central e a maioria encontra-se na mesma diregdo

(Figuras 16, 18 ¢ 20).

Andlise Estatistica dos Resuitados

A) Teste de comparagio entre as véarias classes das AgNORs e os grupos de

diferentes idades,

a) Para a comparagio simultinea entre os grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, um contra
o outro & entre as diversas classes das AgNORs (a: até 0,5 um; b: 0,6-1,0 pum; ¢: 1,1-1,5
pm; dr 1,6-2,0 um; e acima de 2,0 pm), usou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-
Wallis, o qual demonstrou diferenga nas meédias das AgNORs entre 0s sete diferentes

grupos ¢ as diversas classes das AgNORs (Anexos).
b) Comparagio entre os grupos, dois a dois:

Os resultados do teste Dunn (1961) - para comparagdes muitiplas dois a dois,

entre os diferentes grupos do estudo encontram-se em anexo.

B) Analise discriminante

Com a finalidade de testar a utilidade da contagem das AgNORs para a
classificacdio (correta) de um tecido normal em diferentes estadios de desenvolvimento,

aplicamos a analise discriminatoria do programa WINSTAT (1994).
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Comio varidveis independentes, escolhemos a média dos nimeros de AgNORs

de cada tamanho e a média dos numeros de AgNORs, alinhadas no nucleo.

Os coeficientes das médias estandardizadas das fungdes discriminantes, foram

08 seguintes:
AgNORs com até 0,5 um 10,2
AgNORs entre 0,6 um ¢ 1,0 pm 228
AgNORs entre 1,1 pm e 1,5 pm 09,5
AgNORs entre 1,6 pm e 2,0 pm 12,4
AgNORs maiores que 2,0 um 36,5
niicleos com 2 AgNORs no eixo longitudinal 573
nticleos com 3 ou mais AgNORs no eixo longitudinal 38,8
niicleos com 3 ou mais AgNORs fora do eixo longitudinal 32,2

Como a imporiincia dos coeficientes esta relacionada com 0 valor absoluto dos
coeficientes médios estandardizados das fungBes discriminantes, podemos concluir, para a

separagdo das idades, que:

a) os nimeros dos nicleos com alinhamento das AgNORs tém, em geral, importincia

maior que os nimeros meédios das AQNORs.

b) dentro das varidveis que dependem do tamanho das AgNORs, as precipitaghes

maiores que 2 pum s30 as mais importantes.

Como as distribuicdes destas variaveis ndo sdo semelhantes a uma curva de
distribuicio normal, foi necessério transforma-las em curvas com boa aproximagio a de
Gauss pela fungiio “boxcox”, apés logaritmizag@o, com 0 valor 0,4. A aproximagfio com a

curva de Gauss foi obtida pelo teste de Kolmogorov-Smirnof (WINSTAT, 1994).

Como variaveis dependentes (classificatorias), escolhemos a idade dos animais,
que definiu os grupos estudados € foi usada como padrio, com 16, 19 ¢ 21 dias de vida

intra-uterina e 1,5, 8, 21 € 60 dias apds o nascimento.
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Com 2 finalidade de se avaliar o grau de predigdo da analise discriminante, pelo
método Jackknive (LACHENBRUCH, 1975), calculamos para cada um dos 74 anlmais, a
suposta idade, com a fungdo “auséncia do valor y“ (missing y value), a partir dos dados dos
setenta e trés casos restantes e os valores da média, a partir dos valores independentes dos

setenta ¢ trés casos restantes.

Obtivemos 59 animais, de um total de 74, corretamente classificados (79,7%).

O erro total foi de 15/74 animais, distribuidos da seguinte forma;

¢ 72 naidade de 16 dias i.u., erroneamente classificados na idade de 19 dias 1.u.;

3 na idade de 19 dias i.u., sendo 2 erroneamente classificados na idade de 16 dias

i.u. e 1 classificado na idade 21 a.n.

o 4 naidade de 21 dias i.u., sendo 3 erroneamente classificados na idade de 1,5 dias
an. e 1 classificado na idade de 19 dias i.u.

s 5 naidade de 1,5 dias a.n., sendo 4 erroncamente classificados na idade de 21 dias

iu, e 1 classificado na idade de 19 dias i.u.

]

1 naidade de 21 dias a.n., sendo erroneamente classificado na idade de 8 dias a.n.

Matriz classificatéria apos procedimento “jackknive”

i

Idade real 19iu 21iu 1,5an 8an 2lan 60an
16iu. g 2 0 0 0 0 0
19iu. 2 7 1 0 0 0 0
21 Lu. 0 1 6 3 0 0 0
,5an 0 1 4 6 0 0 0
8 an. 0 0 0 0 11 0 0
21 an 0 0 0 0 1 11 0
60 a.n. 0 0 0 0 0 0 10
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Figura 1: Cardiomi6cito de rato com 16 dias i.u. Coloragéio para AgNORs. 1.250X

T _
Figura 2: Cardiomiécito de rato com 19 dias i.u. Colorago para AgNORs. 1.250X.
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Figura 3: Cardiomiécito de rato com 21 dias i.u. Coloragdo para AgNORs. 1.250X.




Figura 6: Cardiomiécito de rato com 21 dias a.n. Coloragio para AgNORs. 1.250X
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Figura 8: Nicleo de cardiomiécito de rato com 16 dias iu., apresentando 3 nucléolos. Coloragdo com
acetato de uranila e citrato de chumbo. 25.000X.
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Figura 9: Nicleo de cardionﬁécito de rato coﬁ 16 dias iu., apresentandé 3 “clusters” e 1 “dot”. Colora.g..ﬁt
AgNORs. 25.000X.

Figura 10: Nicleo de cardiomiécito de rato com 19 dias i.u., apresentando 3 nucléolos. Coloragiio com acet
uranila e citrato de chumbo. 50.000X.
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Figura 11: Niicleo de cardiomiécito de rato com 19 dias i.u., apresentando 3 “clusters™. Coloragéo para AgN(
31.250X.
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Flgllra 12: Nicleo de cardiomibeito de rato .cm.n 21 dias i.i, apresentando 2 nﬁcléoios. Coloragéo com acel
uranila e citrato de chumbo. 25.000X.
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Figura 13: Nicleo de cardiomiécito de rato com 21 dias 1.u., apresentando 4 “clusters”. Coloragdo para AgNOF
12.000X.

Figura 14: Niicleo de cardiomiécito de rato com 1,5 dia a.n., apresentando 2 nucléolos. Coloragio com aceta
uranila e citrato de chumbo. 25.000X.
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Figura 15: Nacieo de cardiomibcito de rato com 1,5 dia a.n., apresentando 3 “clusters”. Coloragdo para AgN(
25.000X.

Figura 16: Trés niicleos de cardiomiécito de rato com 8 dias a.n., apresentando nucléolos. Coloragéo com ace
uranila e citrato de chumbo. 10.000X.
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Figura 17: Dois niicleos de cardiomidcito de rato com 8 dias a.n., apresentando 2 “clusters” cada. Coloragdo |
AgNORs. 10.000X.

Figura 18: Nicleo de cardiomiécito de rato com 21 dias a.n., apresentando 2 nucléolos. Coloragéo com acet:
uranila e citrato de chumbo. 12.500X.
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Figura 19: Nicleo de cardiomiécito de rato com 21 dias a.n., apresentando 2 “clusters”. Coloragdo para AgN(
10.000X.

Figura 20: Nicleo de cardiomiécito de rato cém 60 dias an., apresentando 4 nucléolos. Colom@ﬁo com acet
uranila e citrato de chumbo. 10.000X.

Resultados



Figura 21: Nicleo de cardiomiécito de rato com 60 dias a.n., apresentando 3 “clusters”. Coloragdo para AgN(
12.500X.
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Na maioria dos trabathos sobre AgNORs em microscopia eletrdnica, a pos-
fixagiio € feita com tetroxido de dsmio, e as contracoloragdes com acetato de uranila e
citrato de chumbo (HERNANDEZ-VERDUN ef al., 1980; SCHWARZACHER &
WACHTLER, 1983; RASKA er al,1990; PLOTON et al,, 1985, 1987. DERENZINI
et al., 1983, 1989, 1990a, 1990¢; DERENZINI & TRERE, 1991a)

Ha controvérsias quanto ao critério para medir ou contar AgNORs, tornando,
freqientemente, dificil a comparaciio de resultados de diferentes autores. Como nio
encontramos, na literatura, uma técnica para essas estruturas em microscopia eletronica,

desenvolvemos um procedimento, empiricamente.

Inicialmente obtivemos bons resultados do ponto de vista citologico, mas a
integridade estrutural néo foi garantida porque os blocos se esfarelavam. Apos testarmos
diferentes parfmetros (diferentes tempos de fixagio; pos-fixagio, ou nfo, com dsmio;
diferentes tempos de impregnagdo com prata, com variagdes de temperatura; lavagem com
diferentes tempos de etanol-acido acético; contracoloragSes, ou ndio, com acetato de uranila

¢ {ou) citrato de chumbo), chegamos 4 uma técnica reproduzivel.

A nlo utilizaglo do tetréxido de dsmio, acetato de uranila e (ou) citrato de
chumbo, deveu-se a uma razio histoquimica, evitando-se assim, maior influéncia de
artefatos (precipitados) das AgNORs. Desta forma, trabalhamos com maior certeza de que
as precipitagdes das AgNORs eram realmente s da prata.

Através da impregnagio pela prata, conseguimos definir a melhor maneira de
contagem das AgNORs em microscopia eletrdnica ou seja, um “cluster” AgNOR é formado
por um grupo de precipitagOes de prata, por sua vez, interligado com faixas mais claras e
contido em uma matriz elétron-licida. Um “dot” AgNOR ¢ uma precipitacio Gnica e

escura, n#o contendo a matriz.

Para o estudo em microscopia Optica, a técnica AgNOR por nés utilizada, foi a
seguida por CROCKER & NAR. (1987) com modifica¢des (alteragio do tempo de fixacdo,

lavagem com efanol-acido acético, precedendo a impregnagio com a prata). Esta mostrou-
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se adequada, pois obtivemos valores muito similares para cada grupo de idades analisado,

Justificando nossa metodologia.

E importante salientar que, diferentes tipos de fixadores, variacBes de
temperatura, tempos de impregnagio com a prata, contato dos cortes com a luz, bem como
a espessura dos cortes, podem originar artefatos (UNDERWOOD & GIRI, 1988; SOONRO
& WHINSTER, 1990; DERENZINI & TRERE, 1991a; GRIFFITHS e al, 1989;
RUSCHOFF et al., 1990a; SMITH et al., 1988).

LEEK, ALISON, SARRAF (1991) verificaram que em tecidos, tais como como
intestino de rato, camundongo e homem, o nimero de “clusters” por niicleo ndio demonstra
nivel aumentado de proliferagdo, mas o tamanho dos “clusters” de AgNORSs, representado
pelo seu maior didmetro, estd relacionado com o estado proliferativo da célula. Os autores
conchuiram que, a capacidade proliferativa esta mais relacionada ao tamanho do didmetro
dos “clusters” das AgNORs, do que com sua quantidade, e que a atividade proliferativa é

um indicador de maior atividade transcricional.

Cardiomi6citos de ratos fetals possuem uma alta atividade proliferativa
(CLAYCOMB, 1973, 1975). Esta afirmativa foi comprovada através de nossos dados, pois
encontramos um indice aumentado dos “clusters” de AgNORs nos animais de vida intra-
uterina com 16, 19 e 21 dias e 1,5 dias de vida pos-natal. Nos coragdes dos animais com 8,
21 e 60 dias apds o nascimento, a atividade proliferativa diminui com a maturagio dos
midcitos €, como conseqiiéncia, encontramos menor indice na porcentagem de grandes
“clusters” de AgNORs. Portanto, devido 4 redugio da atividade proliferativa, na ordem
crescente das idades dos animais, verificamos diminuicfio na porcentagem das AgNORs de

tamanho maior.

O musculo cardiaco de rato possui pelo menos duas espécies de DNA
polimerase: o nuclear 3.58 e o citoplasmatico 6 para 88. Nas células de musculo cardiaco
diferenciadas, somente a atividade do DNA polimerase citoplasmatico 6 para 85 esta

relacionada com o grau de sintese de DNA e proliferacio celular. A atividade do DNA
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polimerase nuclear 3.5§ permanece relativamente constante por todo o desenvolvimenio

pos-natal (CLAYCOMB, 1973).

Em miocardio de rato em desenvolvimento, CLAYCOMB (1973, 1975)
verificou, através de dados auto-radiograficos, que ocorre diminui¢io na atividade do DNA

polimerase 6 para 8S, quando praticamente todos os midcitos cessam o ciclo mitdtico,

CLAYCOMB & BRADSHAW (1983) mostraram, em células de cultura de
rato adulto, que a replicagio do DNA semiconservativa reinicia ¢ readquire as atividades
das enzimas necessarias para replicar DNA. Mudangas na atividade do DNA polimerase
tém certo papel na regulagio de reprodugiio das células eucariotas e a protooncogénese esta
envolvida com a regulagio da hipertrofia do musculo cardiaco (CLAYCOMB &
LANSON, 1987).

Durante o desenvolvimento fetal, as ¢élulas musculares cardiacas de rato tém
alta atividade proliferativa. Logo apds o nascimento, a divisdo das células do musculo
cardiaco cessa, enquanto a sintese de DNA continua por aproximadamente duas semanas ¢
depois, progressivamente, diminui (CLAYCOMB, 1973, 1975, ZAK, 1973, 1974;
RUMYANTSEV, 1977, SASAKI, MORISHITA, YAMAGATA, 1968, PETERSON &
BASERGA, 1965). Em 3 a 4 semanas apds o nascimento, o numero total de células
cardiacas pode ser o mesmo do animal adulto (ZAK, 1973). Pouca sintese de DNA ou
divisiio celular ocorrem em cardiomiocitos adultos (CLUBB & BISHOP, 1984).

A sintese de DNA no coracio de rato, que ocorre apss o nascimento, € parte do
processo durante o qual as células musculares tornam-se binucleadas (CLUBB & BISHOP,

1984; RUMYANTSEV, 1977)

Em coragdes de criangas com até trés anos de idade, até 85% das células
possuem niicleos dipldides ¢ 15% sdo tetraploides. Entre trés e Oito anos ocorre uma
poliploidizagio (FISCHER et al., 1970). Em coragBes de ratos adultos aproximadamente
85% dos midcitos sio binucleados (BISHOP, 1971, KORECKY, SWEET, RAKUSAN,,
1979, GRIMM, DE LA TORRE, LA PORTA, 1970), sendo indicadores de
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desenvolvimento hipertréfico em ratos neonatais (CLUBB & BISHOP, 1984). Midcitos de
coracio de rato recéme-nascido sdo mononucleados, enquanto de ratos adultos, sio

predominantemente binucleados (KATZBERG, FARMER, HARRIS, 1974).

Poliploidia parece ser uma ocorréncia rara no miocardio de ratos. A
porcentagem de nicleos polipldides em células miocdrdicas de ratos adultos € menor que
4% {GROVE, NAIR, ZAK, 1969a; BRODSKY, AREFLYEVA, URYVAEVA, 1980,
GROVE et al., 1969b; KUHN, PFITZER, STOEPEL, 1977).

Em tecido trofoblastico niic neoplasico, foi evidenciado que contagem de

AgNOR reflete ploidia, melhor que proliferagio celular (SURESH e a/., 1990),

Nossos dados, no entanto, mostraram que o tamanho dos “clusters” das

AgNORs refletem proliferagdo celular, methor que ploidia.

Cardiomitcitos de ratos, na vida intra-uterina, possuem células com alta
atividade proliferativa e, conseqiientemente, ocorre uma elevagio no indice da atividade
mitdtica e sintese de DNA (CLAYCOMB, 1973, 1975, ZAK, 1973, 1974,
RUMYANTSEV, 1977).

De acordo com o estagio de maturagiio das células em hematopoiese normal,
temos um niimero diferente de “clusters”. Células em proliferacio apresentaram somente
“clusters”. Nas maduras ndo proliferativas, foram detectados apenas “dots” (GROTTO
et al., 1990). NIKICICZ & NORBACK (1990) estudaram a medula éssea e encontraram
nas células hematopoiéticas imaturas uma porcentagem mais alta de grandes “clusters” de
AgNORs, em relagio &s células mais maduras. Esses resultados sugerem alta atividade

transcricional e proliferativa para células imaturas, que vai diminuindo com a maturagio.

NIWA er al. (1991), em células glandulares do endométrio, encontraram o

niimero médio das AgNORs mais alto na fase proliferativa do que na fase secretora.

O nucléolo tem um importante papel no processo da sintese intracelular, sendo

o local inicial para a formac8o do rRNA; estd, portanto, ativamente envolvido na sintese e
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distribuicio do RNA nuclear e citoplasmatico. O ntimero de nucléolos em uma determinada
célula pode variar, dependendo de seu estado funcional, mas é possivel existir alguma

uniformidade entre células do mesmo tipo (GOESSENS, 1984).

Celulas malignas tém niimero mais alto de AgNORSs interfasicas do que células
benignas. Esta caracteristica poderia refletir uma atividade metabélica aumentada,
produzindo maior quantidade de ribossomos em células proliferantes. Em linfocitos
circulantes ¢ hepatocitos estimulados, o nucléolo torna-se hipertréfico, com um ntmero
aurmentado de NORs interfasicas (DERENZINT & TRERE, 1991a).

O ndmero aumentado de NORs interfasicas, observado em células estimuladas
para proliferagdo, pode ser explicado pelo fato que na fase G, ocorre nova sintese das
proteinas AgNORs (PESSION et al, 1991). Estas proteinas sintetizadas novamente
acumulam-se no nucléolo, onde associam-se com os genes ribossomais localizados no
compartimento extranucleolar, originando novas NORs interfasicas (WACHTLER et al.,
1986).

DERENZINI et al. (1988) descrevem que, devido & alta atividade mitdtica,
maior atividade proliferativa e provavelmente em virtude da ploidia, células malignas
possuem maior namero de AgNORs, o que estd relacionado & sua maior atividade

transcricional.

O tamanho dos “clusters” das AgNORs estd relacionado com o estado
proliferativo da célula (LEEK e al,1991; GROTTO ef al, 1991; NAKAMURA ef al,
1992; NIKICICZ & NORBACK, 1990; GHAZIZADEH e al, 1991; MOURAD ef al.,
1992; OGURA et al, 1992). A proliferagio das células do musculo cardiaco de rato decai
rapidamente durante os Gltimos estdgios da vida fetal e nos primeiros dias de
desenvolvimento pos-natal (ZAK er al., 1973; CLAYCOMSB et al., 1973, 1975). Portanto,
de acordo com estes dados, conseguimos justificar o aparecimento maximo dos “clusters”

na idade de 21 dias de vida intra-uterina e, talvez devido A estabilizac3o no metabolismo
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celular, encontramos um indice minimo dos “clusters” para a idade de 21 dias de vida pos-

natal.

Nos trabalhos sobre AgNORs, a maioria dos autores encontrou um padriio
morfolégico diferente entre células tumorais malignas e benignas. Células malignas
normalmente apresentaram AgNORs com tamanho maior e distribuigfio irregular ¢, ao
contrario, AgNORs com tamanho menor e distribuicSo regular, eram caracteristicas das
células benignas (DERENZINI er al, 1989; RUSCHOFF ef al., 1989: DERENZINI &
TRERE, 1991a; DERVAN ez al., 1989),

Tais semelhancas existem em relagio aos nicleos dos cardiomideitos dos
animais de vida infra-uterina ¢ aqueles com desenvolvimento pds-natal. Nos animais de
vida intra-uterina, as AgNORs sdo distribuidas de maneira irregular € com maior tamanho,
apresentando um padrio morfoldgico similar a0 encontrado nos tumores malignos. J4 nas
celulas dos anmimais apbs o nascimento (8, 21 e 60 dias), o tamanho das AgNORs
encontradas foi menor, com formato mais regular, sendo morfologicamente semelhante ao

padriio venficado nos tumores benignos.

Em determinados nhcleos de animais com 16, 19 e 21 dias de vida intra-uterina
¢ 1,5 dias pos-natal, as AgNORs alinhadas apresentaram baixa porcentagem, Encontramos,
do mesmo modo, o alinhamento das AgNORSs nos niicleos dos animais com 8, 21 e 60 dias
apds o nascimento, porém, com maior freqiiéncia ¢ quantidade, conforme ocorre o

desenvolvimento e maturagiio dos midcitos.

Nos animais com 21 dias apés o nascimento, o maior indice de nicleos
alinhados esteve constituido por duas AgNORs, enguanto nos animais com 60 dias
encontrou-s¢ maior porcentagem de nucleos alinhados, apresentando mais que duas

AgNORs.

Os mecanismos bioquimico e celular, responsaveis pelo novo comportamento
de adaptagdo estrutural das AgNORs no musculo cardiaco de ratos, merecem futuras

investigacdes. Devido a fatores téenicos, foi impossivel estudar-se a  estrutura
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tridimensional das AgNORSs nos cortes ultrafinos. Sabemos que novos métodos ja foram
descritos na literatura, utilizando-se o microscopio de laser confocal, sendo possivel
reconstruirem-se as AgNORs tridimencionalmente no nicleo (ROUSSEL er al., 1993;
ROBERT-FORTEL ef al, 1993; PARAZZA et al, 1995, PLOTON et al, 1994),
Acreditamos que, futuramente, uma andlise com o microscopio laser confocal podera

esclarecer, com maiores detalhes, as estruturas das AgNORs no niicleo de cardiomidcito.

Durante o desenvolvimento embrionario, ambas as células nio diferenciadas e
aguelas contendo proteinas miofibrilares se dividem. Quando o coraglio se desenvolve e
atinge a matridade, suas células musculares progressivamente diminuem a atividade
mitdtica (ANVERSA ef al., 1989).

A adaptagio miocardica pos-natal, necessaria para a alteragio do trabatho dos
ventriculos, que ocorre rapidamente depois do nascimento, resulta em mudancas
morfologicas transitérias em ratos na faixa de cinco dias de idade (OLIVETTI,
ANVERSA, LOUD, 1980) ¢, devido 4s mudangas circulatorias, que acontecem logo apos o
nascimento (ANVERSA ef al, 1989), o desenvolvimento ventricular esquerdo apresenta
uma combinagiio de hipertrofia excéntrica e concéntrica (ANVERSA, OLIVETTL LOUD,
1980; ANVERSA, RICCI, OLIVETTI 1986). A maturagdo gradual de midcitos cardiacos é
acompanhada por um prolongamento de todas as fases do ciclo mitdtico, incluindo a fase

“§” (RUMYANTESEYV, 1977),

A soma das AgNORs foi maxima para ratos com a idade de 21 dias de vida
intra-uterina, provavelmenie devido a um maior aumento relacionado 2 atividade
proliferativa. Nos animais com 21 dias de desenvolvimento pos-natal, a soma das AgNORs

foi minima, o que ocorreu talvez em virtude de uma estabilizagio no metabolismo celular.

As mudangas ciclicas na ultra-estrutura miofibrilar do mideito cardiaco do rato
sdc acompanhadas pela nova sintese de proteinas contréteis durante a interfase. Esta nova
sintese € necessaria para um aumento gradual no contetido miofibrilar (RUMYANTSEV,
1977).
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Nos cardiomiocitos de animais de 60 dias de desenvolvimento pos-natal, a
porcentagem de pontos comega novamente a subir, possivelmente devido a uma nova

sintese proteica, necessaria para o complexo miofibrilar,

A andlise de diversas idades demonstrou que, o tamanho e o formato dos
“clusters™ variam, obviamente, de acordo com a idade do animal, o que poderia ser usado

como parimetro quantitativo para documentagfio do desenvolvimento do coragio.

Durante o desenvolvimento pods-natal dos midcitos ventriculares de rato, a
expresséo do Id mRNA (regulador negativo do gen de transcrigiio) € regulada, atingindo
um pico no periodo de transigio do desenvolvimento hiperplastico para hipertréfico,
decaindo a0 redor do 17° dia apds o nascimento; tem um nivel estavel em midcitos adultos

(SPRINGHORN e al., 1992).

Em células musculares esqueléticas de ratos, a imobilizagio diminui e a

remobilizacfo, aumenta a sintese protéica intracelular (JOZSA ez al, 1993).

A concentacio de RNA e sintese protéica aumentam no ventriculo apés cinco
dias de hipertensdo, induzida pela constricio adrtica. A diminuigdo no contetido total do

DNA confirma que ndo ocorreu proliferagio (SIDDIQ er al., 1992).

Métodos imuno-histoquimicos, que detectam antigenos relacionados com o
ciclo celular, podem ser usados para que se demonstrem marcadores da célula em

proliferagiio, como por exemplo, PCNA, Ki gy, PCyy (MATHEWS ef al, 1984).

ARBUSTINI er af. (1993) mostraram que, marcadores proliferativos celulares,
tais como o PCNA e o Kig;, expressam poucos miocitos em coragles humanos normais,
enquanto a porcentagem de expressiic aumenta em coragtes doentes. Concluiram que, esse
sumento pode originar no miocérdio doente uma elevagio de seu DNA renovado ou

restabelecido, em consegiiéncia de uma inflamacfio, hipertrofia ou estimulo,

Um estudo realizado em cardiomiocitos de ratos, demonstrou que o mRNA

para o gene PCNA estd normalmente associado em célula proliferada, sendo expresso nas
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células do musculo cardiaco de ratos fetais, neonatais e adulios, que n#o mais sofrem
processos mitoticos, sugerindo regulagio pos-transcricional. O PCNA pode ser encontrado
em células neonatais e fetais, porém, ndo naquelas do musculo cardiaco de ratos adultos
(MARINO ef aif, 1991).

Como a atividade proliferativa celular estd associada 2 atividade nucleolar
(NIWA et al, 1992; KAUDEWITHZ et al, 1989, OGURA et al, 1992; FIELD,
FITZGERALD, SIN, 1984; SASAKI ef al., 1987, DERVAN ef al., 1989; TRERE e al,,
1991; CASASCO et al, 1993, GERDES er al, 1983; HALL ef al, 1988), estudos
comparativos posteriores, entre a morfologia das AgNORs ¢ a expressio imuno-
histoquimica do PCNA e (ou) Kig em tecidos com desenvolvimento normal, como o
cardiomidito de rato, poderdo fornecer dados importantes para uma melhor compreensio

da cinética celular.
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5. Conclusoes



1. Nossa analise, em microscopia eletrbnica, demonstrou claramente que as precipitagles de
prata dentro do nucléolo s3o interligadas, o que torna uma contagem individual de
precipitaglio arbitrdria e pouco reproduzivel. Por isso, acreditamos que, as
precipitagbes de prata dentro de uma matriz devam ser consideradas como um
“cluster” (uma unidade de AgNOR).

I Nossos resultados demonstraram que, os padrdes morfologicos das AgNORs devem ser

congiderados, como ja definidos para outros tecidos.

IH. A morfologia das AgNORs em relagio ao tamanho dos “clusters”, provavelmente
indica maior atividade proliferativa nas células, demonstrada qualitativa e
quantitativamente nas idades de 16, 19 e 21 dias de vida intra-uterina e 1,5 dias pos-

natal.

IV. Os animais de 60 dias de vida ap0s o nascimento apresentaram maior quantidade de
“dots”, provavelmente relacionada a uma nova sintese protéica, necessaria para o

complexo miofibrilar.

V. A anilise do padréio das AgNORs, em diferentes idades, demonstrou que o tamanho e o
formato das AgNORs variam de acordo com a idade do animal e, conseqilientemente,
devem refletir alteracbes de proliferagio e diferenciaciio celular durante o

crescimento fisiologico do coragio.

V1. Os dados morfomsétricos das AgNORs permitiram a determinagiio exata da idade do

animal em 79,7% dos casos (anélise discriminante).

VIL Para uma identificagdo segura das AgNORs, recomenda-se auséncia de qualquer
contracoloragio. Com a finalidade de melhorar-se a identificagfio das células, pode
ser feita uma pré-coloragio no fragmento, com acetato de uranila 0,5%. O uso de

citrato de chumbo e tetroxido de dsmio ndio é recomendivel,

VI A técnica, padronizada em cardiomiocitos no ventriculo esquerdo de rato, no presente
estudo, € segura e confiavel, pois através dela conseguimos obter dados ultra-

estruturais satisfatorios.
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6. Summary



Tosetestar crpsoizing regions (NORs) are areas of extra or intranucleolar DNA
which harbor genes coding for ribosomal RNA.

NORs have intense affinity for silver, which stains dots in the acrocentric
chromosomes 13, 14, 15, 20 and 21. These are called argyrophilic NORs or AgNORs. This
is due to the presence of non-histone proteins associated to ribosomal RNA recently
transcribed from DNA.

Currently, the AgNOR technique is being employed in the evaluation of
cellular proliferation, in distinguishing benign from malignant fumors and as an indicator
of prognosis in malignant neoplasms. There has been considerable controversy in the
criteria for measuring or counting AgNORs, making comparison of results from different
authors often difficult. In an attempt to help define criteria for AgNOR measuring in light
microscopy, we developed a technique for examining AgNORs in electron microscopy.

A normal tissue, the rat heart left ventricle in the fetal and postnatal periods
was used, A total of 95 animals were studied at the following ages: 16, 19 and 21 pre-natal
days: 1, 5, 8, 21 and 60 days after birth. For light microscopy 74 animals were used, and 21
for electron microscopy.

For light microscopy, material was fixed in 10% buffered formalin for one
hour, dehydrated and cleared as usual and embedded in paraffin. Three um sections were
stained for AgNORSs by the technique of Crocker & Nar (1987), slightly modified.

As no EM technique for AgNORs was found in the literature, we developed the
following procedure empirically: tissue was fixed in Karnovsky’s solution for one hour,
followed by a quick rinse (3-5 seconds) in ethanol-acetic acid and incubated for 30 minutes
in a solution containing 1 volume of 2% gelatine dissolved in 1% formic acid and 2
volumes of 50% agueous silver nitrate. Solution was prepared and Millipore filtered just
before use. Tissue blocks were then dehydrated in ascending aloohols and embedded in
Araldite. We avoided using osmium tetroxide, uranyl acetate or lead citrate to ensure that
any electrondense precipitations could be reliably attributed to silver.

EM revealed that an AgNOR cluster is formed by a group of silver
precipitations intermingled with lighter strands and embedded in electronlucent matrix. The

clusters correspond to the nucleolus itself. An AgNOR dot is a single dark precipitation
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containing no matrix. Based on these observations, we adopted the criterion of counting a
cluster (a nucleolus) as a single unit, since the counting of individual silver precipitations
within a cluster proved unreliable and somewhat arbitrary.

Examination of cardiomyocytes disclosed that large AgNOR clusters were
more numerous in rats at 16, 19 and 21 prenatal days and 1,5 days postnatally than in
animals at 8, 21 and 60 days after birth. This difference was interpreted as probably related
to a higher proliferative activity of the cells in intrauterine life. At 60 days there was a high
number of dots. This finding was thought to be a likely indicator of new protein synthesis
necessary for the formation of the myofibrillary complex.

On a qualitative basis, the morphological appearance of the clusters was
extremely similar, if not indistinguishable, for the ages 16, 19 and 21 prenatal days and 1,5
days postnatally. The same occurred for animals aged 8, 21 and 60 days postnatally.
However it was possible to distinguish clearly between these two groups on cluster
morphology alone. On the other hand, inside each group quantitative analysis showed
significant differences between all ages.

In some cardiomyocyte nuclei we found three or more AgNORSs on a straight
line, which we designated as the alignment phenomenon. In animals with ages 16, 19 and
21 prenatal days and 1,5 days postnatally the number of such lined up AgNORs was small,
while in those of later ages the phenomenon was observed with higher frequency.

I)iscriminating analysis showed that animals of different ages could be
separated using morphometric data of AgNORs in 79,7 % of cases. For this effect, the
numbers of nuclei with AgNOR alignment has a higher importance than the average
ApNOR counting. Among the variables depending on the size of the AgNORs,
precipitations larger than 2 it are most important,

The high percentage of right results in age discrimination demonstrates that the
technique here described is reliable and reproducible for morphometric evaluation of

AgNORs.
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Nimeros médios das AgNORs da classe < 0,5 um

1 0,36 0,46 0,32 0,11 0,18 0,14 1,03
2 0,47 0,36 0,57 0,23 0,26 0,18 0,90
3 0,41 0,33 0,43 0,40 0,26 0,15 1,13
4 0,28 0,18 0,27 0,30 0,38 0,12 0,76
5 0,38 0,14 0,36 0,41 0,13 0,24 0,64
& 0,19 0,26 0,46 0,40 0,11 0,14 1,60
7 0,28 0,22 0,51 0,51 0,24 0,06 0,85
8 0,38 0,60 0,41 0,49 0,13 0,12 1,05
9 0,39 0,42 0,24 0,30 0,26 0,22 0,98
10 0,41 0,45 0,43 0,36 0,18 0,07 0,81
11 036 0,24 013

12 0.12

Teste de Kruskal-Wallis H = 49.683 com 6 graus de liberdade p<0,001




Teste Dunn

7X6
7X5
7X2
X4
7X1
X3
3X6é
3X5
3X2
3%4
3X1
1X6
X3
1x2
1X4
4X6
4X5
4X2
2X6
2X5
5X6

69.50-10,67=58,83
69,50-21,41=48 09
69,50-38,50=31,00
69,50-39,95=29,55
69,50-41,85=27,65
69,50-47,35=22,15
47,35-10,67=36,68
47,35-21,41=25,94
47,35-38,50-8,85
47,35-39,95=7,40
47,35-41,85-5,50
41,85-10,67=31,18
41,85-21,41-20,44
41,85-38,50=3,35
41,85-39,95-1,90
39,95-10,67=29,29
39.95.21,45-18,55
39 95.38 50=1,45
18,50-10,67-27,83
38,50-21,41=17,09
21,41-10,67=10,74

9,21
9,39
961
9,39
9,61

6,391
5,120
3,224
3,145
2,876

3,985

2,762

3,388

3,264

3,024

8im
$im
sim
stm
nio
eliminado
stm
nio
eliminado
eliminado
eliminado
sim
eliminado
eliminado
eliminado
sim
eliminado
eliminado
1nio
gliminado

eliminado
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Nismeros Médios das AgNORs da classe 0,6 - 1,0 um

1 3,38 3,53 3,40 2,38 2,35 1,99 1,35
2 3,22 2,63 2,99 3,58 1,91 2,51 1,21
3 3,19 3,22 3,15 3,19 1,80 243 1,01
4 2,75 2,95 3,67 4,07 2,38 1,91 1,21
5 3,07 3,60 4,35 4,07 248 1,72 1,60
6 2,97 4,26 3,15 3,60 2,84 1,49 1,14
7 3,53 3,46 3,44 3,30 2,53 1,55 1,06
8 2,50 2,78 4,95 3,91 2,48 1,47 1,42
9 2,79 2,46 3,65 3,16 248 1,58 1,30
16 2,26 3,39 3,86 4,13 2,63 1,58 1,02
it 3,31 2,23 1,39

12 2,38

Teste de Kruskal-Wallis H = 57,779 com 6 graus de liberdade p<0,00]
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Teste Dunn

X7

3Xeé
3X5
3X1
3X2
3X4
4X7
4X.6
4X3
4X1
4X2
2X7
X6
2X$
2X1
1X7
iX6
1X3
sX7
5X6
6X7

59.70-6,20=53,50
59,70-18,20=41,41
50.70-28,64=31,06
59,70-43,70=16,00
59,70-50,90=8,80
§9,70-57,77=1,93
57,77-6,20=51,57
57,77-18,29=39,48
57,77-28,64=29,14
57.77-43,70=14,07
57 77-50,90=6,87
50,90-6,20=44,70
50,90-18,20=32,61
50,90-28,64=22.26
50,90-43,70=7,20
43 70-6,20=37,50
43,70-18,29=25 41
43,70-28,64=15,06
28 64-6,20=22,44
28,64-18,29=10,34
18,29-6,20=12,09

0,62
9,21
9,40
9,62

9,40
8,98
9,17

9,62
9,21
9,40

9,62
9,21

9,40

5.563
4,497
3,306
1,664

5,489
4,398
3,178

4,648
3,542
2,370

3,899
2,760

2,388

sim
sim
sim
ndo
eliminado
eliminado
sim
§im
sim
eliminado
eliminado
sim
5im
nao
eliminado
sim
nio
eliminado
ndo
eliminado

eliminado
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Niimeros médios das AgNORs da classe 1,1 - 1,5 um

1 0,41 0,53 0,59 0,65 0,47 0,29 0,39
2 0,41 0,39 0,66 0,41 0,46 0,20 0,78
3 0,56 0,22 0,47 0,28 0,47 0,19 0,37
4. 0,34 0,15 0,30 0,32 0,45 0,16 0,98
5 0,55 0,26 0,24 0,57 0,30 0,36 0,36
6 0,55 0,08 0,43 0,47 0,49 0,39 0,46
7 0,53 0,08 0,51 0,59 0,43 0,30 0,48
8 0,41 0,54 0,37 0,45 0,30 0,36 0,81
9 0,55 0,46 0,52 0,68 0,28 0,34 0,31
19 0,51 0,34 0,47 0,21 0,30 0,29 0,76
11 0,26 0,31 0,28

i2 0,40

Teste de Kraskal-Wallis H = 22,665 com 6 graus de liberdade p<0,001




Teste Dunn

X6

TX2
7X5
X4
TR
7X1
1X6
1X2
1X5
1X4
1X3
3X6
3X2
3X35
3X4
4X6
4X2
4X3
5X6
X2
2X6

33.50-10,25=34,25
53,50-24,65=28 85
53,50-33,59=19,91
§3,50-41,14=12,36
53,50-44,40=9,10
53,50-49,65=3,85
49,65-19,25=30,40

© 49,65-24,65-23,00

49,65-33,59=16,06
49,65-41,14=8,51
49,65-44 40=5,25
44,40-19,25=25,15
44.40-24,65=19,75
44,40-33,59=10,81
44,40-41,14=3,26
41,14-19,25=21.89
41,14-24,65=16,49
41,14-33,59=7,55
33,59-19,25=14,34
33,59-24,65=8,94
24.65-19,25:5 40

9,21
9,62

9,21

9,21

3,720
3,000

3,302

2,732

sim
nao
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
Sim
eliminado
ehiminado
eliminado
eliminado
ndo
ehminado
¢liminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado
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Niimeros médios das AgNORs da classe 1,6 - 2,0 pm

i 0.12 0,19 0,19 0,10 0,08 0,06 0,57
2 0,09 0,04 0,15 0,07 0,01 0,04 0,58
3 0,23 0,13 0,16 0,08 0,12 0,04 0,52
4 0,18 0,06 0,09 0,10 0,17 0,02 0,51
5 0,22 0,06 0,06 0,14 0,10 0,05 0,43
6 0,17 0,06 0,07 0,21 0,09 0,15 0,44
7 0,17 0,11 0,13 0,17 0,07 0,06 0,47
8 0,19 0,18 0,19 0,10 0,01 0,08 0,48
9 0,12 0,19 0,11 0,16 0,07 0,16 0,53
10 0,35 0,14 0,19 0,06 0,09 0,15 0,47
11 0,08 0,04 0,18

12 0,14

Teste de Kruskal-Wallis H=37,361 com 6 graus de liberdade p<0,001
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Tesie Dunn

TXS
7X6

TX4
7X2
7X3
7X1
1X3
iXé
1X4
1X2
1X3
3X5
3X6
3X4
3xX2
2X8
2X6
2X4
4X5
4X6
6X5

69,50-21,14=48,36
69,50-24,42=45 08
69,50-32,14=37,36
69,50-32,15=37.35
69,50-38,60=30,90
69,50-49,35=20,15
49,35-21,14=28,21
49,35-24,42=24,93
49,35-32,14=1721
49,35-32,15=17,20
49 35-38,60=10,75
38,60-21,1417,46
38 60-24,42=14,18
38,60-32,14=6,46
38.60-32,15=6,45
32,15-21,14=11,01
32,15-24,42=1,73
32,15-32,14=0,01
32,14-21,14=11,00
32,14-24,4257,72
24,32.21,14=3,28

9,39
9,20
9,39
9,61
9,61
9,61
9,35

5,150
4,899
3,979
3,886

3,215,

2,096
3,004

s3im
sim
3131]
sim
sim
ndo
nio
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
ehminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado
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Niimeros médios das AgNORs da classe 2,1 - 2,5 ym

1 0,03 0,03 0,01 0,03 0,00 0,01 0,01
2 0,06 0,07 0,02 0,01 0,00 0,01 0,03
3 0,07 0,03 0,03 0,00 0,05 0,00 0,02
4 0,01 0,02 0,03 0,01 0,02 0,00 0,06
5 0,07 0,02 0,01 0,02 0,03 0,01 0,06
6 0,04 0,02 0,03 0,03 0,01 0,02 0,02
7 0,05 0,02 0,05 0,02 0,01 0,01 0,03
8 0,06 0,02 0,01 0,05 0,03 0,01 0,02
g 0,06 0,09 0,01 0,03 0,01 0,01 0,03
10 0,10 0,04 0,04 0,01 0,01 0,01 0,16
i1 0,01 0,00 0,04

12 0,01

Teste de Kruskal-Wallis H = 28,729 com 6 graus de liberdade p<0,001

2



EEETC DFUanm

iXe6
1X5
1X4
i1X3
1X2
1X7
7X6
7X3
7X4
X3
7X2
2X6
X5
2X4
2X3
3Xé6
3X5
3x4
4X6
4X35
5X6

60.45-19,58=40,87
60,45-25,77=34,68
60,45-30,41=30,04
60.45-36,95=23,50
60,45-47,20=13,25
60,45-47,60=12,85
47.60-19,58=28 02
47 60-25,77=21,83
47,60-30,41=17,19
47,60-36,95=10,65
47 ,60-47,20=0,40
47,20-19,58=27,62
47,20-25,77=21,43
47,20-30,41=16,79
47.20-36,95=10,25
36,95-19,58=17,37
36,95-25,77=11,18
36,95-30,41=6,54
30,.41-19,58=10,83
30.41-25,77=4,64
25,77-19,58=6,19

9,16
935
9,35
9,57

9,16
9,35

9,16

4,461
3,710
3212
2,456

3,059
2,335

3,015

sim
sim
sim
ndo
eliminado
eliminado
sim
nio
eliminado
eliminado
eliminado
néo
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado
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Nitmeros médios das AgNORSs da classe 2,6 - 3,0 pm

1 0,01 0,03 0,02 0,00 0,01 0,01 0,08
2 0,03 0,02 0,02 0,00 0,01 0,01 0,12
3 0,05 0,01 0,02 0,00 0,01 0,00 0,15
4 0,02 0,03 0,01 0,00 0,01 0,00 0,08
5 0,03 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,11
& 0,03 0,05 0,03 0,01 0,00 0,02 0,13
7 0,03 0,02 0,01 0,02 0,00 0,00 0,07
8 0,02 0,04 0,00 0,00 0,00 0,01 0,05
9 0,04 0,06 0,00 0,01 0,01 0,01 0,13
16 0,09 0,06 0,01 0,01 0,01 0,01 0,13
11 0,01 0,00 0,01

12 0,00

Teste de Kruskal-Wallis H = 48.957 com 6 graus de liberdade p<0,001

Anexa 94



Teste Duna

X5
TX6
TX4
7X3
7X2
7X1
1X5
1X6
1X4
1X3
1Xx2
2ZX35
2X6
2X4
2X3
3Xs
IX6
3X4
4X5
4X6
6X3

68.80-19,01=48 89
68,80-22,79=46,01
68 80-23,05=45,75
68,80-32,20+36,60
68,80-48,75=20,05
68,80-53,15=15,63
53,15-19,91=33,24
53,15.22,79=30,36
53.15-23,05=30,10
53,15-32,20=20,95
53,15-48,75=4,40
48,75-19,91=28 84
48,75-22,79=25,96
4875-23,05=25,70
48,75-32,20=16,55
32,20-19,91=12,29
32,20-22,79=9,41
32,20-23,05=9,15
23,05-19,91=3,14
23,05-22,79=0,25
22,79-19,91=2,88

9,28
9,10
9,28
9,50
8,50

9.28
9,10
9,28
9 50

9,28
9,10

9,28

5,268
5,058
4,930
3,853
2,111

3,581
3,338
3,244
2,203

3,107
2,854

1,324

sim
sim
sim
sim
nio
eliminado
stm
sim
simn
nao
eliminado
sim
nio
eliminado
eliminado
nao
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado
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T v oot os deass A.gu{)ns da clasee g.,t L 3,5 o

i 0.02 0,00 0,01 0.01 0,01 0,00 0,02
2 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02
3 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,04
4 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,01 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00

12 0,00

Teste de Kruskal-Wallis H = 10,640 com 6 graus de liberdade p<0,001
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Teste Dunn

1X6
iX4
1X3
1X5
1X7
1X2
2X6
2X4
2x3
2X8
2X7
7X6
7X4
7X3
7X5
5X6
5x4
5X3
3X6
3Ix4
4X6

54,75-28,00=26,75
$4,75-30,95=23,80
54.75-31,25=23,50
54,75-36,86=17,89
54.75-41,05=13,70
54,75-42,25=12,50
42,25-28,00=14,25
42,25-30,95=11,30
42,25-31,25=11,00
42,25-36,86=5,39
4225-41,05=1,20
41,05-28,00=13,05
41,05-30,95=10,10
41,05-31,25=9,80
41,05-36,86=4,19
36,86-28,00=8,86
36,86-30,95=5,91
36.86-31,25=5,61
31,25-28,00=3,25
31,25-30,95=0,30
30,95-28,00=2,95

néo

eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
ehiminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado




amerns médios das AENOR: da asse > 3.8 um

¥ 0,02 0,05 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02
2 0,03 0,03 0,02 0,01 0,01 0,00 0,02
3 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
4 0,02 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,01
5 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
6 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
7 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
8 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
9 0,01 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06
19 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00

12 0,00

Teste de Kruskal-Wallis H = 31,586 com 6 graus de liberdade p<0,001




Teste Dunn

1X6
X4
1X5
1X3
1X2
1X7
7X6
7X4
X8
7X3
7X2
2X6
X4
2X5
2X3
3X6
3X4
3X5
5X6
5X4
4X6

63.00-22.21=41.69
63,90-24,82=39,08
63,90-29,64=34,26
63,00-34,15=29,75
63,90-40,20=23,70
63.90-52,70=11,20
52.70-22,21=30,49
52,70-24,82=27,88
52,70-29,64=23,06
52,70-34,15=18,55
52,70-40,20=12,50
40,20-22,21=17,99
40,20-24,82-1538
40,20-29,64=10,56
40,20-34,15=6,05
34,15.22.21=11,94
34,1524 82=9 33
34,15-29,64=4,51
20,64-22,21=7,43
29,64-24 824,82
24.82-22.21-2,61

9,24
9,43
9,43
9,65
9,65

9,24
9,43

9,24

4.510
4,143
3,633
3,081
2,455

3,299
2,956

1,946

sim
sim
stm
sim
nao
eliminado
sim
ndo
eliminado
eliminado
eliminado
nao
eliminado
eliminado
eliminado
eliminado
gliminado
eliminado
eliminado
eliminado

eliminado
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