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A estrutura descrita por Fontana em 1781 como "une tache” passou a ser
definitivamente chamada de nucléolo por Valentin em 1856. Em 1852 Leydig descreveu
vacuolos dentro do nucléolo de ova de Synapta digitata sendo o primeiro, entdo, a

observar a complexidade desta estrutura (Schwarzacher, et al, 1983).

O nucléolo & uma estrutura visivel em interfase, formada pela a¢cdo dos genes
presentes nas regides organizadoras de nucléolo (NORs). (Schwarzacher, et al, 1983).
Tem como principal fungdo a sintese e processamento do RNA ribossomal. Estudos
bioquimicos mostram que, na formagao de ribossomos, inicialmente & transcrita uma
molécula de RNA 458. Em seguida esta sofre metilagao, liga-se as proteinas nucleares
especificas e, apds clivagens sucessivas, da origem as ';noléculas finais de 18S e 288S.

(Goessens, 1984).

Essa organela nuclear possui componentes estruturais que se diferenciam por

propriedades de coloragdo e caracteristicas ultraestruturais:

a) CENTROS FIBRILARES: a microscopia eletrénica sdo regides de densidade
moderada, circundadas pelo componente fibrilar & que contém DNA. enzimas
como RNA polimerase |, topoisomerase, proteinas C23 e B23. Sao varidveis em

tamanho e forma e, geralmente nas células animais, tém aspecto homogéneo:

b) COMPONENTE FIBRILAR: consiste de material denso, composto por fibrilas de
cerca de 4nm de diametro associadas ao centro fibrilar sugerindo, desse modo,
uma estreita relagdo funcional entre esses dois componentes. Também contém

DNA e € o local de sintese do pré-RNA ribossomal (rRNA);

c) COMPONENTE GRANULAR: é formado por grénulos de aproximadamente 15nm
de didmetro que parecem ser pré-ribossomos. Os mesmos s&o formados proximo
ao componente fibrilar e posteriormente liberados como particulas pré-ribossomais

e, por fim, transportados ao citoplasma como sub-unidades ribossomais;



d) INTERSTICIO NUCLEOLAR: contém dreas esféricas de baixa densidade &
microscopia eletronica e que circundam a massa nucleolar. Parecem funcionar

como local de estoque e transporte dos precursores ribossomais;

e) CROMATINA ASSOCIADA AO NUCLEOLO: separa o corpo nucleolar do
nucleoplasma e é conectada com aglomerados de cromatina intranucleolar. A estrutura
do DNA nucleolar foi estudada em cortes finos de hepatéeitos de ratos (Derenzini et al,
1983), e observou-se a presenga de aglomerados frouxos de DNA, descondensados.
Essa cromatina descondensada, caracteristica do nucléolo, foi detectada em regies

correspondentes aos centro e componente fibrilares.

No nucléolo humano cerca de 400 genes ribossomais estio presentes. Aqueles
transcricionalmente ativos aparecem como unidades de transcricdo repetidas e
separadas por espagos que ndo s&o transcritos. A unidade de franscricdo tem a forma
de uma arvore na qual, o tronco, é representado por um gene que & transcrito por uma
grande quantidade de RNA polimerase | a0 mesmo tempo. As ramificacGes da arvore
representam moléculas precursoras de rRNA em diferentes fases de formagéo
{(unidade 45S que é processada em unidades 18S e 285). Estas moléculas de rRNA
associam-se, rapidamente, as proteinas ribossomais e constituem 0s complexos de

ribonucleoproteinas fibrilares (Crocker, 1990; Derenzini et Pioton, 1981).

A organizagéo estrutural dos componentes nucleolares & varidvel e depende do
tipo de célula e da atividade funcional da mesma. Tém sido descritos trés tipos de
nucléolo de acordo com a distribuicdo de seus componentes (Schwarzacher et al,

1983, Goessens, 1984, Hernandez-Verdun, 1986}

a) nucléolo em forma de circulo que possui um Unico centro fibrilar grande e
circundado por uma borda de ribonucleoproteinas de fibrilas e granulos. Possui

baixa atividade de transcricso.



b} nucléolo tipo nucleolema no qual as ribonucleoproteinas fibrilar e granular
constituem fios entrelagados e numerosos centros fibrilares, pequenos, que estdo

espalhados no corpo nucleolar. Indica o inicio da atividade transcricional,

¢} nucléolo compacto, no qual fibrilas e granulos estao separados e o componente
fibritar predomina. Os centros fibrilares sdo grandes e em pequena quantidade,
circundados pelo componente fibrilar que esta completamente envolvido pelo
componente granular. Tem grande atividade, tendo alcangado um equilibrio de

transcrigéo dos precursores do rRNA, processamento e transporte ao citoplasma.

O numero, tamanho e forma do nucléolo variam em fungdo do organismo, tipo
celular e estado funcional da célula. Durante a interfase, em células humanas, o
numero de nucléolos varia de acordo com a fase do ciclo celular em que essas células
se encontram (Goessens, 1984). No fim da mitose e inicio de G1 eles sdo numerosos e
v8o, gradativamente, se fundindo até o comego da fase S, onde existe um $6 nucléolo
por célula. Ja o volume nucleolar dobra durante a interfase sendo que todos os seus
componentes participam deste aumento. No entanto, nucléolos de varios tipos
celulares diferem com relagdo & &rea ocupada por cada componente nucleolar.
Segundo Jordan e McGovern (1981), o nimero de centros fibrilares & dependente do
nivel de atividade celular. Observaram que em fibroblastos humanos, mantidos em
cultura, o numero de centros fibrilares aumenta conforme aumenta a atividade celular
(estimulo & proliferagdo), e o volume dos mesmos diminui. Este fato indica uma
possivel fuséo de centros fibrilares, quando a célula ests inativa. Na mitose, a sintese
de DNA cessa ou decresce a valores minimos, s6 se reiniciando em fases tardias da
teléfase. Isso explica o desaparecimento do nucléolo na préfase e seu reaparecimento
na teldfase em células filhas. Durante a préfase ha desaparecimento do componente
fibrilar, com dispers&o do componente granular, o que dificulta sua deteccio durante a

metafase e a anafase. Seu reaparecimento, na teidfase, da-se em regides especificas



dos cromossomos, usualmente relacionadas as constricgdes secundarias. [nicialmente
reaparece o centro fibrilar em contacto com o componente fibrilar e, mais tardiamente,

o componente granular. (Goessens, 1984).

Tem sido demonstrado que as regides organizadoras de nuciéolo - NORs - sdo
os sitios em torno dos quais o nucléolo se desenvolve ao fim da mitose (Babuk et al,
1985). Portanto essas regides sdo de importancia central na regulagdo da sintese de
proteinas das células (Goessens, 1984; Smith et al, 1988: Ruschoff et al, 1989). Por
meio de técnicas de hibridizagdo "in situ" com DNA ribossomal marcado, mostrou-se
que as NORs s&o algas de DNA responsaveis pela transcricdo do rRNA com
consequente formacao de ribossomos e, finalmente, proteinas. Na metéfase, as NOR
localizam-se nas chamadas constricgdes secundérias dos cromossomaos acrocéntricos
humanos (pares numero 13, 14, 15, 21 e 22). {Reeves et al, 1982; Crocker, 1990;

Derenzini et Ploton, 1991).

As regibes organizadoras de nucléolo caracterizam-se pela presenca de
proteinas &cidas, ndo histonas, entre as quais destacam-se, por sua importancia, a
RNA polimerase 1, proteinas €23 e B23. A nucleolina, originalmente chamada de
proteina C23 é uma das mais investigadas e conhecidas. Sendo considerada a
princi.pal e mais especifica dentre a proteinas nucleolares, localiza-se no componente
fibrilar na interfase, e nas constricgdes secunddrias dos cromossomos acroceéntricos
(NORs), em metéfase (Hernandez-Verdun, 1983; Jordan, 1987). Encontra-se
intimamente associada &s unidades pré-ribossomais 60S e 80S e tem sido encontrada
em espagos nao transcritos de DNA, em fragmentos préximos ao sitio de inicio de
transcricd0. A nucleolina participa diretamente da organizacdo da regigo fibrilar e

possui trés regides distintas detectadas apds sequenciamento (Crocker, 1990):

a) um N terminal que pode ser essencial para remover histonas H1 da cromatina

condensada, preparandoe-a para transcrigio;



b) uma regido central que se liga ao RNA e;
C) umaregido N terminal;

Tem-se sugerido que a nucleolina esté envolvida na selegéio e controle da RNA

polimerase | {Jordan, 1987).

A proteina B23 é uma fosfoproteina, como a nucleolina, porém com uma
localizagdo mais difusa dentro do nucléolo. Embora pareca estar associada ao RNA,

nao tem seu papel ainda definido.

A RNA polimerase | é a enzima responsavel pela transcricdo dos genes
ribossomais. Segundo Derenzini et Ploton (1991), localiza-se no centro fibrilar e, em -
menor quantidade, no componente fibrilar, Tem sido detectada nas porgdes transcritas

e estd ausente nas ndo-transcritas da unidade de transcrico (Goessens, 1984).

Uma propriedade importante dessas proteinas é sua grande afinidade pela prata
evidenciando, deste modo, as NORs e por essa razio sdo chamadas de proteinas
AgNOR. A reagZo de AgNOR foi descrita inicialmente por Goodpasture e Bloom em
1975 e por Howell et al no mesmo ano. A técnica utilizava uma coloragdo em trés
etapas e mestrava uma concordancia entre os sitios detectados por hibridizagéo e
aqueles impregnados pela prata. Howell e Black (1980), modificaram o método de
coloragé@o reduzindo-0 & uma etapa, a temperatura de 60°C, mostrando resultados mais
reprodutiveis. Mais recentemente, Ploton et al (1986) aprimdraram a téecnica, utilizando
temperaturas mais baixas (20°C). Vérios estudos relacionados a quimica das reagdes
AgNOR tém demonstrado que, tanto os grupos carboxil como os sulfidril dessas
proteinas, s&o essenciais para a coloragio pela prata. O significado funcional desses
grupos ainda € incerto, embora a flexibilidade da estrutura terciaria das proteinas,

associadas as NOR, seja dada pelos grupos sulfidril. (Croker, 1990).



Embora a técnica de AgNOR seja rapida e de facil realizagdo, alguns fatores
comao fixadores (principalmente acido acético ou acetona), pH, tempo e temperatura
(tempo maior e temperaturas mais baixas), sdo importantes para se obter uma boa
visualizag&o das NORs. (Ploton et al, 1986: Smith et al, 1988; Derenzini et Ploton,
1991). Sabe-se que os padrdes morfolégicos, obtidos pela coloragdo pela prata, estio
relacionados & fase do ciclo celular. Trés tipos principais podem ser descritos tanto nas

células normais, quanto nas neoplésicas (Crocker et al, 1989):

a) AgNORs completamente compactadas formando uma estrutura argirofilica Unica,
caracteristica de células que n&o estdo em proliferacdo. Sdo geralmente encontradas

em linfocitos em repouso e correspondem ao nucléolo.

b) Grupos de AgNOR envolvidos por uma matriz clara, chamados de “clusters”,
frequentemente presentes em células em proliferag@o. Podem ser visualizados dentro

do nucléolo.

c) Pontos: s&o pequencs AgGNOR espalhados no nucleoplasma.

Estes padrdes s&o bem visualizados em preparagdes citolégicas, mas também

podem ser detectados, com facilidade, em cortes histolégicos.

A técnica de coloragdo pela prata demonstra de maneira indireta, porém com
grande reprodutibilidade e especificidade, as NORs. Sabemos que, dependendo da
fase do ciclo celular em que a célula se encontra, o namero, bem como o tamanho dos
centros fibrilares varia. (Vagner-Capodano et al, 1984; Derenzini et al 1987). Desse
modo, torna-se importante, para se estabelecer a atividade das NORs, bem como o seu
comportamente durante o ciclo celular, a localizacdo dessas proteinas (AgNOR) em

nivel uftraestrutural (Goessens, 1984).

Durante a mitose, estudos realizados demonstram que: (Goessens, 1984)



a) na profase, ha uma diminuigdo gradual do tamanho nucléolo acompanhada pelo
desaparecimento do componente fibrilar e dispersdo do componente granular, A
auséncia do componente fibrilar pode indicar, morfologicamente, parada de

sintese do RNA,

b) durante a metéfase e anafase, o material nucleolar é dificil de ser visualizado;
Podem ser detectadas pequenas quantidades do material remanescente do
nucléolo em desagregagéo, sobre os cromossomos (na metafase) e na periferia

dos mesmos (na anafase).

c) durante a teléfase, o nucléolo reaparece em locais especificos, geralmente
proximos as constriccoes secundérias dos cromossomos  acrocéntricos.

Caracteriza-se pela nucleologénese e inicio da sintese de RNA.

Na interfase, as proteinas AgNOR localizam-se no centro fibrilar e, em menor
quantidade no componente fibrilar (Hernandez-Verdun, 1983). Experimentos
realizados com linfécitos humanos circulantes mostram que, quando a célula estj em
repouso (Go), somente uma NOR ¢ visivel na interfase. ApGs estimulagao com
fitohemagiutinina, os linfécitos iniciam o ciclo celular, aumentando a atividade de
transcricdo e o numero de NORs (Arrighi et al, 1980; Schwarzacher et al, 1983;
Derenzini et al, 1987); porém este aumento ocorre antes do inicio da sintese de DNA
(Derenzini et al, 1987). Para se investigar a relagso entre sintese de rRNA e as
proteinas AgNOR, antes do inicio da sintese de DNA, Pession et al (1991) estudaram
hepatocitos de ratos estimlados com cortisol, e pds hepatectomia. Observaram que, em
hepatdcitos de ratos estimulados com cortisol, a sintese de rRNA aumenta 1,7 vezes
em relacdo ao controle normal; porém, a quantidade de NORs interfasicas nao revela
diferenca significativa entre esses dois grupos. Por outro lado, analisando-se
hepatdcitos em regeneragio observa-se que, apds 12 horas de regeneragao, o numero

de NORs interfasicas é 1,75 vezes maior do que em hepatécitos estimulados por



cortisol e, embora a aumentada, a sintese de rRNA nao atinge valores semelhantes
agueles dos hepatocitos estimulados por cortisol. A injecio de ciclohexemida em ratos
pds hepatectomia, previniu o aumento das AgNORSs néo alterando, porém, o estimulo a
sintese de rRNA. Esses fatos indicam que o numero de AgNORs interfasicas ndo esta
relacionado & atividade de franscrigdo do rRNA e podem sugerir um papel mais
estrutural do que funcional para estas proteinas recém-sintetizadas (Wachtler et al,

1986; Pession et al, 1991).

Apos a identificagdio do centro e componente fibrilares como os correspondentes
interfasicos das NORs metafésicas, varios trabalhos foram realizados com o objetivo dé
se verificar a correlagdo numeérica entre NORs interfdsicas e metafasicas. Com essa
finalidade, Vagner-Capodano et al (1984) analisaram o nimero de AGQNORs em cultura
de células de tiredide porcina interfasicas, comparando-o com o nUmero de NORs
metafasicas (reveladas por hibridizagdo por DNA in situ e por impregnacéo pela prata).
Demonstraram que, apoés 5 horas de cultura, o nimero de NORs interfésicas variava de
1 a 2 por nucléolo, tendo a maioria dos nticleos 2 NORs interfasicas, distribuidas em 1
ou 2 nucléolos. Este numero ndo excedeu o das NORs metafasicas (méximo de 4).
Apds 5 dias de cultura, e administragéo de tireotrofina 0 nimero de NORs metafasicas
aumentou respectivamente para 5,9 e 7,5. Estes dados podem indicar que ha auséncia
de relag&@o numeérica entre NORs interfésicas e metafésicas e, principalmente, revelam
que durante a interfase uma NOR metafasica pode estar distribuida em varias NORs

interfasicas.

Para se estudar a correlagdo entre a taxa de duplicacdo celular e as NORs
foram usadas culturas de duas linhagens de células de neuroblastoma. Quando ndo se
acrescentava soro a estas células, elas diminuiam sua atividade proliferativa, e, ao
mesmo tempo, havia uma redugdo numérica progressiva das NORs interfasicas. Ao se

acrescentar o0 soro a cultura, a proliferagéo celular aumentava e, paralelamente, o



numero de NORs interfasicas. Embora estas células apresentassem niveis
semelhantes de sintese de rRNA, a linhagem que proliferou mais rapidamente
apresentou quantidade significativamente maior de NORs. (Derenzini et al, 1989).
Esses resultados podem indicar que a quantidade de NORs interfisicas esta

correlacionada com a taxa de duplicacéo das células.

Vérios estudos comparam dados de AgNOr em interfase e os de cinética celutar
obtidos por citometria de fluxo ou imunorreatividade ao Ki-67. Ki-67 & um anticorpo
monoclonal que evidencia um componente fibrilar do nucléolo (Soomro et al, 1990) e
presente somente nas células em proliferacdo. Estes trabalhos tém demonstrado uma
boa correlagdo em neoplasias de pulmdo (Soomro et al, 1990), tumores de mama,
tiredide, figado e cdlon (Trere et al, 1991), entre as NORs e a taxa de proliferacdo
celular medida por Ki-67. Os dados acima citados indicam que a quantidade de NORs

interfasicas pode estar relacionada a taxa de proliferag@o celular.

Tem-se demonstrado que a andlise quantitativa das AGNOR & parametro Util no
estudo de tumores, objetivando a distingéo entre neoplasias benignas e malignas bem
como lesdes pré-cancerosas (Croker, 1990). Para se confirmar sua utilidade nessa
érea, numerosos trabalhos comparam esta técnica com outras ja& conhecidas e que,
sabidamente, servem como pardmetro de proliferacdo celular. Em 27 lesdes tumorais
humanas de origens diferentes, as &reas de AgNOR foram comparadas com a
imunorreatividade ao Ki-67 e incorporagio de Bromodeoxiuridina (BrdU). Os resultados
indicam que os valores de AgNOR estdo relacionados de maneira linear a ambos,
demonstrando claramente que a area corada pela prata esta estreitamente relacionada
ao tempo de duplicagdo celular, (Trére et al, 1991), ou seja, quando comparada com a
analise de DNA por citometria de fluxo em linfomas nao Hodgkin, a técnica de AgNOR
também demonstrou boa correlago de resultados, sendo considerada de valor

equivalente @ mesma (Crocker et al, 1988).
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Recentemente a técnica tem sido amplamente utilizada pelos morfologistas
visando, principalmente, a diferenciagdo entre tumores benignos e malignos mas
também para estadiamento e prognéstico dos mesmos. Deste modo foram estudados
tumores de mama (Smith et Crocker, 1988: Ohri et al, 1988), tumores cutineos
(Crocker et Skilbeck, 1987; Egan et Crocker, 1988; Kanitakis et al, 1991), géstricos
(Suarez et al, 1989), toracicos (Crocker et al, 1987, Crocker et al, 1988), entre outros.
Aparentemente existe correlagdo entre o nimero de AQNORs por célula e o grau de
malignidade dos tumores, desde que este esteja correlacionado & intensidade de
proliferagé&o celular. (Crocker et Nar, 1987: Crocker et Egan, 1988; Egan et al, 1988;
Hall et al, 1988, Ohri et al, 1988; Derenzini et Ploton, 1991; Kanitakis et al, 1991; Egan
et Crocker, 1992).

Em Hematologia, alguns trabalhos tém sido feitos com o objetivo de se
estabelecer o padrao de AQNOR em medula 6ssea normal (Smetana et Livovsky, 1984;
Arden et al, 1989; Nikicicz et al, 1990; Grotto et al, 1991 ). Observou-se que a maioria
dos tipos celulares foram reconhecidos faciimente pelos critérios usuais: tamanho e
forma da célula e do nucleo, presenga de granulos citopiasmaticos e tamanho do
citoptasma. Contando-se diferencialmente "clusters" e pontos, cada célula apresenta
seu padréo caracteristico de AGNOR, sendo que as imaturas contém maior quantidade
de "clusters”. Com o processo de maturagdo ha diminuic&o do numero dos mesmos,
com aumento do ndmero de pontos na célula com capacidade proliferativa.
Mieloblastos e promielécitos apresentam “clusters” grandes, onde varias NORs podem
ser frequentemente individualizadas. Mieldcitos apresentam '"clusters” menores,
enquanto metamieldcitos/ bastdes/ neutréfilos segmentados possuem um numero
pequeno de pontos, com média de um por célula nestes Ultimes. Na série eritroblastica
a distribuicao de "clusters” e pontos tem padrdo semelhante a da série granulocitica,
com numero e tamanho maiores de "clusters" em pronormoblastos que decrescem a

medida que a célula se torna mais madura, até estarem ausentes em normoblastos
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ortocromaticos. O ndmero de pontos, por outro lado, atinge o seu maximo nos
eritroblastos policromatéfilos, e depois decresce paralelamente a maturagdo celular
(hemoglobinogénese). (Grotto et al, 1991). Os megacaridcitos apresentam numerosos
AgNORs espalhados pelo ntcleo refletindo, provavelmente, o estado polipldide dos
mesmos. Os linfécitos e plasmaécitos mostram, geralmente, um unico AGNOR compacto
(Grofto et al, 1991). Segundo Nikicicz et al (1990) uma caracteristica que distingue os
precursores eritréides € a presenca, nos mesmos, de "clusters" grandes e irreguiares

que ndo s&o observados na linhagem mieldide.

Dentre as neoplasias hematoldgicas, os linfomas tém sido 08 mais analisados
com relagéo aos padrées morfoldgicos das AgNORs. A classificagcdo dos linfomas usa
medidas de proliferagdo celular, onde o progndstico é estreitamente relacionado a
estes pardmetros. Por esta razé'o, hé grande interesse no estudo das caracteristicas
que a técnica de AGNOR pode oferecer. Crocker et al (1985), estudando 75 casos de
linfomas n&o-Hodgkin de baixo e alto graus de malignidade, segundo a classificacdo de
Kiel, observaram que a técnica é potencialmente dtil para a distingdo dos mesmos,
mostrando boa correlagio entre a drea de AgNOR e o grau de malignidade. De acordo
com Crocker et Nar (1987), os de baixo grau possuem quantidade significativamente

menor das mesmas.

Poucos trabalhos tém sido realizados em leucemias agudas usando células em
interfase. Mamaev et al (1987), encontraram resultados semelhantes entre os grupos
de leucemias linféides e n3o linfdides agudas e observaram grande heterogeneidade
nos mesmos. Grotto et al (1993) observaram diferenca entre o nimero de "clusters" de
mieloblastos normais e os de leucemias agudas linféide e n&o-linféide, sendo os
leucémicos significativamente menores em nimero do que os controles normais; porém
ndo observaram diferenca entre os dois grupos de leucemias. Nakamura et al (1992),

analisando AgNORs em leucemias agudas, também nao observaram diferenca
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estatisticamente significativa entre as linféides e né&o-linféides. No entanto,
comparando a contagem de AgNOR de células leucémicas em sangue periférico e
medula dssea obtiveram nlmero maior na Ultima, o que poderia indicar um maior
potencial proiiferativo da medula. Entretanto ndo encontraram correlagao significativa
entre o numero de AgNOR e BrdU em células leucémicas de 18 pacientes com

leucemia linféide aguda analisados.

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Leucemia mielSide cronica & neoplasia hematoldgica caracterizada por mutagao
somatica no precursor pluripotencial envolvendo as linhagens mieldide, eritrdide,
megacariocitica e, algumas vezes, linféide B, com consequente acimulo de células
mieldides e seus precursores. Tem caracteristica clonal demonstrada por estudo de
sistemas de polimorfismo genético, em pacientes heterozigotos para deficiéncia de

G6PD e adenilato-quinase e que também eram portadores de LMC. (Dreazen et al,
1988}.

Clinica e laboratorialmente caracteriza-se por inicio insidioso com
esplenomegalia progressiva, anemia geralmente discreta e leucocitose as custas de
aumento de neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos. O nimero de plaquetas pode estar
normal, aumentado ou diminuido. A faixa etaria mais comum de aparecimento da
doenga € em torno de 50 anos, sem apresentar preferéncia por sexo. (Silver et al,

1986).

A fase inicial ou crénica, considerada "benigna”, dura em média 36 meses.
Nesta fase a populagdo de granuldcitos funciona como tumor "benigno” com
proliferagdo incontrolada, porém com maturagéo e fungdo aproximadamente normais. A

populagdo eritréide parece ser normal (Sokal et al, 1988). Tem-se sugerido que o
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defeito bioldgico primédrioc é uma maturagdo discordante, e ndo uma proliferacdo
descontrolada das células (Silver, 1990, Fokas et al, 1981). Como consequéncia, ha
demora na maturagdo celular, dentro do compartimento mieldide, o que resulta no
aumento do numero de granulocitos. (acumulagéo celular). Além disso, as células
parecem ter sobrevida maior que as normais (Strife et al, 1988; Silver, 1990). Sabe-se
gue as celulas da fase cronica da LMC ndo s&o completamente autdnomas, parecendo
estar submetidas a algum controle regulatério (Silver, 1990). Usando C14 foram
realizadas algumas anélises para se estudar a taxa de proliferagdo celular em vérios
compartimentos da eritropoiese e granulopoiese. Observou-se que a produgdo de
precursores granulociticos na fase cronica é normal, n3o mostrando diferengas
significativas com células normais quanto & proliferagéo e diferenciagdc (Andreef,
1986). O indice de marcag&o de C14 de mieloblastos em LMC, quando o nimero de
leucdcitos permanece em torno de 20.000/mm3, é semelhante ao normal; porém,
mostra-se significativamente menor quando a contagem total de leucdcitos é maior que
40.000/mm3. Ja nos mieldcitos o indice de marcagdo néo se altera com a mudanca do
numero de leucdeitos. Conclui-se, a partir desses estudos, que a proliferacdo dos
mieloblastos é sensivel ao tamanho do compartimento mieldide. (Stryckmans et al,

1976).

O segundo estagio, ou fase acelerada, apresenta alguns sinais de progressao
da doenga sem, no entanto, preencher os critérios de crise blastica. E um grupo
bastante heterogéneo onde pode haver tanto o desenvolvimento répido de uma crise
blastica, como também um curso mais arrastado da doenca e até um controle da
mesma com quimioterapia. Caracteriza-se por aparecimento de febre, dores dsseas,
emagrecimento, aumento progressivo do bago e do numero de leucdcitos,
principalmente bascfilos e desenvolvimento efou agravamento de anemia efou

trombocitopenia. (Sokal et al 1988).
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A crise blastica caracteriza-se pela presenca de mais de 20% de blastos em
sangue periférico ou 30% em medula 6ssea ou, ainda, blastos e promielécitos em
porcentagem maior que 30% em sangue periférico e maior que 50% em medula dssea.
A média de sobrevida apés o inicio da mesma & em torno de 3 meses sendo que, em
30% dos casos, elas sdo de origem linfoide, geralmente de linfécitos B. (Sokal et al
1988). Em alguns casos fica evidente a capacidade de auto-amplificagdo dos
mieloblastos (Andreef, 1986) fato este de acordo com observacdes de aumento de
celulas em fase S na transformac&o blastica, quando comparada com a fase crénica.

(Andreef, 1986).

Um achado constante (95%) na LMC é o cromossomo Filadelfia - Ph1 - que é
um cromossomo 22 menor, consequente a uma translocagdo reciproca entre os
cromossomos 9 e 22 £(9,22) (Dreazen et al, 1988). Além desta translocacdo classica,
podemos encontrar transtocagbes complexas envolvendo trés ou mais Cromossomos,
sendo que alguns destes casos podem ser classificados, erroneamente, como Ph1
negativo (Silver 1990). Sabe-se que o cromossomo 9 estd envolvido em todos os tipos
de translocagdo detectadas na LMC. O gene do cromossomo 9 envolvido na
translocagao € o c-abl (um proto-oncogene), e no cromossomo 22, o ber com funcéo
ainda desconhecida. Desta fus&o resulta a produgéo de uma proteina de 210 KD e com
atividade tirosina-quinase, semelhante a proteina viral da leucemia murina causada
pelo virus Abelson. Atualmente, sabe-se que esta proteina pode induzir transformagcao
nas células hematopoiéticas normais (ou pré-leucémicas), dando origem a LMC
(Hughes et al, 1991). Embora a translocagdo c-abl tenha um papel fundamental na
patogénese da leucemia mieldide cronica, ela ndo parece ser a Unica alteracdo
responsavel pela transformagdo maligna das células hematopoiéticas, que ocorre na

LMC (Cannistra, 1990).

Trabalhos ja foram realizados usando-se a técnica de AGQNOR nas varias fases
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de evolugéo da LMC, porém todos eles analisando células em metafase. Reeves et al
(1982), estudando 4 casos de LMC (sendo 3 em fase cronica e 1 em fase blastica)
observaram que cerca de 50% das meiéfases ndo se coravam. A média de
AgNOR/metafase mostrou-se semelhante aquela dos controles normais na fase
crénica. No Unico paciente analisado em fase bléstica, observaram maior porcentagem
de metafases coradas e uma média maior de AGQNOR/metéfase. Mamaev et a (1985)
analisando 21 pacientes portadores de LMC, sendo 14 em fase crénica e 7 em fase
blastica observaram resultados semelhantes aos acima citados, 0 mesmo acontecendo
com Sato et al (1986) ao estudar AQNOR em 14 casos de LMC na fase crénica e 6 em
crise blastica. Arden et al (1989) também obtiveram resultados semelhantes aos ja
descritos embora tenham observado que a quantidade de metafases coradas, bem

como o numero de AgNOR/metafase, foi maior nos pacientes em crise blastica,

O unico estudo realizado em pacientes portadores de LMC em interfase
descreve o padréo de AgNOR obtido nos vérios estagios de maturagdo das células
sem, no entanto, mostrar se existe correlacdo das mesmas com as correspondentes

normais e com a doenga em fase blastica (Mamaev, et al, 1985).

Em vista do exposto e considerando-se a grande escassez de dados com
relagdo & analise de AgNORSs interfésicas em Leucemia Mieldide Cronica, resolvemos

conduzir o presente trabalho.
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2)

3)

4)

O presente trabalho tem por objetivos:

Estabelecer a correlagéo entre as AgNORs das vérias células da linhagem
granulocitica do Sangue Periférico e Medula Ossea de pacientes portadores de

Leucemia Mieldide Crénica.

Investigar o nimero de AgNOR nos elementos da série granulocitica de pacientes

com LMC e compara-los com seus correspondentes normais.

Comparar o nimero de AgNORs em pacientes com LMC ao diagnédstico e em

"recaida", apoés tratamento.

Comparar o nimero de AgNORSs obtido em céiulas bldsticas de LMC fase crénica

e fase blastica entre si, e com seus correspondentes normais.
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CASUISTICA

Foram estudados pacientes portadores de Leucemia Mieldide Crénica vistos no

Servigo de Hematologia e Hemoterapia do Hemocentro da Unicamp.

a) CASOS CONTROLE: foram analisados os esfregacos de medula dssea de 20
pacientes que nao apresentaram anormalidades morfolégicas das células
hemopoieticas ao exame. Foram usados casos de pacientes que haviam sido
submetidos a uma pung@o medular para estadiamento de linfoma, casos de

purpura trombocitopénica idiopética e casos de hiperesplenismo.
b) Pacientes com Leucemia Mieldide Crdnica :

b1) sangue periférico de 43 pacientes portadores de Leucemia Mieléide Cronica
na fase cronica sendo 24 ao diagndstico (sem tratamento) e 19 na "recaida"

da fase cronica apds uso de busulfan. (apéndices 1 e 2, respectivamente).

b2) 15 medulas dsseas sendo 13 dos 24 pacientes com Leucemia Mieldide
Cronica em fase cronica ao diagndstico e 2 sem sangue periférico

correspondente.

b3) sangue periférico de 16 pacientes com Leucemia Mieldide Crénica em crise

blastica.

As amostras de sangue periférico e medula éssea do mesmo paciente, em fase

cronica, foram colhidas na mesma época.
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METODOS

1) HEMOGRAMA: realizadas as contagens globais: hematimetria, leucdcitos e
plaquetas em contadores eletrénicos Coulter T890 e Cell DYN 1.300. A analise
diferencial de leucécitos e a morfologia das varias linhagens celulares foi realizada
em esfregagos sanguineos corados com Leishman, em microscopio optico, com

objetiva de imerséo (aumento total de 1.000 vezes).

2) MIELOGRAMA: obtido por pungo Gssea em crista iliaca posterior ou osso
esternal. A coloragdo e analise morfoldgica foram realizadas de modo similar ao

descrito para os esfregagos sanguineos.

Do material obtido de cada paciente - sangue periférico efou medula 6ssea -
foram usados dois esiTegagos sendo um para as andlises acima citadas e outro

para a coloragao pela prata - AQNOR.

3)  TECNICA DE COLORACAO PELA PRATA - AgNOR: realizada de acordo com
método descrito por Ploton et al (1986) e Grotto et al (1991), com algumas

modificacdes.
3.1) Fixagéo:

Os esfregacos foram fixados em acetona por 7 minutos, a temperatura ambiente

& sécos 3o ar.
3.2) Solugéo de prata coloidal:

Solugdo de gelatina e acido férmico: a gelatina foi completamente dissolvida
em agua quente, deionizada, na concentragdo de 2%. Apds seu resfriamento
acrescentou-se &cido formico obtendo-se concentragéo final do mesmo de

1:100. A solug&o final foi aliquotada e guardada em geladeira.

Solugéo de nitrato de prata: preparada na concentragéo de 50% em &agua
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deionizada, ao abrigo da luz e sob agitagdo constante, no momento de uso.

A esta solugdo de nitrato de prata acrescentou-se a solugdo de gelatina - acido
fdrmico, pre-aquecida a 37° C, na proporgéo de 2:1, em agitador magnético para se

obter-se homogeinizagéo dos reagentes.

Apés secarem ao ar 0s esfregagos foram cobertos com papel de filtro Whatman
numero 1 e a solug&o nitrato de prata - gelatina - 4cido formico, passada em filtro
milipore foi colocada em cima dos mesmos na quantidade de aproximadamente 8 gotas
por lamina. As mesmas foram colocadas imediatamente em cadmara escura por 30

minutos a 37° C e ap6s este tempo lavadas em &gua deionizada durante 10 minutos.
3.3)Contra-coloracéo:

Realizou-se uma contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 45 segundos,
seguida de lavagem em agua corrente por 10 minutos e imerséo rapida das laminas em
solugdes sequenciais de alcool a 70%, 100% e xilol, € montadas com resina e laminula

antes de secar.

4) CONTAGEM DAS AgNOR: realizada em microscopia optica sob objetiva de
imersdo, com aumento total de 1.000 vezes. Para cada tipo celular da
granulopoiese (mieloblastos, promielécitos, mielécitos, metamieldcitos, bastonetes
e segmentados) foram contadas 30 células consecutivas. Tal procedimento foi
realizado tanto na medula éssea de controles normais, como na medula 6ssea e
sangue periférico de pacientes com Leucemia Mieldide Cronica. Nos pacientes em
fase blastica, foram contadas 100 células blasticas consecutivas; para cada célula
foi feita a distinggo e contados separadamente o ntmero de "clusters" e pontos
devido ao seu significado bioldgico diferente e também pela dificuidade em se
distinguir, em certos casos, os vérios pontos contidos em um cluster (Crocker et al,

1989).
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Cada esfregago foi analisado por 2 observadores diferentes de modo duplo

cego. Aceitou-se variabilidade de até 10% entre os dois observadores.

Os "clusters" foram definidos como um ou mais pontos contidos em uma matriz

proteica.

Os pontos foram definidos como um AgNOR isolado.
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ANALISE ESTATISTICA (Glantz, S.A., 1987)

1)

2)

3)

4)

Comparag&o dos diversos tipos celulares da granulopoiese no sangue periférico e
medula ossea de LMC fase crénica ao diagnédstico: teste de correlagdo e

regressao linear.

Comparagéo entre as varias células da granulopoiese na LMC fase crénica ao

diagnostico: teste de Friedman e Student - Newman - Keuls.

Comparagdes entre os precursores granulopoiéticos na medula éssea normal e
medula dssea de LMC fase cronica ao diagndstico; sangue periférico de LMC fase
crénica ao diagndstico e LMC fase cronica "em recaida™ utilizados testes
individuais para cada tipo celular e para "clusters” e pontos: teste de Mann -
Whitney.

Comparagéo entre mieloblastos de LMC fase crénica ao diagndstico, LMC fase

cronica em recaida e LMC em crise blastica; Teste de Kruskal - Wallis e Dunn.
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LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA - FASE CRONICA

Comparamos inicialmente os dados de medula éssea (fig. 2)e sangue periférico
de pacientes com LM.C. fase cronica ao diagnostico (tabela 1). N&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre o niimero de clusters e pontos para cada
tipo celular da granulopoiese. Desse modo, na L.M.C. fase crénica ao diagnostico as
celulas com o mesmo grau aparente de maturagdo tém padrées semelhantes de
AgNOR na medula éssea e no sangue periférico. Globalmente houve grande

correlagéo entre os "clusters” e pontos de um mesmo tipo celular.

O padrdo de "clusters” e pontos mostrou-se caracteristico para cada
compartimento celular, revelando diferenga estatisticamente significativa quando
comparados entre si (p < 0,05) tanto para o sangue periférico como para a medula

6ssea.

Observamos que os “clusters” estdo presentes somente nas células em
proliferacdo como mieloblastos e promielécitos sendo que os mieldcitos mostraram a
menor média. Com relagdo ao nimero de pontos a menor média foi observada em
mieloblastos (M.0.=0,31 £ 0,04 e S.P.=0,31 + 0,08) aumentando gradativamente até os
mieldcitos onde atingiu seu valor maximo (M.0.=3,03 + 0,15 e S.P.=314 + 0,08). O
ndmero de pontos decresceu novamente até neutrdfilo segmentado onde a média

aproximou-se de 1,0 (tabela 1).

O numero médio de "clusters" e pontos nos mieloblasios foi correlacionado com o
ndmero de leucocitos e porcentagem de blastos observados no sangue periférico. Os
valores abaixo demonstram que ndo houve correlacéo entre:

“clusters” x leucdcitos: (r = -0,0568)
“clusters” x blastos: (r = -0,0010)
pontos x leucdcitos: (r = -0,2927)
pontos x blastos: {r = -0,0411)
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TABELA L Comparacéo entre as células da granulopoiese em LMC ao diagndstico:

sangue periférico x medula dssea.

LMC - S.P. LMC - M.O.

(n=13) (n=13)
MIELOBLASTO clusters 289+0,14 2,89+ 0,11
pontos 0,30+ 0,04 0,31 +0,08
PROMIELOCITO clusters 3,27 +0,13 3,29 + 0,11
pontos 064+0,13 0,63+0,13
MIELOCITO clusters 0,57 + 0,11 0,57 +0,10
pontos 3,03+0,15 3,13+ 0,09
METAMIELOCITO pontos 2,26 +0,10 2,27 £ 0,26
BASTONETE pontos 1,16 £ 0,11 1,15+ 0,09
SEGMENTADO pontos 1,02+0,12 1,03+ 0,10

TESTE DE CORRELAGAO E REGRESSAQ LINEAR
CLUSTERS: r=0,994 t=58526 p=0,000
PONTOS: r=0,990 t=52731 p=0,000
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GRANULOPOIESE NORMAL X LMC FASE CRONICA

Comparamos o numero médio de "clusters” e pontos das células da
granulopoiese entre medula éssea normal (n = 20) (fig. 1) e medula dssea de pacientes

com LMC fase cronica ao diagndstico (n = 15) (tabela Il) (fig. 2).

Observamos que nos mieloblastos de medula &ssea normal, o numero de
"clusters” foi significativamente maior do que no grupo com leucemia mieldide crénica
(p = 0,000) o mesmo n&o acontecendo com relagdo ao nimero de pontos (p = 0,098).
Ja nos promieldcitos e mieldcitos o numero de "clusters" n&o diferiu significativamente
entre os dois grupos (p = 0,526 e p = 0,738 respectivamente) porém o nimero de
pontos mostrou-se significativamente maior no grupo controle (p = 0,000). N&o houve
diferenga significativa com relagéo ao nimero de pontos de metamieldeitos, bastonetes

&

e segmentados entre os dois grupos.
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TABELAIlL Comparagio das médias de "clusters” e pontos nas células da

granulopoiese de medula 6ssea normal x leucemia mieldide crénica.

M.O Normal M.O LMC z p
{n=20) {n =15)
MIELOBLASTO  clusters 3,09+0,17 2,88+0,11 3,803 0,000*
pontos 0,36 +0,12 0,31+ 0,08 1,654 0,098
PROMIELOCITO  clusters 3,21+0,23 3.29+0,11 0634 0,526
pontos 0,97 £ 0,28 063+0,13 4,035 0,000*
MIELOCITO clusters 0,63+£0,15 0,57 + 0,10 0,334 0,738
pontos 3,56 + 0,35 3,14 £ 0,09 3,369 0,000"
METAMIELOCITO pontos 2,31 +£0,35 2,27 +0,26 0,017 0,987
BASTONETE pontos 1,22 £0,15 1,151 0,09 0,010 0,995
SEGMENTADO pontos 0,99+£0,14 1,03£0,10 0,020 0,971
Teste de Mann-Whitney.
* Foi considerado estatisticamente significante p< 0,05.
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LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA AO DIAGNOSTICO X RECAIDA

Foi analisado o sangue periférico de 43 pacientes com leucemia mieldide
crénica em fase crénica sendo 24 ao diagndstico (n&o tratados) e 19 pacientes em

‘recaida” da fase cronica. (tabela IIf).

Analisando-se os dois grupos com relagdo ao nimero médio de "clusters” e
pontos nas varias células da granulopoiese observamos que o ntmero de "clusters" de
mieloblastos mostrou-se significativamente maior nos pacientes ao diagnéstico quando
comparados com os em recaida, j& submetidos a tratamento (p < 0,05). Nos
promielécitos e mieldcitos o nimero médio de “clusters” ndo diferiu significativamente
entre 0s dois grupos. O numero de pontos dos trés tipos celulares analisados também

nao mostrou diferenga significativa (tabela 1),



TABELA lll. Comparagdo dos precursores granulopoiéticos na LMC fase crénica ao

diagnéstico, e fase cronica em "recaida” (Teste de Mann-Whitney).

LMC LMC
DIAGNOSTICO "RECAIDA" zT p
(n=24) (n=19)

PROMIE clusters 3,27 £ 0,14 3,12+0,20 1,872 0,061
pontos 0,69+0,17 0,70+ 0,16 0,575 0,585

MIELO clusters 0,62 £0,19 0,60+ 0,11 0,722 0,470

pontos 283+0,16 3,03+0,19 0,539 0,590
METAMIELO pontos 2,32+0,20 2,33+0,18 0,661 0,508
PROMIE = promielécito METAMIELO = metamieldcito

MIELO = mielécito
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COMPARAGAO DOS BLASTOS DAS DIVERSAS FASES EVOLUTIVAS
NA LMC

Foram analisados, no sangue periférico, o nimero médio de "clusters” e pontos
em mieloblastos de 24 pacientes com LMC fase crénica ao diagndstico, 19 pacientes

com LMC em “recaida” da fase cronica e 16 pacientes em crise blastica (tabela IV)

(fig. 3).

Observamos que a media do niimero de "clusters" do grupo com LMC fase
crénica ao diagndstico mostrou-se significativamente maior quando comparada com os
outros dois grupos (p < 0,05). Ja os grupos com LMC fase crénica em recaida e em

crise blastica néo diferiram estatisticamente entre si.

Com relagéo ao nimero de pontos ndo observamos diferenca significativa entre

os dois grupos (H = 2,882 p = 0,225).
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TABELA V. Comparagéo entre mieloblastos na LMC Fase Crénica ao diagndstico,
LMC fase cronica em "recaida" e LMC crise bléstica. (Teste de Kruskal-

Wallis e Dunn).

LMC LMC LMC CRISE
DIAGNOSTICO "RECAIDA" BLASTICA
(n=24) (n=18) (n =186)
MIELOBLASTO clusters 2,93+0,17 2,76%0,20 2,7610,21
pontos 0,28+0,08 0,2610,09 0,32+0,12
CLUSTERS: H=959 P=0,008
Q p
DIAGNOSTICO X CRISE BLASTICA 2638  <0,05
DIAGNOSTICO X "RECAIDA" 2,598 <005

"RECAIDA" X CRISE BLASTICA 0,118 >0,05
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Figura1.  Medula 6ssea normal. M = mieloblastos; Pm = promieldcitos.

As setas indicam: ¢ = "cluster" e p = ponto
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Figura2. Medula éssea de leucemia mieldide cronica, fase cronica. M =
mieloblasto; Pm = promielécito.

As setas indicam: ¢ = "cluster" e p = ponto
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Figura 3.  Sangue periférico de leucemia mieldide cronica em crise blastica.

A seta indica: ¢ = "cluster".
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Numerosos trabalhos tém sido publicados analisando o nimero e tamanho das
AgNOR na tentativa de usa-los como parametro para diferenciar lesdes benignas de
malignas e, também, como pardmetro progndstico de tumores. Assim encontramos na
literatura resultados de estudos em tumores de mama (Smith et Crocker, 1988; Ohri et
al, 1892), tumores cuténeos (Howat et al, 1988; Evans et al, 1991), lesGes gastricas
(Suarez et al, 1989), entre outros. Os dados relatados sdo semelhantes entre si,
mostrando um numero maior de AgNORs em lesdes malignas quando comparados com
as correspondentes benignas. Também dentro das lesGes malignas encontrou-se
numero maior de AgNORs em tumores de maior malignidade em bexiga (Lipponen et
Eskelinen, 1992) e nos linfomas n&o-Hodgkin agressivos (Crocker et Nar, 1887)

quando comparados com os de baixa malignidade.

Tém sido descritas caracteristicas morfolégicas das AgNOR que auxiliam na
diferenciagdo das lesbes. Crocker et Egan (1988) notaram relagdo inversa entre o
tamanho das AQNOR e o nimero das mesmas em linfomas ndo Hodgkin. Derenzini et
al (1988), estudando tumores epiteliais de intestino a microscopia eletrdnica,
demonstraram que o tecido maligno apresentava maior quantidade de AgNORs que os
polipes hiperplasicos afirmando que menor tamanho / maior namero / distribuicéo de
maneira dispersa eram caracteristicas de tumores malignos. Ao contrério, nimero

pequeno, tamanho maior e distribuic&o compacta caracterizavam os tumores benignos.

Com relag@o & contagem de AgNOR como fator prognéstico em tumores, Egan
et al (1988) estudando neuroblastomas demonstraram sua importéncia. Encontraram
uma correlagdo significativa entre ndmero de NORs e grau de diferenciagéo dos
tumores. Também observararam aumento de sobrevida dos pacientes, relacionado &
diminuig&o do ndmero de NORs sugerindo, desse modo, que o nimero das mesmas
pode ter valor progndstico. Ruschoff et al (1890) ao analisarem carcinomas de colon e

reto mostraram que o numero de AGNORs era a varidvel isolada mais importante para
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predizer a sobrevida do paciente. Houve correlagéo inversa entre a taxa de sobrevida
de 5 anos e o numerc medio de AgNOR por célula tumoral. Moran et al (1989)
analisando ploidia e AQNOR em céncer de célon e reto observaram que a sobrevida de
mais de 5 anos estavd relacionada com um nimero menor das mesmas e que,
isoladamente, neste estudo, a ploidia mostrou menor valor prognéstico que a contagem

de AgNORs.

Com relagéo as leucemias, poucos dados existem na literatura sobre estudos de
AgNOR nas mesmas, principalmente no que diz respeito as células em interfase.
Leucemias agudas estudadas em metafase mostraram resultados algumas vezes
conflitantes. Reeves et al (1982) compararam o numero de AGQNORSs por metéfase em
leucemias linfociticas agudas, ndo-linfociticas agudas e leucemia mieldide crénica,
bem como o numero de metéfases coradas nesies casos. Observaram nimerc maior
de metafases positivas e de AgNORs/metafase em leucemias nao-linfociticas agudas.
As linfociticas agudas comportaram-se como os controles normais. Ja as LMC, também
mostraram quantidade maior de metafases com pontos impregnados pela prata do que
0s grupos controle e com leucemia linfocitica aguda; n&o significando, contudo, maior
namero de AgNORJ/célula. Arden et al (1985) observaram resultados diferentes: o
numero de NORs corados mostrou-se significativamente maior em LLA do que em
controles normais; mas tém-se demonstrado que néo ha correlagio entre o niimero de
AgNORs encontrado em metéfase e interfase (Derenzini et Ploton, 1990), pois s&o
momentos funcionais diferentes do ciclo celular e que n&o podem ser comparados

(Vagner-Capodano et al, 1984).

Em interfase, Nakamura et al {1992) encontraram numeros semelhantes de
AgNORs nas leucemias agudas (linféide e mieldide); porém, quando compararam as
médias obtidas em sangue periférico e medula 6ssea de um mesmo caso, constataram

que a ultima possuia uma quantidade significativamente maior de AQNORSs por célula.
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Estas observa¢des sdo coerentes com o fato de que a célula sempre circula em Go e,
na medula 6ssea, podemos encontrar células em vérios estadios do ciclo celular
(interfase). Com relagédo ainda as leucemias agudas, resultados semelhantes ao acima
citado foram obtidos por Grotto et ‘al (1993) onde as contagens de "clusters” né&o
diferiram significativamente entre si nas leucemias linféide e mieldide agudas, mas

foram menores que para os mieloblastos normais.

No que diz respeito a Leucemia Mieidide Cronica, em interfase, Mamaev et al
(1985) realizaram um estudo analisando AgNOR em metéfase e interfase de 21
pacientes com LMC sendo 7 deles em crise bléstica, e 8 doadores normais como
controle. Observaram que, o nimero de AgNORs por metéfase, em linfdcitos do
sangue - periferico de pacientes com LMC e controles normais, ndo diferiam
estatisticamente entre si. Relataram ainda heterogeneidade nas células da medula
ossea, onde cerca de 67% das mesmas ndo continham AgNORs demonstraveis; além
disso, o numero de AgNORs/metafase foi semelhante em pacientes com LMC- ndo

tratados e em crise blastica.

No presente trabalho utilizamos a técnica das AgNOR em pacientes com
L eucemia Mieldide Cronica nas fases cronica e blastica em sangue periférico e medula
6ssea, em interfase. Observamos inicialmente que o numero de "clusters" e pontos
para cada tipo celular da granulopoiese € muito semelhante quando comparamos
sangue periférico e medula 6ssea de um mesmo paciente. As células leucémicas
mostraram um padrdo de "clusters” e pontos caracteristicos para cada compartimento
de maturagdo, semeihante aos obtidos em estudos realizados em medula 6ssea de

individuos normais (Grotto et al, 1891).

Comparando-se as contagens de AgNOR de pacientes com LMC e controles
normais observamos que o numero médio de “clusters’, em mieloblastos, foi

significativamente menor nos primeiros. O numero de pontos mostrou-se
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significativamente menor em promielécitos e mieldcitos leucémicos. Os pacientes em
crise bhlastica também mostraram diferen¢a quando comparados com © grupo controle,
apresentando média menor de "clusters" de AgNOR por célula blastica. Também
encontramos uma aparente diferenga entre o nimero de "clusters” em mieloblastos na
LMC em fase cronica ndo tratados e crise blastica, sendo menor nestes ultimos. Estes
dados correlacionam-se com os achados de Kropff et al (1990), que estudaram
mieloblastos e promieldcitos de LMC em fase inicial e na crise blastica. Utilizando
como metodologia citometria de varredura, e comparando-a com grau de ploidia,
observaram que a quantidade de DNA aumentava de 2c, ao diagnéstico, para 2,09¢ na
crise bléstica; e que a taxa de proliferagéo de mieloblastos decresceu no decorrer da
doenca sendo de 47% ao diagnostico e de 22,7% na crise blastica. Segundo os
mesmos autores, esta queda da fragéo de proliferagdo pode permitir a previséo da

crise blastica.

Ambos os grupos de pacientes leucdmicos analisados ndoc mostram dados
peculiares no que diz respeito a distribuigdo numérica das AGNOR, comportando-se os
mesmos de maneira semelhante aos controles normais. No entanto, chamou-nos a
atengdo a presenga de "clusters” maiores nos mieloblastos de pacientes em crise

btastica.

Alguns fatores devem ser levados em consideragdo buscando explicar o maior
namero de NORs interfasicas em células neoplasicas. Elas podem estar refletinde um
nivel aumentado de sintese de rRNA, que frequentemente caracteriza essas celulas
quando comparadas com as normais. Derenzini et al (1987) demonstraram que apos a
estimulacdo de linfécitos com fitohemaglutinina, o numero de NORs aumenta
progressivamente; porém, ndo esta relacionado a duplicagéo dos genes ribossomais
uma vez que este aumento numeérico ocorre antes que a sintese se inicie. Wachtler et

al (1988) demonstraram, através de hibridizagéo in situ, que em linfécitos em repouso,
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a maior parte da cromatina ribossomal tem localizagdo extranucleolar, Apds estimulo
desses linfocitos com fitohemaglutinina e, antes do inicio da sintese de DNA, ha uma
reducdo progressiva da cromatina ribossomal extranucleolar, paralela ao aumento da
cromatina ribossomal nucleolar associada as proteinas AgNOR. Estes dados indicam
que o aumento das AgNORs interfasicas, em células estimuladas a proliferar, n&o
necessariamente deve ser consequente a0 aumento da sintese de rRNA. Podem
sugerir, porém, um papel estrutural para essas proteinas recém sintetizadas (Pession
et al, 1991). Resultados semelhantes foram obtidos por Pession et al (1991) usando
hepatdcitos de ratos estimulados por cortisol e hepatdcitos em regeneracéo. Estes
Ultimos mostraram um aumento de NORs entre 4 e 12 horas apds hepatectomia parcial.
No entanto, a injecdo de ciclohexemida 4 horas apds a hepatectomia, impediu o

aumento das NORs sem modificar a quantidade de sintese de pré-RNA.

Derenzini et al (1989) estudaram a relagdo entre AGNORSs interfasicas, atividade
de sintese nucleolar, caridtipo e taxa de crescimento em 2 linhagens de ceélulas de
neuroblastoma em cultura. Observaram que a taxa de sintese de RNA ribossomal, o
numero de cromossomos portadores de NOR e a quantidade de genes ribossomais era
a mesma para as 2 linhagens. Porém o nimero de AgNORs por célula era 4 vezes
maior na linhagem com tempo de duplicagdo celular mais curto. Concluiram desse
trabalho que o nimero de NORs interfasicas néo esta relacionado com a atividade de
sintese nucleolar ou com o numerc de Cromossomos que as carreiam, mas sim,
estritamente relacionados com a capacidade de duplicagéo celular. Quanto maior o

numero de NORs, menor o tempo de duplicagdo celular,

Essa correlagdo também foi confirmada utilizando-se oufros parametros
conhecidos de cinética celular como comparagéo do nimero de NORs e células em

fase S (Crocker et al, 1988), e Ki 67 (Hall et al, 1988), entre outros.

0Os dados acima citados levam a conclus@o de que a quantidade de AgNORs
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interfasicas parece representar um bom marcador da capacidade de proliferagao

celular,

Em Leucemia Mieldide Crdnica varios estudos relacionados a cinética celular
tém sido realizados. Stryckmans et al (1976) determinaram o indice de marcagio com
timidina, in vitro, de mieloblastos e promielécitos de 9 pacientes hematologicamente
normais e 21 pacientes portadores de LMC. Separando os Uitimos em grupos, baseado
no numero de leucdcitos do sangue periférico observaram que, com contagem de
leucdcitos igual ou inferior a 20.000/mm3, o indice de marcagdo de mieloblastos néo
diferiu do grupo controle. Poréem nos pacientes com contagens superiores a
40.000/mm3 esse indice foi significativamente menor (20,9%) do que nos pacientes
normais (49,9%). Com relagdo aos mieldcitos observou-se que os mesmos nao eram
influenciados pelo numero global de leucdcitos do sangue periférico mostrando valores
de marcagao semethantes em LMC com contagens baixas (16,6%), altas (15,4%) e nos
controles normais (18,5%). Resultados semeihantes foram observados comparando
sub-populagbes de celulas progenitoras de granuldcitos e mondcitos de medula 6ssea
de individuos normais e com LMC Ph1 positiva. As sub-populagdes foram separadas
por gradiente de sedimentacdo com base em tamanho celular e mediu-se sua
capacidade proliferativa através da técnica de formagéo de colbnias. Concluiu-se que
na LMC ha deficiéncia da capacidade de proliferacdo dos progenitores mais imaturos
da granulopoiese, concomitantemente a um aumento no nimero de progenitores mais
maduros (Strife et al, 1883). Em 1988, 0 mesmo grupc de autores (Strife et al, 1988)
sugeriu que o defeito biologico primério na LMC é uma maturagdo discordante das
células. Foi demonstrado que mieloblastos, promieldcitos e mieldcitos da medula dssea
de pacientes portadores de LMC apresentavam indice mitdtico e de marcacdo com
timidina, menores que os correspondentes normais indicando um menor potencial
proliferativo dos precursores Pht positivos. O aumento do namero fotal de leucéeitos

na LMC seria consequente a um maior nimero de células mais maduras da linhagem
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granulocitica (bastGes e neutrdfilos segmentados), por acumutagdo celular. (Strife e
Clarkson, 1988). Observagdes realizadas a microscopia eletrénica, indicam que a
maturagdo das células na LMC pode ser assincronica, sendo que o citoplasma
amadurece mais rapidamente que o nucleo. Uma maturagdo citoplasmatica mais rapida
pode ser responsavel pela entrada precoce dos progenitores nos compartimentos mais
tardios, porém o retardo de maturagdo nuclear permite que a célula continue possuindo
a capacidade de divisao. Além disso, estas células apresentariam tempo de circulagdo

mais prolongado (Striffe et Clarkson, 1988).

Os resultados obtidos em nosso trabalho estdo de acordo com os estudos de
cingtica celular realizados em LMC. Obtivemos um numero de ‘“clusters”
significativamente menor em mieloblastos leucémicos guando comparados com o0s
correspondentes normais. Isso poderia denotar um ciclo celular mais longe e uma
menor atividade proliferativa dos mesmos pois, sabemos que o ndmero de “clusters"
esta relacionado a duragfo do ciclo celular e, conforme ja citado por Derenzini et al
(1988), o numero de NORs interfasicas esta relacionado a taxa de proliferacéo celular.
Nos mielécitos encontramos um nimero de "clusters” semelhante ao dos controles
normais, o que favorece os resultados obtidos por Stryckmans et al (1976). Segundo o
mesmo autor, a auséncia de um controle regulatério em mielocitos, o0 qual ocorre em
mieloblastos, & um reflexo do estagio de maturagéo mais tardio dos mesmos. Por outro
lado, comparados com o grupo controle, obtivemos um ndmero menor de pontos em
promieldcitos e mieldcitos em LMC ao diagnéstico. Na célula proliferante, observamos
que quanto mais madura, maior € o nimero de pontos, pois estes estdo relacionados
ao grau de maturagdo celular das células proliferativas. No nosso caso, obtivemos um
nimero de pontos menor em promielocitos e mieldcitos de LMC ao diagndstico,
sugerindo um atraso de maturagdo dessas células (citoplasma maduro e ndcleo ainda

proliferante).
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Como em nosso caso selecionamos somente pacientes com numero de
leucdcitos iguais ou superiores a 30.000/mm3 no sangue periférico, ndo pudemos fazer
a comparagéo do numero de AgNOR por célula entre pacientes com niveis mais baixos

(até 40.000) e mais altos (>40.000} de leucdcitos.

Resultados interessantes foram obtidos quando comparamos os grupos de
pacientes com Leucemia Mieléide Cronica em recaida, com os casos ao diagnostico. O
namero médio de "clusters” de mieloblastos dos pacientes tratados mostrou-se
significativamente menor do que os casos ao diagnéstico. O numero de "clusters” de
promielécitos e mieldeitos, bem como o ndmero de pontos nos trés tipos celulares

estudados mostrou-se semelhante nos dois grupos.

Embora a média do nimero de leucdcitos difira bastante nos dois grupos (em
recaida = 86,700!mm3 e Novos = 284,734/mm3) ambas encontram-se na faixa em que
0 numero dos mesmos No sangue periférico poderia exercer um controle negativo no
indice de prolifera¢io de mieloblastos muito embora n&o explicando, dessa maneira, o
menor namero de "clusters” encontrado nos pacientes ja tratados (Stryckmans et al,

1976).

Por outro lado nossos pacienies, embora tratados, néo 'se apresentavam num
estado considerado “"de remisséo" uma vez que neste, 0 numero de leucdcitos
permanece em torno de 15.000/mm3 e as propriedades funcionais e bioquimicas dos
mesmos aproximam-se do normal (Pedersen, 1982). Esperar-se-ia nesse caso que
também o numero médio de "clusters” de mieloblastos nos pacientes em "remiss&o”
ficasse préximo ao dos controles normais, o que n&o aconteceu. Outra hipbtese que
poderia explicar a diferenca do numero de "clusters” entre esses dois grupos de
pacientes seria o uso de medicagéo alquitante. Stryckmans et al (1976) questionando a
relagdo entre tratamento e indice normal de marcagéo de mieloblastos com timidina,

em pacientes com leucdcitos periféricos abaixo de 40.000/mm3, estudaram mielécitos
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do sangue de 3 pacientes com LMC durante o uso de busulfan. Observaram que o
indice de mafc:agéo dos mieloblastos nunca aumentou durante o tratamento; como
confirmacdo deste fato relataram, no mesmo estudo, o caso de 2 pacientes com indice
de marcagdo normal apds longo tempo sem a medicagdo. Desta maneira concluiram
que o tratamento néo teria efeito direto na normalizagdo do indice de marcagéo de
mieloblastos. O Busulfan & um agente citotdxico, que pertence ao grupo dos agentes
alquilantes e promove a quebra do DNA, independente da fase do ciclo celular em que
a célula se encontre. Seu efeito pode estar presente no organismo, mesmo um ano
ap6s a interrupgéo do tratamento. (Buzaid et al, 1991). Os dados acima, n&o excluem a
possibilidade de que, no nosso caso, © numero de “clusters” tenha diminuido nos
pacientes tratados como consequéncia da medicacdo, uma vez que.essas células

possuem capacidade proliferativa.

Quando comparamos os blastos da LMC na fase crénica e crise bléstica,
encontramos uma difereng¢a estatisticamente significativa entre os dois grupos, sendo a
média de "clusters” menor nos mieloblastos da crise blastica. Em um Unico caso da
nossa amostragem, analisado em fases cronica e blastica, obtivemos resultados
semelhantes aos acima citados: média de 3,08 para fase cronica e 2,78 para fase
blastica. Também observamos que a média de "clusters” de mieloblastos de pacientes
tratados, é semelhante & dos mieloblastos de pacientes em crise blastica. Embora nao
possamos excluir o efeito da medicagdo nos pacientes tratados, este achado levanta a
hipdtese de que, essa diminuigdo progressiva de “clusters” nos mieloblastos, seja

consequente a propria evolug&o da doenga.

Seria necessério, talvez, acompanhamento de um numero significativo de
pacientes durante as vérias fases da doenga (vérios momentos evolutivos de um
mesmo paciente) para possibilitar conclusbes mais definidas e que nos permitam

entender melhor a cinética celular da LMC, bem como o comportamento das NORs nos
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varios estadios evolutivos da mesma.

Embora tenhamos obtido dados diferentes daqueles encontrados em varios tipos
de tumores e que mostram um ndmero maior de "clusters" em células tumorais
malignas, salientamos que, em nosso trabalho, comparamos células normais e
neoplasicas com o0 mesmo grau de diferenciacdo (mieloblastos, promielécitos e
mielbeitos) o que pode explicar os achados obtidos nesse estudo, aparentemente
paradoxais, embora plenamente de acordo com os conceitos -universais- da cinética

de proliferacéo de células tumorais.
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Ao compararmos as células do sangue periférico e medula éssea de um mesmo
paciente com LMC na fase cronica, ao diagndstico, observamos que as mesmas

possuem padrdes semelhantes de AQNOR.

Nas células da linhagem granulocitica da LMC observamos um padrao
caracteristico de "clusters" e pontos para cada tipo celular, semelhante ao

observado nas correspondentes normais.

Embora tenhamos obtido um nimero estatisticamente diferente entre as médias de
"clusters" por blasto, entre mieloblastos normais e na LMC, ndo & possivel, para
cada blasto individualmente, distinguir uma célula normal de uma neoplésica. Ha

uma faixa de sobreposi¢do de valores entre 0s dois grupos.

Observamos que o nimero de "clusters" de mieloblastos de LMC na fase cronica
mostrou-se significativamente menor (a nivel de 5%) nos pacientes em recaida

quando comparados com os casos analisados ao diagndstico.

Em LMC o numero de "clusters" e pontos n&o mostrou correlagdo com o numero

de leucdcitos do sangue periferico.

O numero de “clusters" de mieloblastos na crise blastica da doenca, diferiu

significativamente dos pacientes com LMC ao diagnéstico, mas mostrou-se
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7)

semelhante, quando comparado com os blastos de fase crénica em recaida.

Por meio deste trabalho conseguimos entender melhor a citocinética em LMC pois,
pela contagem diferencial de "clusters” e pontos nas células da granulopoiese,

pudemos ver que :

a) as diferencas encontradas entre os elementos normais e os de LMC

refletem os distarbios de maturagéo ja descritos nesta doenca,

b) o numero de "clusters" nos blastos, maior ao diagndstico, e com
diminuicdo progressiva no decorrer da fase cronica e na crise blastica,
correlaciona-se com os achados sobre proliferagéo celular j& descritos

pela anélise de DNA em citometria de varredura.
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As regides organizadoras de nucléolo - NORs - s&o algas de DNA responsaveis
pela sintese de RNA ribossomal (RNAr) durante a interfase. Caracterizam-se pela
presenga de proteinas nio histonas ligadas ao RNAr que se coram pela prata -
proteinas AgNORs - com grande especificidade permitindo, desse modo, a localizagéo
e consequente observagdo das NORs durante o ciclo celular com relagdo a sua

atividade e comportamento.

A microscopia 6tica podem ser visualizadas como pontos isolados ou agrupados

em uma matriz proteica sendo entdo denominados "clusters”.

As AgNORs estéo relacionadas & taxa de duplicagdo celular e varios estudos
tém demonstrado que sua andlise quantitativa é atil na distingdo de neoplasias

benignas e malignas bem como no prognéstico e estadiamento das Ultimas.

Com o objetivo de estudarmos melhor a citocinética celular em L.M.C.
analisamos as AgNOR em células da linhagem granulocitica de 43 sangues periféricos
e 15 medulas ésseas de pacientes com LMC fase crénica, 16 sangues periféricos de

pacientes com LMC em crise blastica e 20 medulas 6sseas de pacientes controles.

Observamos que os padrdes de "clusters" e pontos em LMC foram semelhantes
entre sangue periférico e medula 6ssea de um mesmo caso, permitindo a comparagao
entre vérios grupos. Observamos também que exisie um padréo caracteristico de

"clusters" e pontos para cada tipo celular da granulopoiese.
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O numero de “clusters® de mieloblastos do grupo controle mostrou-se
significativamente maior do que nos casos de LMC analisados ao diagndstico. O
numero de pontos mostrou-se semelhante em mieloblastos, porém significativamente
menor em promieldcitos e mieldcitos dos pacientes com LMC fase cronica ao

diagnéstico, quando comparados com o grupo controle. (Tabela li).

No grupo com LMC fase crdnica os casos analisados ao diagndstico mostraram
nimero significativamente maior de clusters em mieloblastos quando comparados com
os em recaida j& tratados e em crise blastica. Os dados obtidos sugerem ser a
evolugdo da doenca a responsavel pela diminuigdo do numero de clusters. Porém

estes dois Gltimos grupos ndo diferiram entre si com relagéo ao numero de clusters.

O ndamero de pontos mostrou-se semelhante nos mieloblastos dos trés grupos

estudados.
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The nucleolar organizer regions (NORs) are loops of DNA, that are responsible

for the syntesis of the ribossomal RNA.

A special silver-staining technique identifies the acidic non-histones proteins
{AgNORs) associated with the sites of r RNA transcription, such as RNA polymerase |,
C23 and B23 proteins. This method has been widely used for the observation of the
NORs during the cell cycle in different normal and pathologic lesions. The AgNORs
show different patterns in in?erphase nuclei: 1 - solitary rounded argyrophilic structures
corresponding to a small nucleolus in resting cells, 2 - clusters of NORs within a matrix,
corresponding to nucleoli, 3 - small dots (true AgNORs) scattered throughout the

nucleoplasm.

The pattern of AGQNORSs is related to the duplication rate and to maturation stage
of cells. Several studies have demonstred that its analysis is usefull in distinguishing

benign from malignant lesions and for the grading of tumors.

We have analysed the pattern of AQNORs of granulopoistic cells in chronic
myeloid leukemia {CML) and compared it to the normal granulopoiesis. The peripheral
blood cells of 24 cases of CML in chronic phase at diagnosis, 19 cases with relapse of
chronic phase and 16 cases in blast crisis were studied. On the other hand, the
granulopoiesis in bone marrow of 15 cases of CML at diagnosis was compared to 20

cases of normal bone marrow.

The pattern of AGNORs was similar in the peripherai blood and bone marrow in

all granulopoietic precursors of the same maturation stage, in CML at diagnoses.

As in the normal bone marrow, the granulopoietic precursors of CML in chronic
phase, revealed a characteristic pattern of clusters and dots for the cells in each

maturation stage.
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Compared to normal granulopoiesis only the myeloblasts of CML in chronic
phase at diagnosis had significantly less clusters. The dots however showed a similar
number in blasts, matamyelocytes, band forms and segmented neutrophils. They were

less numerous in promyelocytes and myelocytes.

The blasts of CML at diagnoses showed significantly more clusters than those at
relapse after treatment of chronic phase. These, however, had a similar pattern of

AgNORs than that seen in blast crisis.

The number of clusters wich are only present in proliferative cells is inversely
related to cell cycle duration. The number of dots increases with cell maturation in
proliferating cells and decreases again after the stop of proliferative activity. In view of
these data the analysis of the pattern of AgNORs in CML discloses the discordant
maturation described in this disease. On the other hand the number of clusters of blast
crisis in CML is lower than in normal myeloblasts and keeps decreasing continuously
during the course of the disease. This pattern is similar to that described in acute

myeloid leukemia.
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Apéndice 1. Pacientes com LMC ao diagndstico Sangue periférico.

Nome Sexo % Leucdcitos/ "Cluster" Ponto
Blastos mm3 Blastos Biastos
1)J.S.F F 35 400.000 3,13 0,27
2) A.B.B. F 1,0 121.300 3,00 0,38
3) M.R.V.S. F 1,0 195.300 3,07 0,39
4)C.C. F 3,0 246.000 277 0,12
5) E.F. F 3,0 800.000 2,83 025
6) 0.S.P. M 4,0 215.000 3,27 0,30
7)A.C.G. M 1,0 385.000 2,95 0,21
8) .M. F 4,0 154.000 3,04 0,10
9) IF.S. F 2,0 86.500 2,80 0,33
10) N.G. M. 30 202.000 3,01 0,30
11) A.S. F 0,0 130.000 2,83 0,32
12) J.V. M 4,0 305.000 3,08 0,37
13) J.S. M 2,0 63.500 2,86 0,38
14) 1.G. M 3,0 479.000 2,79 0,30
15) E.S. M 2.0 134.000 3,00 0,30
16) M.B.F. F 9,0 174.500 2,75 0,39
17) R.C.D. F 7,0 224.000 3,34 0,29
18) M.M. F 50 343.000 2,90 0,20
19) J.FF. M 8,0 478.000 2,76 0,22
20) H.P.S. M 6.0 407.000 2,98 0,30
21) O.F.S. F 7.0 210.000 2,71 0.28
22)L.S. F 6,0 436.000 3,18 0,29
23) M.N.G. F 9,0 78.100 2.83 0,27
24)F.V.L. M 0,0 73.600 2,41 0,45
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Apéndice 2. Pacientes com LMC tratados Sangue periférico

Nome Sexo % Leucdcitos/ "Cluster” Ponto
Blastos mm3 Blastos Blastos

1) ZM.S. F 0,5 80.000 2,73 - 0,23
2)JR.S. M 1,0 96.000 2,81 0,34
3) J.F.S. | M 8,0 216.000 2,43 0,12
4)B.L. M 7,0 400.000 2,97 0,24
5) MA.S. M 2,0 88.500 2,92 0,24
8) M.G.M. F 0,0 49.500 2,88 0,30
7)A.C.CS. F 1,0 | 50.700 3,00 0,26
8) P.C.B.A. M 2,5 80.000 2,49 0,21
9) C.L.F. F 2,0 54.800 | 2,71 0,74
10) S.V.B. F 2,0 70.800 2,82 0,48
11) E.O. M 1,0 65.500 2,47 0,17
12) N.F.P. M 4,0 72.600 3,08 0,31
13) L.L. M 0,0 79.900 | 2,70 0,23
14) C.S.N. M 1.5 157.000 2,52 0,39
15) L.L.C. M 0,5 31.100 2,48 0,13
16) T.C. F 6,0 75.500 2,80 0,28
17) C.F.N. F 5,0 83.000 3,07 0,18
18) M 0,0 79.000 27 0,2
JACB.

19) S.S.P. M 4,0 93.700 2,81 0,34
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