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RESUMO

O presente trabalho investigou através da técnica de impregnagdo pela prata das
Regibes Organizadoras de Nucléolos (AgNOR) com anslise quantitativa e qualitativa e
analise morfométrica 20 aSpirados de medula 6ssea de pacientes portadores de leucemias
agudas (LMA e LLA), além do estudo da incorporagdio da bromodeoxiuridina (IBrdU) em
14 destes casos. Os diferentes resultados foram comparados.

Encontramos na analise quantitativa um nimero médio de “clusters” de AgNORs
igoal a 2,47 £ 0,51 (1,68 - 3,45) ¢ de pontos 0,34 + 0,12 (0,12 - 0,58) além da
porcentagem de blastos leucémicos com “cluster” unico de 18,10% + 13,31% (2% - 44%)).
A analise morfométrica das células neoplasicas dos esfregacos por técnica convencional
mostron uma média da porcentagem de drea nuclear ocupada pelas AgNORs de 7,49% %
1,89% (2,69 - 10,58%) e um indice de Riischoff modificado de 0,48 + 0,33 (0,10 - 1,43),

A avaliagio da cinética celular do material colhido através da medida do IBrdU
{fracdo de células em fase S do ciclo celular ) mostrou resultados heterogéneos quando
comparamos ¢aso a caso, com uma faixa de 2,7% a 18,5% (média=7.55% e desvio
padrdo=4,0%). A compara¢do dos pardmetros de AgNORs com o IBrdU mostrou
resultado estatisticamente significativo quando utilizamos o indice de Riischoff
modificado, onde encontramos uma correlagdo positiva entre estes pardmetros
(R=0,6716). Isto nos leva a crer que o IBrdU esta diretamente relacionado com o nimero
de AgNORs total e nversamente com a area de AgNORs e que estes dois pardmetros s6
tém significado quando associados. Através de estudo estatistico, os parfmetros de
AgNORs puderam ser agrupados em 4 grupos: pardmetros relacionados com a 4rea de
AgNORs, com o nimero de “clusters”, com o mimero de pontos € com a area nuclear,

Conclui-se com este estudo que o tnico pardmetro morfométrico que tem relagio com
a fracdo de células em fase S ¢ o indice de Rischoff, portanto as AgNORs e
principalmente sua 4rea dentro dos mnicleos dos blastos leuc€micos provavelmente

relaciona-se mais com o tempo de ciclo celular ¢ ndio com a fragio de células em ciclo

{capacidade proliferativa).
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Conceitos Gerais

Leucemia ¢ a proliferacio de células hematopoiéticas que ocorre ap6s uma mutagio
somatica de uma Gnica célula progenitora precursora que promove o surgimento de um
clone neoplasico (Bain, 1990). Este clone € severamente deficiente e contém células
progenitoras incapazes de maturagiio. A proliferagio destas células progenitoras
neoplésicas & excessiva em termos absohitos, isto €, o niimero total de células blasticas
proliferantes (Willians et al, 1996). As manifestagBes clinicas sdo devidas direta ou
indiretamente a proliferagiio das células leucémicas e sua infiltragfo em diferentes tecidos
levando a alteragdes metabdlicas e disfungGes de varios orgdos. Sdo devidas também 2
supressiio de células hematopoiéticas normais, cansando anemia, infecgdes e hemorragias,

muitas vezes fatais.

As leucemias agudas (LA) compreendem um grupo heterogéneo de condigbes que
diferem no diagnostico, patogénese, historia natural e progndstico, Conforme as células de
origem, podem ser divididas em Leucemia Mieldide Aguda (LMA) ¢ Leucemia Linfoide
Aguda (LLA). O grupo cooperativo Francés-Americano-Britdnico classificou as LA com
base em achados morfoldgicos, niimero de células blasticas e suas caracteristicas
citoquimicas, porcentagem de células maduras além da porcentagem de células com
componente monocitico na medula déssea (Bennett et al, 1985 a, b; Bain ¢ Catovsky,
1990). Atualmente deve-se levar também em considera¢io para essa classificagfio achados
4 microscopia eletrénica, imunofenotipicos, citogenéticos ¢ até marcadores a nivel de
genética molecular (Bain e Catovsky, 1990; Catovsky et al, 1991).

A causa das leucemias agudas ¢ desconhecida e provavelmente mais de um fator estd
envolvido. Possivelmente deve ser resultado da associacio de fatores como:
susceptibilidade individual, fatores quimicos ou fisicos levando a lesSes cromossomais e
também da incorporagdo de informacgles genéticas de origem viral nas células

progenitoras (Williams et al, 1996).

Introducio 4



Trés mecanismos estdo envolvidos na substituigdo do tecido hematopoiético normal

pelo neoplasico:

e maior fragio de crescimento, isto €, uma porcentagem maior de células neoplasicas

estio em ciclo celular, associado a uma perda parcial ou total da diferenciagdo celular;

« sensibilidade maior aos fatores de crescimento. Esta caracteristica pode ser secundéria
a mutacdes ou ativagio de oncogenes que levam a um aumento da expressiio de

receptores dos fatores de crescimento (Williams et al, 1996);

» as mesmas mutagBes génicas descritas anteriormente podem levar a uma diminuigdo da
morte celular programada (apoptose) levando a uma “imortalidade” celular (Sachs ¢
Lotem, 1993).

Virios fatores estio associados com o prognéstico dos pacientes portadores de LA,
como: idade ao diagnostico, outras doengas associadas, contagem de leucdcitos ao
diagnéstico, alteragdes citogenéticas dos blastos leucémicos, achados imunofenotipicos,
além do comportamento cinético das células blasticas neoplasicas (Williams et al, 1996).
As caracteristicas da cinética celular nas leucemias agudas tém sido estudadas com as
finalidades de definir seu valor progndstico e de permitir a elaboragfo de esquemas
quimioterapicos mais adequados ¢ eficientes. Alguns pardmetros sdo frequentemente
avaliados como: indice de incorporagio de andlogos da timidina (LI), porcentagem de
células em fase de sintese de DNA (%FS) avaliadas através dos uso de citometria de
fluxo, tempo de duplicagdio celular (TDC), tempo de sintese de DNA (TS), razdo de
produgdo celular (RP), fragdo de crescimento tumoral (FCT), entre outros, porém o seu
significado ainda esta pouco definido (Raza et al, 1987, 1990 a; Riccardi, 1991; Brons et
al, 1993; Giordano et al, 1993; Treré¢ et al, 1994). Estes fatores prognosticos em
combinagfio podem levar a identificagdo de grupos de maior ou menor risco e a partir

desta caracterizagho a aplicagdo de protocolos terapéuticos distintos.
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Cinética celular nas células neoplasicas: énfase nas leucemias agudas

A divisdo celular envolve duas ocorréncias importantes:
s duplicagfio do DNA celular;
s divisdo fisica da célula em 2 células-filhas.
Estes eventos caracterizam o ciclo celular que pode ser dividido em 4 periodos:
G, - intervalo entre a divisiio nuclear prévia e o inicio da sintese de DNA;
S - periodo de sintese do DNA;
G, - intervalo entre a duplicagdo do DNA e a diviséo nuclear;
M - mitose - 0s cromossomos 530 separados com formagio de 2 células filhas.

Uma porcentagem varidvel das células permanecem quiescentes, fora do ciclo
celular (Go). Este intervalo permite o reparo dos danos do DNA que por ventura ocorram
durante a divisdo celular (Figura 1). As céinlas que permanecem em ciclo celular séo

chamadas de fragdo de crescimento tumoral (FCT).

As células neoplésicas diferem das células normais por algumas caracteristicas
importantes como: perda da capacidade de diferenciagio, aumento da capacidade invasiva
e diminuicio da sensibilidade a drogas. Estas alteragGes por sua vez sdo desencadeadas
por mutagdes ocorridas em um grupo de genes responsaveis pela manutengio ¢ checagem
da integridade génica durante o ciclo celular (Darnell et al, 1990; Hartwell et al, 1994).
Essas alteragdes sdio secunddrias a uma instabilidade genética e evolugio acelerada das
células, além de uma inadequagdo dos mecanismos de reparo dos danos do DNA, o que

permitemn a manutengdo destas mutagdes.
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Go

s Ciclo celular de células neoplasicas = 10-20hs
e S+G2+M 1i0hs

» M = fase controlada pela proteina Nucleolina

Figura 1: Esquema das fases do ciclo celular
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Nas leucemias agudas, os pardmetros de cinética celular sdo de dificil comparagio
com a hematopoiese normal, Andreeff (1986) discute em artigo de revisio vérios achados

cinéticos das leucemias:

¢ o tempo de sintese de DNA (TS) das LMAs apresentam resuitados comparaveis aos
obtidos nos blastos normais (média de 13,8 hs e 13,2 hs respectivamente); com relagio
aos blastos das LLAs, observa-se um tempo de sintese maior quando comparado com o
obtido de linfoblastos normais de diferentes tecidos { timo de 7,9 hs, bago de 10,5 hs,
linfonodo de 12,7 hs, medula dssea de 13,5 hs);

e 3 fragdo de células na fase de sintese de DNA (fase S) parece ser semelhante entre as
LMAs ¢ LLAs porém alguns autores encontraram um indice de incorporagio de BrdU
(% fase S) menor nas LMAs quando comparado com blastos normais (Giordano et al,
1993). Alem disso encontra-se uma menor fracdo quando se analisa as células

neoplasicas circulantes no sangue periférico;

» a fragdo de crescimento tumoral medido através da incorporago prolongada de
timidina tritiada (TT) ¢ maior nas LMAs quando comparadas com as LLAs (42,6% e

28%, respectivamente),

Porém estes achados necessitam de confimagdo com outros estudos, pois existem

resultados conflitantes.

O controle da proliferagio e da diferenciagfio das células hematopoiéticas normais se
faz através da acfo de fatores de crescimento (CSF) e de produtos proteicos sintetizados a
partir da tradugfio de informacdes de proto-oncogenes, Através destes 2 fatores associados
temos: inducio da proliferagdo celular, controle da replicagiio do DNA e da divisdo
celular (oncogenes: c-myc), modulagio da diferencia¢do celular (G-CSF, GM-CSF) e
regulacdo da apoptose (oncogenes: bel-2, p33), porém nas leucemias agudas estes
mecanismos de controle podem estar comprometidos (Vellenga e Griffin, 1987; Sachs,
1990; Ogawa, 1993; Sachs ¢ Lotem, 1993),
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Métodos de avaliagdo da cinética celular nas doencas neoplasicas:

Enfase para as leucemias agudas

O estudo da proliferagdo celular, associado com outros eventos que circundam o
ciclo celular, tem se mostrado importante na avaliagdo das doengas neoplasicas, ¢ pode
ser promissor na caracterizagdo do comportamento clinico das leucemias agudas. Varios

métodos podem ser usados para avaliar as caracteristicas cméticas nestas doengas.

Métodos que reconhecem determinadas fases do ciclo celular

Tem por finalidade caracterizar a porcentagem de células na massa tumoral que se
situam em um dado momento em um perfodo especifico do ciclo celular. Estes métodos
representam um momento isolado e nfo funcionam como método de avaliagio do ciclo

celular como um todo.

s Contagem de mitoses: ¢ o método mais tradicional, pode ser utilizado em corfes
histologicos de tecidos neoplasicos. Algumas dificuldades podem ser encontradas
como: reconhecimento das figuras de mitose e diferenciagdo destas de células
apoptdticas e/ou picndticas. Além disso a mitose representa um periodo curto do ciclo
celular subestimando deste modo a populagdo celular em proliferacio (Rabenhorst et
al, 1993; Treré, 1993).

¢ Antigeno Nuclear de Células Proliferativas (PCNA): este antigeno € uma proteina
nuclear auxiliar da DNA polimerase. Tem sido descrito que a quantidade desta proteina
aumenta durante a fase Gy do ciclo celular atingindo seu maior nivel durante a fase S e

declinando na fase G, até sua completa auséncia na mitose € nas células quiescentes
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(Go). Sua presenga pode ser detectada através do uso de anticorpos monoclonais ¢
métodos de imunocito ¢ imunohistoquimica. A desvantagem deste método ¢ que a
meia vida do PCNA ¢ longa (aproximadamente de 20 horas) e isto pode prejudicar sua
sensibilidade em neoplasias com alta velocidade de divisdo celular (Rabenhorst, 1993;
Treré, 1993; Thiele e Fischer, 1993). Este método tem sido usado com bons resultados
em doengas hematopoiéticas como: leucemias agudas, doengas mieloproliferativas e

sindromes mielodisplasicas (Thiele e Fischer, 1993).

Incorporaciio de pirimidinas ao DNA celular: estes métodos se baseiam na
incorporagdo ao DNA recém sintetizado de substancias marcadas que vao ser passiveis
de detecgfio. Desta maneira ¢ possivel detectar as células que durante a exposigio a
estas substincias estavam na fase S do ciclo celular. A substdncia mais conhecida e
utilizada ¢ a timidina tritiada, material radioativo ¢ que apresenta dificuldades técnicas
no seu manuseio, portanto seu uso ¢ limitado (Treré, 1993). A bromodeoxiuridina
{(BrdU) ¢ um andlogo da timidina e pode ser detectada pelo emprego de anticorpos
monoclonais. Este método foi descrito inicialmente por Gratzner (1982) que mostrou
bons resultados com a incorporagdo “in vitro”. Segundo este autor, o método permite a
utilizacso da citometria de fluxo ¢ da microscopia. A associagdo deste método com
outros marcadores ou com a quantificagio do DNA nuclear através da citometria de
fluxo permite a derivagdo de alguns pardmetros do ciclo celular como: tempo de sintese
de DNA (T8), tempo de ciclo celular (TC), indice de incorporagdo e duragio das fases
do ciclo celular (Dolbeare, 1995 a, b). A detecgdo e quantificacdo da BrdU incorporada
através de técnicas de imunoquimica depende de alguns fatores: (1) afinidade e
especificidade do anticorpo monoclonal, (2) método de fixagio do matenal a ser
analisado, (3) método de desnaturacio parcial do DNA, pois a ligagio do anticorpo
monoclonal necessita da exposicio da BrdU em fita Gnica do DNA e (4)
disponibilidade da BrdU no tecido a ser estudado (Dolbeare, 1995 a, b; Powell et al,
1990). Nos tltimos anos a técnica de incorporagdo da BrdU tem sido utilizada para o

estudo da cinética celular nas leucemias agudas, com incorporagdo “in vitro” e “in
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vivo” com bons resultados na avaliagdo das fragdes de células em fase S ¢ dos tempos
de sintese de DNA e do ciclo celular (Raza, 1984; Raza et al, 1987; Falini et al, 1988;
Nakamura et al, 1991; Sekine et al, 1996).

Fragio de crescimento tumoral

O anticorpo monocional denominado Ki-67 identifica um ou varios antigenos
nucleares ainda ndo bem caracterizados e presentes em todo o ciclo celular exceto na fase
Gy (células quiescentes). Varios estudos tém mostrado que este anticorpo pode ser
utilizado como fator prognostico em algumas doengas neoplasicas, porém existem
algumas dificuldades nesta técnica pois estes antigenos parecem ser muifo sensivels a

qualquer procedimento de fixagdo (Rabenhorst et al, 1993; Trere, 1993).

Avaliacdo do tempo do ciclo celuiar

Durante o ciclo celular as células necessitam de maior quantidade de RNA com a
finalidade de produzir crescimento citoplasmatico ¢ sintese de DNA e de proteinas
estruturais da célula. Portanto observamos uma ampliagdo e superexpressdo dos genes
ribossomais revelados pela presenca de grande quantidade de proteinas associadas, que
tém a propriedade de serem argentofilicas. Varios estudos demonstram que estas proteinas
chamadas de AgNORs, apresentam uma relagdo inversa entre sua quantidade ¢ a duragio

do ciclo celular.
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Nucléolo e regibes organizadoras de nucléolos

O nucléolo € uma estrutura evidenciada na interfase celular e descrita inicialmente
por Fontana (1781). A formacdio desta estrutura € controlada pela agio de um grupo de
genes presentes em alguns cromossomos ¢ que s¢ concenfram numa regido nucleolar
especifica denominada Regido Organizadora de Nucléolo (NOR). Esta estrutura € de
grande importdncia na transcrigio do DNA ribossomal (DNAr) que uma vez transcrito em

RNA (RNAT) constituird os ribossomos envolvidos na sintese proteica (Crocker, 1990).

Os nucléolos sio constitiidos por varios componentes com caracteristicas
morfologicas e composigdo especificas & microscopia eletrénica (Goessens, 1984; Fakan e

Hernandez-Verdun, 1986) (Figura 2):

2. CENTROS FIBRILARES (CF): localiza-se na regido central do componente fibrilar
denso e apresenta estrutura fibrilar. Este componente € constituido por proteinas
enzimaticamente digeriveis e por pequena quantidade de DNA (caracterizado como
DNA ribossomal). As proteinas presentes nesfe componente apresentam uma
caracteristica propria que é a argentofilia (DNA polimerase I, topoisomerase, proteina
C23 e B23). Este componente corresponde s regides organizadoras de nucléolos

(NORs) evidenciadas na interfase;

b, COMPONENTE FIBRILAR (CoF): envolve os centros fibrilares e ¢ composto por
material fibrilar denso (fibras de aproximadamente 4 nm de didmetro). Este

componente é constituido predominantemente por RNA;
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. COMPONENTE GRANULAR {CG}): ¢ formado por granulos de aproximadamente
15 nm de difmetro, que representam os ribossomos citoplasmaticos. Portanto este

componente ¢ constituido por ribonucleoproteinas (RNP);

. INTERSTICIO NUCLEOQOLAR (IN): so areas mais ou menos esféricas, de baixa
densidade, rodeada pela massa nucleolar e tem sido referido como regides de estoque ¢

transporte dos precursores pré-ribossomais;

_ CROMATINA ASSOCIADA AO NUCLEOLO: esta cromatina constituida por

DNA Parece estar envolvida na sintese de RNA ribossomal;

" MATRIZ NUCLEOLAR (MN): esta estrutura estd envolvida com o suporte dos

outros componentes nucleolares. Este carioesqueleto & constituido por proteinas

insolfiiveis.
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cromatina associada

ao nucléolo

Esquema da estrutura de nucléolos de células eucarioticas

Figura 2.
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As NORs foram descritas pela primeira vez por Heitz (1931) e por McClintock
(1934) em células de vegetais. Em torno destas regides é que ocorre a organizacio do
nucléolo durante a telofase. Correspondem as constrigdes secundarias dos cromossomos
das célnlas eucaridticas. No homem estdo localizadas no brago curto dos cromossomos
13, 14, 15, 21 e 22. Demonstrou-se também que estas regides contém genes ribossomais e
que sfo ricas em proteinas argentofilicas. Correspondem aos centros fibrilares e
componente fibrilar evidenciado nos nucléolos em interfase (Derenzini e Ploton, 1991;
Mamaev e Mamaeva, 1990). A distribuigéio intranuclear diferente dos componentes
nucleolares constituidos por RNP e a mudanga nas suas proporgdes tém sido relacionadas
com diferengas na sintese ¢ processamento do RNA ribossomal. Portanto a caracteristica
morfolégica dos nucléolos se deve as diferengas de distribuigiio das NORs na interfase

{(Derenzini e Ploton, 1991).

As NORs sdo constituidas por 3 diferentes elementos que tém fumgfio distintas
(Derenzini ¢ Ploton, 1991; Fakan et al, 1986; Hernandez-Verdun, 1983):

a. Cromatina ribossomal: em células humanas em tomo de 400 genes ribossomais estio
presentes nas células em divisdio e estdo envolvidos com a sintese de proteinas

ribossomais;

b. RNA polimerase 1 ¢ fopoisomerase I enzimas seletivamente responsaveis pela

transcrigdo dos genes ribossomais € que se localizam nos centros fibrilares;

¢. Proteinas C23 (nucleolina) ¢ B23. Existem algumas evidéncias de que estas proteinas
sdo responsaveis pela transferéncia das particulas de RNP do componente fibrilar para
o granular no nucléolo e como estdio associadas a0 RNA ¢ DNA ribossomais, também
podem estar envolvidas com o controle da razdo de transcricdo dos genes ribossomais

mediando o estado de fosforilagio destes.

As principais proteinas relacionadas aos NORs sdo a RNA polimerase (subunidade
1), a nucleolina e a B23. Estas apresentam caracteristicas argentofilicas e através da

analise das proteinas mucleares durante o ciclo celular por técnicas de eletroforese em gel
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de policrilamida, Roussel ¢ Hernandez-Verdun (1994) observaram que na interfase a
argentofilia das NORs se deve principalmente as proteinas nucleolina e B23, proteinas
ndo relacionadas a atividades de transcrigdo dos genes ribossomais e sim estruturais. Ja na

mitose celular a principal proteina argentofilica é a RNA polimerase I (Roussel ¢
Hemandez-Verdun, 1994),

A caracteristica de argentofilia destas proteinas nfo histdnicas referidas se deve
provavelmente aos grupos sulfidnl e carboxil e a caracteristica terciaria destas. (Figura 3)
{Crocker, 1990). A técnica de coloragdio utilizada inicialmente descrita por Goodpasture ¢
Bloom em 1975 utilizava 2 estagios distintos onde o primetro permitia a ligacdo da prata
as proteinas argentofilicas e no segundo realizava-se a redugfo da prata com revelagdo da
coloragdo (Crocker, 1990). Recentemente Ploton e colaboradores (1986) modificaram a
técnica permitindo a coloragio em estagio Gnico com bons resultados. O principio basico
desta técnica € o uso combinado da prata com o revelador associado a um protetor
coloidal (gelatina) permitindo uma redugdo da instabilidade da solugfio e uma menor
inespecificidade. Mais recentemente alguns autores obtiveram uma maior sensibilidade do
método de impregnagdo pela prata utilizando contra-coloragio azulada (contendo
cloridato de ferro, hexacianoferrato de potdssio ¢ acido oxalico) {(Yekeler et al, 1995).
Alguns fatores interferem no padréio de coloragiio pela técnica de impregnagio pela prata
como a fixagdo do material, temperatura utilizada ¢ tempo de exposigfo a prata (Smith et

al, 1988; Crocker et al 1989, Crocker, 1990).
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captagdo dos ions prata (Ag*) processo de nucleagéao
pelos grupos carboxil (-C=0)
e sulfidril (-S-H)

Figura 3. Esquema demonstrando o processo de coloragio pela prata das proteinas

argentofilicas nucleares
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Outro fator envolvido na avahagfo dos AgNORs ¢ o método de contagem das
imagens coradas. Pode-se evidenciar 3 tipos de AgNORs (Crocker et al, 1989):

¢ estrutyra tinica, compacta e que corresponde ao nucléolo de células em Gy;

s grupo de vérios pontos corados intensamente, envoltos por matriz menos corada,
encontrado em células proliferantes ¢ correspondendo aos nucléolos destas, chamados

de “cluster”;

» estruturas argentofilicas isoladas de pequeno tamanho, distribuidas dentro do nucleo
com coloragdo intensa, chamados de pontos. Estes pontos de AgNORs estdo dispersos,

ndo associados a nucléolos.

Frente 4 grande variedade de parmetros envolvidos na técnica de coloragdio ¢ dos
padrbes de apresentacio das AgNORs, vérios autores t€m tentado criar uma padronizagio

na sua contagem. Algumas formas podem ser utilizadas:

e contagem de todas as AgNORs dentro e fora de nucléolos, sem diferenciaglio em
“clusters” ¢ pontos (Derenzini e Treré, 1991).Este método pode ser usado em material

citoldgico ou histoldgico;
» contagem diferencial de “clusters” e pontos (Crocker et al, 1989),

As NORs, como ja descrito anteriormente, correspondem aos centros fibrilares (CF),
regidio rica em DNAr e que aumentam de nimero com o aumento da atividade de
transcrigio do nucléolo. Tem sido sugerido também que os CF aumentam de nimero por
sua fragmentagio e diminuem por sua fusdo ou associagdo. Zatsepina e colaboradores
(1988) demonstraram que o volume individual dos CF correlacionam-se inversamente
com a atividade do nucléolo. Além disso observaram também, estudando o aspecto dos
CF durante o ciclo celular, que o volume total dos CF por célula no periodo Gy do ciclo €
a metade do volume que no periodo G, (dipldide). Estes mesmos autores observaram que
analisando-se o volume total de CF, a completa inatividade dos genes ribossomais na
mitose resulta na diminui¢do do volume total de CF por célula. Estes achados levam a

relacionar a capacidade proliferativa das células com quantidade de CF e esta corresponde
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a quantidade de AgNORs. Varios estudos (Derenzini e Trere, 1991; Ofner et al, 1992;
Derenzini, Pession e Treré, 1990; Reeves et al, 1984; Mourad et al, 1994) encontram
correlaglo entre caracteristicas proliferativas ¢ o nimero ¢ a area de AgNORs presentes
no micleo de células normais e neoplasicas. Uma correlagio direta entre o nimero de
AgNORs e a porcentagem de células em fase S do ciclo celular foi encontrada por alguns
autores (Trere et al, 1991; Mourad et al, 1993).

Estudos da drea de AgNORs tém mostrado uma maior sensibilidade e objetividade
na avaliagdo dos parbmetros cinéticos. O uso de equipamentos para anilise de imagem
assistida por computador tem sido preconizado como método ideal para avaliagio das
AgNORs (Raschoff et al, 1990; Derenzini e Treré, 1991). Existe uma correlagdo direta
entre a drea de AgNOR e/ou a porcentagem da area nuclear ocupada pelas AgNORs e
pardmetros cinéticos como: porcentagem de células em fase § do ciclo celular (%FS)
medidas por citometria de fluxo, velocidade de duplicagfio celular (TDC), fragdo de
crescimento tumoral (FCT) além de outros pardmetros, porém estas correlagdes sdo
encontradas somente em algumas linhagens celulares ou neoplasias analisadas (Riischoff
et al, 1989; Arden et al, 1989; Derenzini e Treré, 1991; Charpin et al, 1992; Riischoff et
al, 1993). Com base nessas medidas de morfometria, Riischoff ¢ colaboradores (1989)
propdem a criagdo de um indice que leva em consideragiio ndo 50 0 nimero mas também a
drea de AgNORs. Este indice parece ser mais sensivel na avaliagdo do grau de
malignidade de determinadas neoplasias ¢ assim indiretamente de parimetros cinéticos
destas células (Ritschoff et al, 1989; Rischoff et al, 1993).

A avaliagfio quantitativa e/ou morfométrica das AgNORs tem sido utilizada em
trabalhos e na rotina na tentativa de definir pardmetros para o diagndstico do grau de
malignidade, evolugio clinica e prognéstico de determinadas neoplasias como: doengas
linfoproliferativas (Crocker e Paramjit-Mar, 1987, Mourad et al, 1992; Pich et al, 1992;
Freeman et al, 1993; Jakie-Razumowic et al, 1993; Pich et al, 1994), doenga hepatica
{Anselmi et al, 1990), melanoma maligno (Howat et al, 1988), carcinoma renal (Delahunt
st al, 1991), neoplasia pulmonar (Derenzim et al, 1989; Soomiro et al, 1991), carcinoma de

mucosa oral e glandulas salivares (Fujita et al, 1992; Schwint et al, 1994), neoplasia de
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tiredide (Karmakar € Dey, 1995) e carcinoma de mama (Bockmiihl, 1991; Mourad et al,
1992; Aaltomad et al, 1993). Os estudos das AgNORs na hematopoiese normal ¢ anormal

¢ escasso e sem homogeneidade nos resultados.

Na hematopoiese normal, através da avaliagdo do nfimero de “clusters” e pontos,
Grotto e colaboradores (1991) observaram um padréo especifico para cada tipo celular na
linhagem de granulopoiese ¢ eritropoiese. Estes autores observaram uma diminnigéo do
numero de “clusters” durante o amadurectmento da c€lula sendo estes substituidos por
pontos nos elementos mais maduros. A diminuigdo do mimero de AgNORs também estd
relacionado com a diminuigdo da capacidade proliferativa das células hematopoiéticas
(Smetana e Likovsky, 1984; Nikicicz e Norback, 1990; Grotto, Lorand-Metze ¢ Metze,
1991). Nas leucemias agudas, alguns autores observaram que os blastos neoplasicos
apresentam um menor numero de AgNORs quando comparados com células normais. Isto
vem de encontro a achados de cinética celular (Grotto et al, 1993), porém outros autores

nio demonstraram essa associagdo (Nakamura et al, 1992).

Como encontramos controvérsias na literatura quanio ao comportamento das
ApgNORs nas lencemias agudas e sua correlago com os achados de cinética celular,
decidimos estudar o padrio de AgNOR nas leucemias agudas, estudo quantitativo a
microscopia Otica ¢ morfométrico, e a quantificagio da porcentagem de blastos

leucémicos em fase de sintese de DNA (%FS).
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L. Caracterizar o padriio das AgNORs nos blastos leucémicos através de varios
parametros de contagem ¢ medidas de 4dreas como: nimero médio de AgNORs
“clusters™ e pontos, porcentagem de células com niimero de AgNORs maior ou igual a
5 (pAGNORs), porcentagem de células com AgNOR “cluster” dnico (UAgNORs), 4rea
nuclear (Anuclear), drea total de AgNORs (AAgNORs), 4rea média AgNORs
(mAAgNORs), porcentagem da 4rea nuclear ocupada por AgNORs (%AAgNuclear),

porcentagem de células bldsticas com %AAgNuclear igual ou superior a 8%

(AAgNuclear > 8%) e indice de Riischoff modificado (IRmod);

2. Estudar o comportamento da cinética celular (quantificagio da células em fase de
sintese de DNA) pelo método de incorporagio “in vitro” da bromodeoxiuridina (IBrdU)

nas células blasticas da medula 6ssea dos portadores de leucemias agudas;

3. Verificar as possivels correlagdes entre o IBrdU e os diversos pardmetros de AgNORs;

4. Verificar as inter-relagdes entre os diversos pardmetros de AgNORs (contagens e

medidas de area);

5. Verificar a possivel associaglo dos parametros das AgNORs (contagens e medidas de

areas).
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A. Casuistica

Foram estudados 20 pacientes adultos portadores de leucemia aguda acompanhados
pela Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP no periodo de 1992 a 1994, De cada
caso foram analisados dados clinicos ¢ hemograma. Ndo foi analisado o seguimento
climico dos pacientes pois existia diferengas nos protocolos de tratamento e a casuistica
era pequena, o que em patologias de alta mortalidade como as leucemias agudas,
mwviabiliza a anélise de sobrevida. Além disso foi realizado aspirado de medula 6ssea em
todos os casos ao diagndstico com estudo morfolégico e citoquimico, sendo realizada a

classificacio segundo os critérios FAB.
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B.1. Coloragéo pela prata das regides organizadoras de nucléoios
(AgNORSs):

Esta coloragio foi realizada segundo o método descrito por Ploton e colaboradores

(1986} e por Smith e Crocker (1988), e adaptado para preparagdes citolégicas.

As laminas de esfregaco de medula dssea foram fixadas em solugiio de 4cido
acético:metanol (1:3) por 10 minutos. Foram secas a temperatura ambiente por 10
minutos. Realizou-se lavagem em solugdo Triton® 100 a 5% em tampio fosfato (PBS) por
10 minutos com a finalidade de remover substincias proteicas extracelulares e assim

diminuir o precipitado de fundo da coloragdo. Esta padronizagéo foi desenvolvida neste

trabaltho ¢ se mostrou eficaz.

A coloragiio foi realizada com solug@o aquosa filtrada de nitrato de prata a 50% em
solugdio de gelatina 2% ¢ acido férmico a 1% (proporgdo 2:1) por 10 minutos a 60°C em
cimara escura. Depois realizou-se lavagem com agua deionizada, desidratagfo,

clarificacfio. As ldminas foram montadas com Entetlan®.
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B.2. Avaliagdo quantitativa e morfométrica das AgNORs

As laminas foram analisadas por dois observadores pelo método duplo cego. Foram
contados separadamente em 100 blastos consecutivos os “clusters” e os pontos de
AgNORs. Foram definidos como pontos as estruturas argentofilicas isoladas de pequeno
tamanho com coloragdo intensa distribuidas dentro do nicleo e os “clusters” como o

grupo de pontos corados intensamente e envoltos por matriz menos corada.

Trés avaliagGes a microscopia otica (aumento de 1000X de imersdo) em equipamento

Zeiss® foram realizadas:

¢ Média do niimero de estruturas de AgNORs (pontos e “clusters” contados
separadamente) por niicleo: mAgNOR ponto e mAgNOR “clusters”;

» Porcentagem de blastos leucémicos que exibem namero maior ou igual a 5 AgNORs
por niicleo (pAgNOR), este pardmetro foi utilizado pois Mourad e colaboradores
(1992a, 1992b, 1993, 1994) obtiveram em estudos com linfomas e tumores solidos
uma correlagiio deste indice e a capacidade proliferativa destas neoplasias avaliada

pela porcentagem de células em fase de sintese dde DNA (fase S do ciclo celular);

» Porcentagem de blastos leucémicos com um unico “cluster” de AgNORs

(UAgNORs).

A avaliagBo morfométrica foi realizada utilizando-se fotos realizadas em microscépio
otico Zeiss® modelo Axioskop e maquina fotografica Zeiss® modelo MC-100 35mm com
aumento de 1000X e revelagfio no tamanho 17 X 12 cm. Estas fotos foram utilizadas para
transferéncia em papel milimetrado usando-se papel carbono dos contornos nucleares e
dos AgNORs de 50 blastos leucémicos. Os contornos das estruturas coradas pela prata
(AgNORs) utilizados para avaliagfio da area das AgNORs foram definidos como toda
estrutura inclusive a matriz dos “clusters” corada fracamente. Este método possibilita uma
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diminuicdo do erro na identifica¢do das estruturas AgNORs fortemente coradas dentro dos
“clusters” que, frequentemente, sdo de dificil definigdo e variam com a intensidade de

coloragdo (fixagdo e tempo de coloragio).

Foram medidas as areas nucleares ¢ dos AgNORs em mm’ das imagens fotograficas

com céleulo das seguintes médias e desvios padrdes:

s Area nuclear (ANuclear) de cada blasto: foi medido a éarea nuclear de 50 blastos

consecutivos de cada paciente ¢ calculado a média e o desvio padrdo para cada caso;

s Area AgNORs (AAgNORs): drea total corada pela prata por micleo medida de cada

célula analisada (total de 50 células por caso) e calculado a média e o desvio padréio;

« Area média de AgNORs (Area AgNORs/miimero de AgNORs) (mAAgNORs): este
parametro foi calculado dividindo-se a drea de AgNORs corada pelo numero total de
estruturas argentofilicas {“clusters”e pontos somados), apés for calculada a média ¢ o

desvio padrio de todos os casos estudados;

« Porcentagem da 4rea nuclear ocupada por AgNORs (%AAgNuclear): para este
pardmetro cada caso foi estudado separadamente com medida de 50 blastos por caso ¢

o calculo da média e do desvio padrio de cada caso;

« Porcentagem de células blasticas com %6AAgNuclear maior oun igunal a 8%
(AAgNuclear = 8%). Este pardmetro foi definido através de estudo preliminar dos 5
primeiros casos, onde analisamos o indice de incorporagdo de bromodeoxiuridina
(IBrdl)). Observamos que a definiciic de dois grupos com ponto de corte da
porcentagem da é4rea nuclear ocupada pelas AgNORs (%AAgNuclear) de 8%
apresentava uma melhor correlagdo com o pardmetro de cinética celular estudado

(IBrdU)

3
|
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» Indice de Rischoff modificado (IRmod) calculado segundo a seguinte formula:

> AgNORs / mimero de células analisadas

IRm = -
Y AAgNORs / T AgNORs

OBS: este indice ¢ chamado de modificado pois os “clusters” s3o computados como
granulagdes tGnicas além das medidas serem realizadas em mm’ das imagens

fotograficas ampliadas.
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C. Método de incorporagéo “in vitro” da bromodeoxiuridina pelas

células leucémicas

Foi obtido de 14 casos aspirado de medula dssea em seringa heparinizada. Esse
material era imediatamente diluido em meio RPMI-1640 e realizada a separagio das

células mononucleares através de gradiente de Ficoll-Hipaque.

Apés lavagem das células obtidas com meio RPMI-1640 gelado (4° C), a concentracdo
final era ajustada para 5x10° células/m! e entio 1 ml desta suspensdo era incubado em
meio contendo 5 mM de bromodeoxiuridina (DAKO®) e soro bovino fetal (15% v/v) por

60 minutos a 37° C em banho maria. Ao final da incubagdo, as células eram lavadas
novamente em meio RPMI-1640 gelado e ressuspensas em TBS. A seguir eram feitas as
preparagdes em citocentrifuga (“cito spin™). Estas foram secas ¢ armazenadas a -30° C ate

a realizacdo da imunocitoquimica.

Técnica Imunocitoguimica: As liminas foram fixadas em acetona a 4°C por 10
minutos ¢ secas a temperatura ambiente por no minimo 30 minutos. Apos a lavagem com
TBS, foi realizada denaturagdo parcial do DNA nas laminas com solucdo de NaOH 0,07M
por 30 segundos seguido de um banho com tampdo Bérax 0,IM por 2 mmnutos. Esta
padronizagdo foi desenvolvida neste trabalho e se mostrou necessaria pois 0 anticorpo

primario a ser utilizado se mostrou incapaz de reagir sem este procedimento.

Apés a denaturagdo, foi realizada lavagem com TBS, incubagdo com soro de cavalo
normal a 2% por 30 minutos ¢ a seguir incubagdo com anticorpo primario: anti-
hromodeoxiuridina monoclonal de camundongo (clone Bu20a - DAKO®) a uma diluigdo

de 1;50 por 30 minutos em TBS.

Apés lavagem, as ldminas foram incubadas com o anticorpo secundério biotinilado
anti-imunoglobulina (anti-IgG) de camundongo policlonal (de cavalo - VECTOR®

Laboratories) a uma diluigio de 1:100 por 30 minutos e a seguir pelo mesmo tempo com 0
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complexo avidina-biotina-fosfatase alcalina (VECTOR® Laboratories). Apos realizou-se
incubacdo com substrato cromogénico (VECTOR® Laboratories) por 20 minutos em
camara escura £ a contra-coloracdo com hematoxilina diluida (1:2). As laminas foram

montadas com Entellan®,

O indice de incorporagio da bromodeoxiunidma (IBrdU) foi calculado através da
contagem de no minimo 500 células consecutivas (variando de 500-2000 células) em

aumento 400X & microscopia ética.

mimero células positivas
P < 100

BrdU = — - f
namero de ce_l.uias contadas

A positividade apresentou gran de intensidade variavel. porém nunca os resultados

apresentaram diferengas inter-observadores superiores a 10%.
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D. Estudo estatistico

Inicialmente foi realizada estatistica descritrva calculando-se médias e desvios padrdes

de cada pardmetro. Os objetivos do estudo estatistico foram: 1- analisar as interrrelagbes

entre o indice de proliferagdo celular conhecido (indice de incorporagdo “in vitro” da

BrdU) ¢ os pardmetros de coloragdo das AgNORs estudados e 2- analisar as interrelag3es

entre os diversos parimetros da coloragdo das AgNORs. Como estas metas tém carater

explorat6rio, optamos pela seguinte estratégia:

a)

b)

Calcular para 1 ¢ 2 separadamente todas as correlagdes entre pardmetros usando o teste
ndio paramétrico de Spearman. Como varias varidveis sdo calculadas em forma de
porcentagens, elas ferem a normalidade e por isso testamos o conjunto ndo

parametricamente. Para diminuir o nivel de erro tipo I foi feita a corregdo do nivel de
significancia utilizando-se a seguinte formula: o* = o (h.x+1)" sendo a o nivel de

significancia escolhido {p=0,05), h o nlmero de testes realizados ¢ x o niimero de
testes com significincia ndo corrigida (método de Cross ¢ Chaffin) (Cross € Chaffin,
1982).

Com a finalidade de diminuir o erro tipo Il usamos somente testes unilaterais, devido
a0 conhecimento de resultados previos na literatura. Com o objetivo de detectar
possiveis interdependéncias entre variaveis, calculamos como segundo passo as
correlagdes parciais mantendo constantes: area nuclear, nimero de AgNORs “clusters”
ou nimero de pontos e num terceiro passo realizamos uma andlise fatorial incluindo
todas as variaveis pelo método da analise do eixo principal. Para a extragio de fatores
usamos o “scree test”. Neste procedimento, criamos um diagrama bidimensional com
as seguintes coordenadas: eixo X - niimero de cada fator, eixo Y - 0 valor proprio de
cada fator. O niimero de fatores a serem analisados foi determinado pela inflexdo da
curva obtida. A rotagdo dos fatores foi feita pelo processo Varimax. Varidveis com
“factor loadings” acima de 0,5 foram incluidos nos respectivos fatores.

Para todos os calculo usamos o “software” Win STAT versdo 3.1 (Kalmia Co.
Inc. USA).
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Estudo gquantitativo e qualitativo das AgNORs

Foram analisados aspirados de medula ossea de 20 pacientes portadores de lencemias

agudas {LAs). Destes, 16 casos foram de leucemia mieléide aguda ¢ 4 casos de leucemia
linfdide aguda. Foram caleuladas as médias (M) ¢ o desvio padrio (DF) (M & DP) para os

parimetros quantitativos analisados:

" w blastos leucémicos em sangue periférico 55,87 x 10° £ 65,34 x 10°/ mm’ (faixa de 0.5

- 230 x 10° /mm’),
» AgNORs “clusters™ 2,47 £ 0,51 (faixa de 1,68 - 3,45),
+ AgNORs pontos 0,34 + 0,12 (faixa de 0,12 - 0,38),

e pAgNORs (porcentagem de blastos com nimero total de AgNORs maior ou igual a 5)
9,85% + 9,17% {faixa de 0 - 32%),

o UAgNORs {porcentagem de blastos com “cluster” dmco} 18,10% =+ 13,31% (faixa de
2 - 44%).

A figura 4 mostra o padrio de coloragéio obtido pela técmica de impregnagio pela prata

realizada onde podem ser diferenciados os AgNORs “clusters™ ¢ os pontos.

Liy
Loy

Resultades




Figura 4. Coloragdo de esfregago de medula 6ssea corado pela impregnagdo pela
prata das regides organizadoras de nucléolos (AgNORS). “clusters’mmp €
pontos ==
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Estudo morfométrico

O método de analise morfométrica realizado se mostrou trabalhoso porém eficaz
(Figura 5). Na anilise dos 5 primeiros casos nao houve variagdo significativa dos

resultados obtidos intra-observador a nivel de 10 %. Para os parametros morfomeétricos
(medidas de areas) foram calculadas as médias (M) e o0s desvios padrdes (DP) (M £ DP) e

encontramos:

e 4rea nuclear (ANuclear) medidas em mm2 : 273,32 mm’ + 64,82 mm’ (159,04 -

392,00 mm°),
 area total de AgNORs (AAgNORs): 25,24 mm’” 22,93 mm” (7,75 - 36,96 mm?),
 4rea média das AgNORs (mAAgNORs): 7,32 mm” £ 2,69 mm’” (2,58 - 14,00 mm”),

e porcentagem da area nuclear ocupada pelos AgNORs (% AAgNORs): 7,49% %
1,89% (2,69 - 10,58%),

o porcentagem de blastos com area nuclear ocupada pelos AgNORs superior ou igual a

8% (% AAgN > 8%): 39,59% * 26,40% (0 - 87, 1%),
o indice de Riischoff modificado (IRmod): 0,48 +0,33 (0,10 - 1,43) (tabela I).

Em estudo preliminar, a porcentagem de blastos com area nuclear ocupada pela
AgNORs maior ou igual a 8% (% AAgN > 8%) foi definido como parametro a ser
analisado. Observou-se que a defini¢do de 2 grupos onde o ponto de corte era de 8%
apresentava uma melhor correlagao com o pardmetro cinético estudado (IBrdU “in vitro”).

Na analise com o grupo completo, esta correlagdo ndo foi observada.
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Estudo de cinética celular

O comportamento cinético celular foi estudado através do método de mcorporagdo “in
vitro” da bromodeoxiuridina (IBrdU) que avalia a porcentagem de células na fase de
sintese de DNA (fase §) no momento da coleta do material (figura 6). Esta técnica for
possivel em 14 casos de LAs (12 de LMA ¢ 2 de LLA). O IBrdU apresentou uma faixa de
2.7% a 18,5% (média = 7,55% e desvio padriio = 4,0% ). Os resultados sdo mostrados na

tabela I,

A correlagdo multipla pelo teste de Spearman se mostrou estatisticamente significativa
(nivel de significancia corrigido menor que 0,005) somente entre 0 indice de Rischoff
modificado e o IBrdU, como mostra a tabela IL. As demais correlagdes ndo mostraram
significado. Esta correlagdo mostrou um coeficiente positivo (R=+0,6716). Isto sigmifica
que quanto maior o IBrdU, isto ¢, maior a porcentagem de células blasticas em fase S do
ciclo celular, maior serd o [Rmod. Analisando os pardmetros envolvidos no calculo deste
indice observamos que existe uma correlagdio positiva entre 0 IBrdU e o namero de
AgNORs total e negativa entre aquele pardmetro cinético e a 4rea de AgNORs, porém este

significado estatistico s6 ocorre no dmbito da formula e ndo com os pardmetros isolados.
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Figura 6. Incorporacdo de bromodeoxiuridina (IBrdU). Coloragcdo de imunocitoquimica

pela técnica complexo avidina-biotina-fosfatase alcalina
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Tabela II. Correlagio multipla com significdncia unilateral pelo método de Spearman entre o

IBrdU ¢ parmetros de hemograma ¢ AgNORs

o R = 0,22052
Blastos em sangue periférico NS
p=10,22434
R =0,26075
mAgNORs “clusters” N§
p=0,18394
Ro=0,47225
mAgNORs pontos NS
p=0,04408
. R =0,37944
pAgNORs NS
p = 0,09043
R=-3,38571
UAgNOR NS
p = 0,086358
R=-4,17311
ANuciear NS
p=0,27698
R = -0 34185
AAgNORs NS
p=0,11578
R = -0,30651
mAAZNORs NS
p=0,14324
R = -{,36499
% AAgNuclear NS
p=0,09971
R = 044977 _
% AAgNucl 2 8% NS
p= 005330
R=10,67164
Rmod p < 0,005
p = 0,00426
NS = ndo significativo
p = 0,008 Nivel de significincia corrigido caleulado por o* = ct.(h - x + 1)
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Estudo das inter-relagdes entre os parametros de AGQNORs

Esta analise teve por finalidade detectar possiveis correlages entre os 9 parametros de
AgNORs estudados (mAgNORs “clusters”, mAgNORs pontos, UAgNORs, AAgNORSs,
mAAgNORs, % AAgNuclear, % AAgNucl 2 8% e IRmod). Encontrou-se correlagbes
positivas significativas entre: o nimero médio de “clusters” de AgNORs (mAgNORs
“clusters™) e a porcentagem de células com AgNORs finico (UAgNORs); entre o niimero
médio de pontos AgNORs (mAgNORs pontos) e o indice de Riischoff modificado
(IRmod); entre a area média das AgNORs (mAAgNORs) ¢ a area total das AgNORs
(AAgNORs) e a porcentagem de 4rea nuclear ocupada pelas AgNORs (%0 AAgNuclear) ¢
enire a porcentagem de area nuclear ocupada pelas AgNORs (% AAgNuclear) ¢ 2
porcentagem de células com AAgNORs maior ou igual a 8% (% AAgNucl = 8%).
Correlagdes negativas foram encontradas entre o nlimero médio de pontos de AgNORs
(mAgNORs pontos) e a drea média das AgNORs (mAAgNORs) ¢ entre o indice de
Riischoff modificado (IRmod) e a 4rea total das AgNORs (AAgNORs) ¢ a porcentagem
de 4rea nuclear ocupada pela AgNORs (% AAgNuclear).

Os valores dos coeficientes de correlagiio e do nivel de significancia estio mostrados na

tabela [IL
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Correlagao parcial

¢ Area Nuclear: quando este pardmetro foi defintdo como constante houve manutengdo
da correlagdo da maioria das analise realizadas, porém aquelas entre a drea média de
AgNORs (mAgNORs) ¢ % AAgNucl 2 8% e entre a UAgNORs e o IRmod
apresentaram correlagbes significantes antes ndo observadas ( p= 8,28x107 com
R= +0,6567 & p= 10,0024 com R= -0,6017 respectivamente). Observou-se também um
aumento nas correlagdes entre AAgNORs total ¢ a % AAgNuclear (R= 0,96), 2
%AAgN = 8% (R= 0,89} ¢ o IRmod (R=-0,67), o sentido destas correlagdes foi
mantido.(tabela IV)

¢ Niimero médio de “clusters” de AgNORs por caso (mAgNORs *clusters”):
mantendo-se 0 pardmetro mAgNORs “clusters” constante observou-se que aparcceram

correlacdes entre AAgNORs total e o numero de AgNORs pontos, entre mAAgNORs ¢
a % AAgNucl > 8% e entre a % AAgNucl 2 8% ¢ o [Rmod. Nesta mesma analise

obtivemos um aumento da correlagdo com manutencdo do sentido entre AAgNORs

total e AAgNORs média ¢ o IRmod.(tabela V)

» Niamero médio de pontos de AgNORs por case (mAgNORs pontos): quando este
parametro foi definido como constante, verificamos uma diminuigio das correlagles
entre AAgNORs total e ANuclear e entre aquele parfmetro ¢ a AAgNORs média porém
com manutengdo do sentido. Porém houve uma perda de correlagdo entre AAgNORs
total e % AAgNuclear, % AAgNucl > 8% e IRmod, entre % AAgNuclear e AAgNORs
média e IRmod e entre AAgNORs média ¢ TRmod. As dnicas correlagdes que
permaneceram foram: AgNORs “clusters” e UAgNORs (R= -0,7988), AgNORs total ¢
AAgNORs média (R=+0,7905) ¢ entre %AAgNuclear ¢ %AAgNucl 2 8%
(R = +0,8918). Todos estes parametros sao varidveis dependentes pois sdo elaboradas
levando-se em conta o nimero de AGNORs “clusters” ou a drea das AgNORs ou ainda

a 4rea nuclear ocupada pelas AgNORs. {tabela VI).
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Analise fatorial

Pelo “scree test” vimos que o methor agrupamento de parimetros ocorren quando 0s
separamos em 4 grupos (fatores). Na pratica, esta subdivisic parece também ser a mais
16gica, pois agrupa os pardmetros em fatores relacionados com a area de AgNORs corada,
o nimero de AgNORs “clusters”, o namero de AgNORs pontos ¢ a drea nuclear. Os

valores de cada varidvel apos o processo de rotagdo estio na tabela VIL
Os pardmetros foram associadas do seguinte modo:

o FATOR 1 - Parimetros de 4rea de AgNORs: drea total de AgNORs (AAgNORs),
srea média das AgNORs (mAAgNORs), porcentagem da area nuclear ocupada pela

AgNORs (% AAgNuclear), porcentagem de células com area nuclear ocupada pelas
AgNORs maior ou igual a 8% (% AApNucl z 8% ¢ indice de Rischoff modificado
(IRmod);

« FATOR 2 - Parimetros de niimero de “clusters” de AgNORs: nimero médio de
AgNORs “clusters” (mAgNORs “clusters”), porcentagem de células com AgNORs
“clusters” tinico (UAgNORs) e indice de Riischoff modificado (IRmod);

¢ FATOR 3 - Parametros de drea nuclear: area nuclear (ANuclear), area de AgNORs
total {AAgNORs) e area de AgNORs média {(mAAgNORs).

« FATOR 4 - Parimetros de nimero de pontos: nimero médio de pontos de AgNORs;

Estes quatro fatores perfazem um total de 93,9% da varidncia.
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Tabela VIL Analise fatorial com os valores de cada vaniavel analisada

Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4
mAgNORs “clusters” 0,15078 -0,85986 0,14638 0,14904
mAgNORs pootos 0,32607 0,17181 0,25943 0,99449
UAgNOR 008789 9,95331 -0,04548 -0,01650
ANuclear -0,13752 -0,22187 0,91977 ~0,12506
AAgNORs §,62914 -0,12096 4,75733 -0,19446
mAAgNORs 0,54500 0,30992 060618 5,23738
% AAgNuciear 1,80600 0.07227 0,008352 -0,15121
Yo AAENZ8Y 0,96608 -0,13724 0,08769 -0,17283
IRmod -0,35192 -0,50208 -3,30874 0,38105

Valores do “factor loadings™ das varidveis analisadas em negrito sdo > 0,5 ou < -0,5 ¢ portanto foram
inchuidos no grupamento dos fatores
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- Discuss
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As doengas neoplésicas apresentam um comportamento caracteristico  de
proliferagéio de suas células levando a um crescimento tumoral descontrolado. O processo
de diferenciagdo, de morte celular programada (apoptose) e a regulacio da proliferagio
celular estdio envolvidos nos mecanismos homeostiticos que regulam o crescimento
celular e que estdio comprometidos nos tecidos neoplasicos. O estudo destes mecanismos
pode trazer noves conhecimentos Gteis na condugdo dos pacientes portadores de doengas
neoplasicas. As caracteristicas da dinimica de crescimento tumoral pode ser estudada
atraves de diferentes métodos onde define-se alguns dices como: porcentagem de
mitoses, fragdo de crescimento tumoral, tempo potencial de duplicagdo celular entre
outros. Estes pardmetros auxiliam na criagdo de protocolos de tratamento especificos
podendo melhorar os resultados terapéuticos (Norton et al, 1985; Watson et al, 1991;
Norgaard et al, 1996).

Os mesmos mecanismos de alteragio da dinimica de crescimento tumoral que ocorre
nos tumores sélidos, também podem influenciar o comportamento das leucemias agudas,
Desde a década de 80, varios autores tém estudado, utilizando-se de varios metodos, o
comportamento cinético dos blastos leucémicos. Raza e colaboradores (1987a) estudando
um paciente portador de leucemia mieléide aguda (LMA), através da incorporagio da
bromodeoxiuridina (BrdU) “in vitro”, obteve um dos primeiros resultados em cinética
celular das células blasticas leucémicas onde encontrou um indice de incorporagdo de
23% para material obtido por bidpsia de medula dssea e de 7% por aspirado e utilizando-
se do método de incorporagio dupla (BrdU e timidina tritiada - TT). Encontrou ainda uma
duragdo de fase S (TS) nos micloblastos cucémicos de 4 horas e um tempo de ciclo
celular total (TC) de 16 horas. No mesmo ano, Raza e colaboradores {1987b) publicaram
um estudo mais amplo utilizando as técnicas descritas anteriormente onde analisaram 40
casos de LMA ¢ observaram uma grande variedade dos tempos do ciclo celular quando os
pacientes eram analisados individualmente e que nfio havia uma relagdo direta entre a
duragdo do ciclo celular (TC) € a porcentagem de células ativamente sintetizantes de DNA

(% de células em fase S - %FS). Detectaram também que os pacientes que apresentavam
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micloblastos com um TC muito curto ou muito longo apresentaram-se resistentes ao

tratamento quimioterapico.

Na década de 90, alguns pesquisadores (Riccardi et al, 1991; Giordano et al, 1993)
uttlizando-se da técnica de incorporacio da BrdU e andlise através de citometria de fluxo
e estudo concomitante do conteddo de DNA celular estudaram o comportamento cinético
dos mieloblastos lencémicos. Estes autores encontraram indice de incorporagdo menor no
material de medula 6ssea de LMA quando comparado com o de hematopoiese normal
(6,142,9% ¢ 11,843,1% respectivamente) além de um tempo de fase S e de ciclo celular
total maior no material lencémico. Estes parimetros analisados mostraram importincia
progndstica, principalmente quando se realiza a analise corrigida excluindo-se as células
neoplasicas em fase Gy (Giordano et al, 1993). Observaram um melhor progndstico
{tempo de remissfio completa ¢ de sobrevida ) quando o indice de incorporagdo (LI) era
maior ¢ o tempo de fase S {(TS) e tempo de duoplicagdo potencial (TPot) eram menores,
portanto com maior atividade proliferativa. Estes achados cinéticos como parimetros
prognoésticos ainda necessitam de confirmagdo pois outros autores ndo encontraram

correlagdo.

Brons e colaboradores (1993) nfio observaram, na analise de 33 pacientes portadores
de LMA, correlagic com a resposta a terapéutica quimioterapica. FEstes autores
observaram uma correlagio negativa entre o indice de incorporagio de iododeoxiuridina
(IUrdU) e o tempo potencial de duplicagdo celular (TPot). Enconfraram ainda uma relagio
altamente significativa da capacidade clonogénica espontinea de crescimento leucémico
“in vitro” ¢ o indice de resposta a quimioterapia (correlagdo positiva), porém sem
significado quando se analisa a curva de sobrevida. Hunmter ¢ colaboradores (1993)
ohservaram um pior prognostico (menor resposta a quimioterapia e menor sobrevida ) no
grupo de pacientes portadores de LMA que apresentava crescimento clonogénico
neoplasico “in vitro” , isto €, capacidade proliferativa autbnoma. A hipdtese para este
comportamento € que as células neoplasicas e/ou células acessorias (mondcitos) teriam a

capacidade de produgfo autocrina de fatores de crescimento celular.
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Nas leucemias linfoides agudas, Scarffe e colaboradores (1980) utilizando técnicas
de citometria de fluxo para o célculo da porcentagem de células em fase S do ciclo celular
(%FS) observaram que este parmetro apresentava importdncia prognéstica, podendo até
definir um grupo de maior risco € menor tempo de remissdo quando a %FS era superior a
6%, e que este pardmetro ¢ra independente de outros fatores progndsticos como
marcadores celulares B ou T, leucocitose em sangue periférico, nivel de hemoglobina, dor
éssea, etc. Outros trabalhos, em anos seguintes, confirmaram estes achados (Dow et al,
1982) e também observaram que o comportamento cinético dos blastos circulantes no
sangue periférico era diferente dos presentes na medula odssea (menor atividade
proliferativa), questionando portanto a relagdo entre massa tumoral nas LLAs e a

contagem de células blasticas circulantes.

O estudo das regides organizadoras de nucléolos (NORs) através de técnicas de
impregnaciio pela prata permite uma avaliag80o de caracteristicas cinéticas do tecido
analisado (Derenzini et al, 1990; Ofner et al, 1992; Roussel ¢ Hernandez-Verdun, 1994;
Hofstadter et al, 1995). Virios estudos mostram que a maior quantidade de proteinas
argentofilicas associadas as NORs (AgNORs) esta relacionada com uma maior capacidade
de proliferagdo celular (Trere et al, 1991; Ofner et al, 1992; Mourad et al, 1993) e isto
pode explicar o fato de haver uma relagdo entre o progndstico de varios doengas
neoplasicas com a quantidade de AgNORs avaliada quantitativamente e/ou através de
estudos morfométricos (Howat et al 1988; Bocksmiihl et al, 1991; Delahunt et al, 1991).

No tecido hematopoiético alguns autores estudaram o comportamento das AgNORs
na hematopoiese normal e neoplasica. Smetana e Likovsky (1984) em estudo de material
de medula dssea de individuos normais observaram uma diminuigdo do namero de
AgNORs durante a maturaco das células progenitoras das linhagens eritroblastica e
granulocitica, o que estd de acordo com a diminuicdo progressiva da sua capacidade
proliferativa, Este mesmo achado foi encontrado por Grotto e colaboradores (1991), que

através de uma andlise diferenciada das AgNORs em “clusters” ¢ pontos, observou que
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havia uma diminui¢do do namero de “clusters” ¢ aumento progressivo de pontos, com a

diferenciagdo celular, justificando deste modo a contagem separada destes elementos.

Nas leucenmua agudas, Arden e colaboradores (1989) estudaram a atividade das
NORs em células em metafase atraves da técnica de impregnagdo pela prata em material
de medula Ossea e observaram uma maior atividade das NORs (maior nimero de
AgNORs) nas LLAs quando comparado com os controles normais. Esta diferenca ndo foi
encontrado no material de LMA. Em interfase, as células leucémicas apresentam
“clusters” de AgNORs representando seus evidentes nucléolos e estas estruturas sio
frequentemente polimorficas (Mamaev ¢ Mamaeva, 1990). Poucos estudos sdo
encontrados e com resultados conflitantes, Nakamura e colaboradores (1992) ndo
encontraram uma diferenca significativa entre o nimero de AgNORSs nos blastos de LMA
e LLA (médias de 2,76 e 2,63 por célula, respectivamente), porém quando comparou esta
analise entre material de sangue periférico e de medula dssea observou um menor ntmero
de AgNORs nos blastos circulantes (2,48 ¢ 2,78, respectivamente). Esta diferenca
apresentava significado estatistico, oque esta de acordo com estudos anteriores (Andreeft,
1986; Nakamura et al, 1992; Giordano et al, 1993) mostrando haver maior atividade

proliferativa nos blastos medulares que nos do sangue periférico,

Com a analise diferenciada de “clusters” e pontos, Grotto e colaboradores (1993)
observaram um menor ndmero de “clusters” nos blastos lencémicos (LMA) quando
comparados com mieloblastos normais e também nfo obtiveram diferengas significativas
entre os achados em material de medula Ossea de pacientes portadores de LMA e LLA.
Estes autores concluem gque a contagem da AgNORs deve ser feita separadamente em
“clusters” ¢ pontos ¢ que estes achados relacionam-se com os achados cinéticos nas
lencemias agudas onde observa-se um tempo de fase S do ciclo celular maior nos blastos
leucémicos que nos micloblastos normais, representando uma menor atividade

proliferativa (Andreeff, 1986).
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No presente estudo a analise das AgNORs foi realizada em 20 casos de leucemias
agudas, com estudo quantitativo ¢ qualitativo a microscopia Otica. Encontramos uma
média de “clusters” (2,47 £ 0,31) e pontos (0,34 + 0,12) comparaveis a outros relatos da
literatura. Também foi realizado a contagem da porcentagem de blastos leucémicos com
nimero de AgNORs maior ou igual a 5 (pAgNOR). Este indice foi definido em diferentes
trabalhos por Mourad e colaboradores (1992a, 1992b, 1993, 1994) para materiais obtidos
de linfomas, adenocarcinomas de mama ¢ oufros tumores sélidos em estudo do
comportamento cinético das celulas neoplasicas analisadas através de citometria de fluxo
ou incorporagio da bromodeoxiuridina “in vive” e comparados & analise da AgNORs.
Esses autores observaram que este método de avaliagdo das AgNORs apresentava maior
correlagdio com os resultados das andlises cinéticas onde existia uma correlagio positiva
entre a porcentagem de células com mimero de AgNORs maior ou igual a cinco
{pAgNORs) e fragio de células em fase S. Estes resultados ndio foram observados em
nossa analise. Encontramos uma grande heterogeneidade de resultados com média de
9 85% (faixa de variagiio de zero a 32%), resultado comparavel aos estudos em tumores
sOlidos, ndo existem na literatura relatos deste tipo de andlise em material de leucemias

agudas.

Quando correlacionamos o nimero de blastos presentes no sangue periférico e o
indice de incorporacio de BrdU “in vitro” ndo observamos uma correlagio significativa.
Isto vem de encontro com trabalhos mais recentes (Berger et al, 1994) que demonstram
que a quantidade de leucéeitos no sangue periférico nos casos de LMA ndo estd
relacionado com a capacidade proliferativa e sim com as alteragdes da fluidez da
membrana celular e a capacidade de adesdo desta aos componentes da matrix extracelular.

Como em nossa casuistica predominavam os casos de LMA, este achado seria o esperado.

A microscopia 6tica, também realizamos uma quantificagio de blastos leucémicos
que apresentavam AgNORs “cluster” unico (UAgNORs) que t€m sido caracterizados
como células que se encontra na fase quiescente (Gg) e inicio do ciclo celular (inicio de

G;) onde ocorre baixa sintese proteica (Grotto et al, 1993). Este tipo de padrio ¢
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observado em linfécitos circulantes estimulados com fitohemaglutinina (Wachtler et al,
1986) e nas células que representam a fragdo de proliferagdo das LLC (Lorand-Metze ¢
Metze, 1996). Em nossa casuistica encontramos uma média (M) ¢ desvio padrio (DP)
(M + DP) de 18,10 £ 13.31% (faixa de 2 - 44%) de UAgNORs, o que leva-nos a
considerar que nas leucemias agudas encontramos uma porcentagem grande de células
quiescentes, quando a andlise ¢ feita de maneira instantdnea, o que ja foi demonstrado em
estudos anteriores {Andreeff, 1986).

O pAgNOR apresenta, nos trabalhos de Mourad e colaboradores, uma correlagdo
coﬁl a fragio de células em fase S. Neste estudo comparamos em 14 casos este indice com
4 IBrdU onde encontramos somente uma tendéncia a correlagio positiva (R=0,37944)
porém sem significado estatistico. Uma tendéncia a correlagdo inversa (R=-0,383571),
também sem significado estatistico, foi observada entre a porcenfagem de blastos
leucémicos com AgNORs “cluster” dnico (UAgNORs) e a fragdo em fase S (IBrdU). A
analise conjunta destes dois pardmetros leva-nos a crer que os pardmetros quantitativos
das AgNORs niio sdo isoladamente representativos da fragéo de células em fase S do ciclo
celular nas leucemias agudas. Estes pardmetros quantitativos de AgNORs assim como a
contagem absoluta de blastos circulantes no sangue periférico ndo apresentaram
correlagio estatisticamente significativa guando comparamos com a fragfo de células em

sintese de DNA (IBrdU).

Alguns parimetros morfométricos foram analizados neste trabalho, como a area
nuclear (ANuclear), 4rea total de AgNORs (AAgNORs), drea média de AgNORs por
estrutura corada (“clusters” e pontos) (nAgNORs), porcentagem de area nuclear ocupada
por estruturas coradas - AgNORs (%AAgNuclear) e a porcentagem de area nuclear

ocupada por estruturas coradas maior ou igual a 8% (%eAAgNucl> 8%).

A area e o volume nuclear variam diretamente em fungéo das quantidades de RNA ¢
de protefnas ndo-histonicas, ambos indicadores da capacidade de sintese proteica de uma

oélula. Portanto a medida da 4rea nuclear tem sido relacionada com 2 capacidade
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proliferativa das células neoplasicas e ndo neoplasicas, células com é&rea nuclear maior
apresentam um indice de proliferagdo maior (Mello e Vidal, 1980). No presente trabalho
foram analizados 20 casos de LA, com medidas de drea nuclear em 50 blastos nos casos
onde obtivemos uma M + DP de 273,32 + 64,82 mm® { medidas em papel milimetrado de
fotos ampliadas do material 4 microscopia otica) ( faixa de 159,04 - 392,00 mm?). Nesta
andlise quando comparamos com o indice de incorporagdo da BrdU nfio encontramos
correlagdo. Além disto observamos que nas LAs existe uma variagio grande do tamanho
nuclear e também do tamanho das células neopldsicas o que pode estar relacionado com
outros fatores além da capacidade proliferativa e da atividade de sintese protéica medidas

através da porcentagem de células em fase S do ciclo celular.

Analisamos a area de AgNORs (AAgNORs ¢ mAAgNORs) inclusive a sua
correlagdo com o tamanho nuclear (Y%oAAgNuclear ¢ %AAgNucl> 8%). Estes paridmetros
apresentaram grande variagdo entre os casos. A %AAgNuclear, pardmetro que melhor
representa a quantidade de AgNORs em fungdo do tamanho celular e nuclear, apresentou
uma M £ DP de 7,49 = 1,89 % (faixa de 2,69 - 10,58%). Estados de varios autores
(Derenzini et al, 1990, Treré et al, 1991, Ofner et al, 1992), com linhagens de células
neoplasicas observaram uma relaglio direta entre a area de AgNORs medidas ¢ a
capacidade proliferativa das células avaliadas através do indice de incorporagdo de BrdU,
de timidina trittada (TT), do tempo de duplicagio da populagdo celular e da fragfo de
crescimento tumoral (Ki-67). As anélises comparativas no presente trabalho destes
pardmetros morfométricos com o IBrdU ndo se mostraram significativas na casuistica de
14 casos estudados. Observamos uma tendéncia de correlago negativa sem significado
estatistico onde as areas de AgNORs maiores representam um IBrdU menor, portanto uma
capacidade proliferativa menor (menor porcentagem de blastos leucémicos em fase 8 do
ciclo celular). Isto provavelmente se deve ao fato de que nos casos de células com ternpo
de ciclo celular mais longo observamos uma maior agregagdo das estruturas argentofilicas

levando a menores dreas de AgNORSs medidas através do método unilizado neste trabalho
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ciclo celular) o que vem de encontro a achados de varios autores que estudaram outras

neoplasias.

No presente estudo, onde a anélise foi realizada astravés da incorporagdo de BrdU
“in vitro”, encontramos uma tendéncia a correlagdo negativa sem significado estatistico,
entre a quantidade de AgNORs medidas através da area total destas estruturas e o IBrdU,
parece-nos que deste modo que a 4rea de AgNORs total nas leucemias agudas nio esta
relacionada com duragdo ¢ fragdo de células em fase S do ciclo. Portanto, a presenca de
estruturas coradas pela prata, (nicas ¢ agrupadas, s6 é possivel se a duragdio de ciclo
celular permitir este agrupamento, a presenca de “clusters” de AgNORs, estruturas com
areas maior que os pontos, pode caracterizar um ciclo celular mais longo. Trabalhos com
o estudo de um nitmero mator de casos podem reforcar estes achados. Uma analise recente
de Treré e colaboradores (1994) estudando a drea das AgNORs nos blastos em criangas
portadoras de LLA mostrou que este parametro apresenta valor prognédstico onde
observaram uma sobrevida menor nos casos que apresentaram uma area de AgNORs

malor,

A analise da correlagdio entre diferentes pardmetros quantitativos de AgNORs
mostrou algumas relagdes interessantes como a correlagdo positiva entre o ntimero médio
de pontos ¢ o indice de Riischoff modificado. Esta correlagdo mostra que o ntimero destas
estruturas argentofilicas influéncia significativamente o IR modificado e portanto como
este parmetro tem relagdo com a porcentagem de células em fase S do ciclo, o niimero de
pontos tem importancia na caracterizagdo da capacidade proliferativa dos blastos
lencémicos. Esta correlacdo s¢ mantem mesmo quando fixamos outros parfmetros como a
area nuclear ¢ 0 nimero médio de “clusters”. A mesma correlagdo porém com relagdo
inversa ¢ observada entre pardmetros de area (mAAgNORs ¢ %AAgNORSs) ¢ o indice de
Riischoff modificado, entdo a area de AgNORs tem correlagiio indireta com a capacidade
proliferativa, esta comrelagdo se mantem constante mesmo quando fixamos a area nuclear
g o numero de “clusters” porém esta desaparece quando fixamos o niumero de pontos, isto

reforga a importancia deste pardmetro na analise da cinética celular,
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A érea nuclear esta relacionada com a capacidade de sintese proteica da célula e a
guantidade de material ribossomal, este pardmetro apresentou correlagfio com a area total
de AgNOR, este achado € interessante pois permite-nos concluir que os pardmetros que
analizam a area de AgNORs sem levar em conta o tamanho nuclear devem ser avaliados
de maneira cuidadosa € que a quantidadede RNA nuclear (proporcional a area nuclear)
tem realmente correlagio com a drea de estruturas nucleares coradas pela prata
{AgNORs).

(Quando mantemos os pontos constantes na analise estatistica, as correlagdes entre
os pardmetros de AgNORs desaparecem, mantendo significado estatistico somente as
correlagdes entre o nimero de “clusters” e o UAgNORSs, a area nuclear e a area total de
AgNORs, a area total de AgNORs ¢ a drea média de AgNORs ¢ entre a %eAAgNucl ¢ a
%AAgN>8%, todas estas correlagdes sdo obvias. Portanto, parece-nos que o nimero de
pontos de AgNORs tem grande significado no comportamento das estruturas
argentofilicas nucleares. Na hematopoiese normal, Grotte e colaboradores (1991)
encontraram relacdo com a maturagdo celular (pontos presentes em células maduras). Nos
blastos leucémicos, estas estruturas parecem estar relacionadas com a capacidade

proliferativa destas células , associada a outros fatores.

No estudo através da analise fatorial dos valores de importancia e associagdio de
cada vartavel observamos o agrupamento em 4 grupos: 1- pardmetros relacionados com a
area das estruturas coradas (area das AgNORs): area total ¢ média de AgNORs,
porcentagem da 4rea nuclear ocupada pelas AgNORs, porcentagem da area nuclear
ocupada pelas AgNORs maior ou iguai a 8% e o IR modificado; 2- pardmetros
relacionados com o namero de “clusters”: nimero médio de AgNORs “clusters”,
porcentagem de células com AgNORs “cluster” tnico e IR modificado; 3~ pardmetros
relacionados com a 4rea nuclear; area nuclear, area de AgNORs total e média (AAgNORs
¢ mAAgNORs, respectivamente) e 4- pardmetros relacionados com o niimero de pontos.
No grupo relacionado com a area nuclear encontramos as varidveis AAgNORs e

mAAgNORs por estrutaras coradas que diretamente ndo estdo relacionadas com a area
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nuclear, porém através da andlise de correlaglio miitipla observamos uma correlagio
direta e significativa entre 4rea nuclear ¢ a2 AAgNOR total e desta tltima com a
mAAgNORs.

O estudo das regies organizadoras de nucléolos nas lencemias agndas se mostra
informativo do comportamento cinético destas células neoplasicas. Outros fatores podem
estar envolvidos com o padrio de distribuigdo ¢ a quantidade de proteinas argentofilicas
coradas. Métodos mais praticos ¢ reprodutiveis podem ser necessarios para a implantagio

na rotina da analise das AgNORs,
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1. O estudo da cinética celular das leucemias agudas através da incorporagio de BrdU
para quantificacdo da porcentagem de células em fase S do ciclo celular é um método
adequado ¢ nos permite observar que as leucemias agudas apresentam um padrio

cinético extremamente heterogéneo,

2. No presente estudo ndo observamos correlagdo estatisticamente significativa entre a
contagem de células blasticas circulantes no sangue periférico, do nimero médio de
AgNORs “clusters” ¢ pontos em blastos da medula dssea, a porcentagem de células
blasticas de medula 6ssea com numero de AgNORs superior ou igual a 5 (pAgNORs) e
da porcentagem de células com AgNORs com “cluster” dmico (UAgNOR) com a
porcentagem de células em fase § do ciclo celular (IBrdU). Também ndo foi observada
correlagdo deste pardmetro de cinética celular com os indices morfométricos nucleares
ou das AgNORs como drea nuclear, area de AgNORSs, porcentagem de drea nuclear
ocupada pelas AgNORs e porcentagem de células com area nuclear ocupada por
AgNORs maior ou 1gual a 8%;

3. A fragdo de células blasticas da medula Ossea em fase S do ciclo celular (IBrdU)
mostron correlagio direta significativa com o indice de Riischoff modificado que ¢
calculado levando-se¢ em conta o nimero de AgNORs ¢ a area destas AgNORs,

portanto este indice pode se utilizado para avaliagdo cmética nas leucemias agudas,

4. Observamos uma tendéncias a correlagdo direta, porém sem significado estatistico, do
indice de incorporagiio de BrdU e os parimetros de numero de AgNORs ¢ uma
tendéncia a correlagfio inversa entre aquele pardmetro e 3 porcentagem de drea corada
pela prata por nicleo, o que leva-nos a crer, associado a correlagio com o indice de
Riischoff modificado, que o ciclo celular mais lento de algumas células blasticas
permite que haja um confluéncia dos AgNORs diminuindo assim seu namero ¢

aumentando a area ocupada e células com ciclo celular mais rapido nfo permitiniam
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esta confluéncia, caracterizando desta forma células com grande quantidade de

AgNORs porém area total menor;

Observamos uma associagdo entre 0§ varios pardmetros qualitativos e morfométricos
das AgNORs nas LAs, os de maior sigmficado sdo a correlagio direta entre a area
nuclear e a area das AgNORs. Esta correlagio pode estar relacionada com a
capacidade proliferativa das celulas analisadas. J4 o nimero de pontos de AgNORs
parece ter grande importdncia nas correlagdes entre os parametros podendo significar
que nestes casos as AgNORs nfio estariam associadas aos nucléolos pois as células

apresentariam um ciclo celular ripido (blastos com ciclo celular curto);

O estudo através da analise fatorial dos pardmetros analisados nos permitin a
associacio dos diferentes pardmetros estudados em 4 grupos: pardmetros de area
nuclear, de nimero de AgNORs “clusters”, de niimero de AgNORSs pontos ¢ de area de
AgNORs.
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The present work investigated the use of the Silver Staining of Nucleolar Organiser
Regions (NORs) Technique (Ag-NORs) with quantitative, qualitative, and also
morphometric analysis of 20 Bone Marrow aspirations of acute Leukaemia (LMA and
LLA) patients. The incorporation of bromodeoxyuridine (BrdU) Labelling Index (BrdU-

LI) in 14 of these cases was also studied, and the different results were then compared.

In the quantitative analysis , we found a mean number of AgNORs “clusters” equal to
2.47 £ 0.51 (1.68 - 3.45) and of dots equal to 0.34 £ 0.12 (0.12 - 0.58) in addition to the
percentage of Leukemic blasts with a unique “cluster” of 18.10% = 13.31% (2% - 44%).
The morphometric analysis of the neoplasic cells using the conventional smearing
technique showed a mean percentage of 7.49% + 1.89% (2.69 - 10.58%) of nuclear area
occupied by AgNORs and a modified Rischoff mdex of 0.48 = 0.33 (0.10 - 1.43),

The cellular kinetic evaluation of the collected material using BrdU-LI (S-phase cell
fraction in the cell cycle) showed heterogeneous results when each case was compared
with a range of 2.7% to 18.5% (means value = 7.55% and standard deviation = 4.0%).
The comparison between parameters of AgNORs and BrdU-LI showed statistically
significant results when the modified Riischoff index was used. A positive correlation
between these parameters (R=0.6716) was found, this leads us to believe that BrdU-L1I is
related directly to the total number of AgNORs and inversely related to the AgNORSs area
and furthermore,. that these two parameters are significant only when associated. The
statistical study, permitted us to group the AgNORSs parameters into 4 groups: parameters
related with the AgNORs area, with the number of “clusters”, with the number of dots,

and with the nuclear area.

This study makes it possible to conclude that the only morphometric parameter related
to the cell S-phase fraction is the Rischoff index, therefore AgNORs and mainly their
area inside the Leukemic blasts nuclei are probably more related to the cell cycle time

than to the cell fraction in cycle (proliferating capacity).
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