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RESUMO

E conhecido que 0 acido desoxirribonucleico (ADN) representa 0

principal alvo da irradia<;ao ionizante, porem sac poucas as informa<;5es sobre as
modifica<;5es morfonucleares que a radioatividade induz no nucleo. 0 objetivo
deste trabalho e quantificar as modifica<;5es morfol6gicas induzidas pela
radioterapia sobre os nucleos celulares do tumor experimental MXT/BOG.I, urn
adenocarcinoma mamano de camundongos femeos, mediante 0 uso da analise
computacional de nnagens nucleares coradas segundo 0 metoda de Feulgen e
avaliar 0 efeito radiotenipico no crescimento tumoral. Utilizaram-se 30
camundongos femeos B6D2FI, nos quais 0 tumor MXT foi transplantado na
regiao subcutanea do flanco esquerdo, e foram distribuidos, de maneira aleat6ria,
em 3 grupos de 10 animais. 0 primeiro gropo foi designado gropo controle,
indene de tratamento. as outros dois grupos foram tratados com urna dose de
irradia<;ao respectivamente de 2Gy e 8Gy. Pun<;5es de agulha fina foram
realizadas em todos os tumores, no 7°, 18° e 28° dia ap6s a irradia<;ao. Com 0

material das pun<;5es foram realizados esfrega<;os citol6gicos, seguidos por
fixa<;aopelo AFA (alcool, formol e acido acetico) e corados segundo 0 metodo de
Feulgen, que e quantitativamente especifico para 0 ADN nuclear. Os nucleos
assim corados foram submetidos a analise de imagem por computador no sistema
SAMBA 2005 (Alcatel TITN, Grenoble, Fran<;a), 0 que possibilitou estudar 15
parametros morfonucleares, analisados estatisticamente de forma monovariada e
multivariada. as resultados mostram que, ap6s a irradia<;ao, houve aurnento da
area nuclear, dos grandes agrupamentos da cromatina e da uniformidade dos
niveis de intensldade da cromatina. Em contrapartida, houve clirninui<;ao dos
pequenos agrupamentos da cromatina e da condensa<;ao global da cromatina.
Essas modifica<;5es morfonucleares, ocorridas ap6s a irradia<;ao, apresentaram
caracteristicas dependentes da dose e do tempo. A dose de irradia<;ao de 8Gy
retardou 0 crescimento do tumor MXT, 0 que nao foi observado com a dose de
irradia<;ao de 2Gy. A analise de imagem nuclear mostra-se util quanto ao controle
dos efeitos induzidos pela radioterapia nos nucleos celulares tumorais. Isto
podera permitir tratamento mais especifico de cada tipo de tumor: monitora-se 0

tratamento mediante a pun<;ao de agulha fina e analise dos nucleos por
computador, para caracterizar, de forma mais precisa, a resposta imediata do
tumor ao tratamento instituido .

..
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ABSTRACT

It is known that the DNA represents the main target of ionizing
radiation, but there are a few information about the morphonuclear modifications
that radiation can induce upon a nucleus. The aim of this study is to measure the
morphological modificatIOns induced by radiotherapy on cell nucleus of the
experimental tumor MXT / BOG.! (mouse mammary cancer), by using digital cell
image analysis, of stained nucleus in accordance with the Feulgen method and to
observe the radiotherapy effects on the tumor growth. Utilizing 30 female
B6D2Fl mice, in which a tumor M.XT was transplanted subcutaneously in the left
flank, and later randomized in 3 groups of 10 mice. The first group was
designated as the control group, without any treatment. The second group of mice
received a single dose of radiation 2Gy, and the third group received a single
dose of radiation 8Gy. Fine needle aspirations were performed in all of the
tumors, 7, 18 and 28 days after irradiation. With the material collected from
aspirations, the biological material was smeared on histological slides, and were
immediately fixed by EFA (ethanol, formol and acetic acid), and stained
following the Feulgen method, which allows the selective and quantitative
staining of the nuclear DNA. The stained nucleus were submitted to image
analysis by computer using the SAMBA 2005 system (Alcate! - TITN, Grenoble,
France), which permitted to study 15 morphonuclear parameters, statistically
compared on the basis of the monovariate (one-way variance analysis) and
multivariate analysis. The results show that after the irradiation, there were an
increase in the nuclear area, in the frequency of the long dense chromatin clumps
and ill the uniformity of optical density of the chromatin. In contrast, there were a
decrease of the frequency of the small dense chromatin clumps and in the overall
chromatin condensation level. The morphological modifications after the radiation
appear in a dose-dependent and time-dependent manner. The irradiation with 8Gy
was capable to slowed down the M.XT tumor growth, but the 2Gy dose wasn't
show the apparent effects. Computerized cell image analysis appears to be a
useful tool to monitor the induced effects of radiotherapy on the tumor nucleus
cells. It could permit a more specific treatment for each kind of a tumor:
morutoring the treatment by means of fine needle aspirations and analysis of the
nuclei by computer, to characterize the most precise form, to obtain an immediate
response of the tumor in the treatment applied.
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1.1 GENERALIDADES

E conhecido que 0 acido desoxirribonucleico (ADN) representa 0

principal alvo da irradiayao ionizante, muito embora a membrana celular possa
tambem ter 0 seu papel dentro da mortalidade celular induzida pel a radioterapia.
Em estudos relativos a radiobiologia, HALL, E.J.; ASTOR, M.; BEDFORD,
J.; BOREK, c.; CURTIS, S.B.; FRY, M.; GEARD, C.; HEI, T.;
MITCHELL, J.; OLEINICK, N.; RUBIN, J.; TU, A.; ULLRICH, R.;
WALDREN, C.; WARD, J., 1988, relatam que a maneira como 0 ADN
interage com as histonas e as outras protein as cromossomiais, dentro dos nucleos
eucari6ticos, pode influenciar na distribuiyao das lesoes ao longo das cadeias
nucleotidicas. Em outros termos, parece que a radlOssenslbllrdade das celulas
eucari6ticas podem depender em parte da textura da cromatina. CHIU, S.M.;
OLEINICK, N.L.; FRIEDMAN, L.R.; STAMBROOK, P., 1982 e
OLEINICK, N.L.; CHIU, S.M.; FRIEDMAN, L.R., 1984, demonstraram,
alem disso, que as regioes do ADN que apresentam seqiiencias transcripcionais
ativas sao duas a cinco vezes mais sensiveis a irradiayao do que aquelas
desprovidas de taIs seqiiencias.

Em microscopia 6ptica, AUBELE, M.; JUTTING, U.;
RODENACKER, K.; GAlS, P.; BURGER, G.; HACKER-KLOM, U.,
(1990) estudaram as caracteristicas da cromatina e descreveram que as alterayoes
da homogeneidade da distribuiyao da cromatina do esperma podem ser utilizadas
para quantificar os efeitos da irradiayao sobre as celulas germinativas. Esses
mesmos autores observaram tambem que as alterayoes moleculares, mesmo
minimas, podem exprimir-se no nivel celular pela modificayao da estrutura da
cadeia gen6mica, ou seja, pelas modificayoes da estrutura da cromatma.

1.2 CITOFOTOMETRIA.

o presente estudo baseia-se na utilizayao da citofotometria, que se
desenvolveu de maneira espetacular depois dos primeiros trabalhos de
CASPERSSON, T. (1936, 1950). Este autor utilizou a colorayao especifica e
quantitativa do ADN que FEULGEN & ROSENBECK desenvolveram em
1924. Essa permite quantificar 0 ADN nuclear por meio do microfot6metro com
luz visivel (CASPERSON, T. 1950; PASTEELS, J. & LISON, L. 1950;
ATKIN, N.B. & RICHARDS, B.M. 1956). 0 problema principal, que ofereceu
dificuldades aos rnvestigadores no decenio de 1960 a 1970, foi em grande parte 0

custo proibitivo de tais aparelhos; ademais, a informatica apenas iniciava 0
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caminho: os principios da aplica~ao do computador de yon Neuman estavam nos
seus vacilantes come~os. Do ponto de vista pnitico, os microprocessadores eram
entao inexistentes; utilizavam-se ampolas de dura~ao limitada, que deveriam ser
freqiientemente substituidas; cada amilise celular era realizada manualmente.

No inicio dos anos 80, novas tecnicas computarizadas e de capta~ao
de imagem apareceram, permitindo 0 abandono das metodologias anal6gicas em
beneficio de capta~ao e armazenamento numerico da imagem. Para cada ponto
de zmagem (em ingles "pixel"), a quantidade de luz absorvida (densidade 6ptica)
e convertida em numero; a imagem e enmo representada por sequencia de
nUmeros: imagem numerica.

A revolu~ao da inform<itica destes dez ultimos anos esta na base dos
progressos efetuados no dominio da analise de imagens microsc6picas. Foi
possivel desenvolver, dentro dos limites de pre~os razoaveis, a automatiza~ao da
obten~ao da imagem e, paralelamente, aumentar a velocidade desta obten~ao. A
precisao deste metodo nao cessou de aumentar. Hoje e possivel descrever, por
exemplo, 0 nucleo celular por meio da matriz de 1024 x 1024 pontos de zmagem,
ou seja, mais de urn milhao de pontos de zmagem. No come~o dos anos 80,
descrevia-se 0 nucleo com a matriz de 64 x 64 pontos de zmagem, isto e, 4096
pontos de zmagem. Assim, 0 poder de descri~ao da imagem nuclear foi
aumentado pelo fator 250.

Essa tecnologia possibilitou igualmente estudar parametros ligados a
densitometria dos nucleos, permitindo 0 acesso aos parametros de cinetica
celular e ploidia, assim como os parfunetros de morfometria e da textura da
cromatina nuclear (HARALICK, R.M.; SHANMUGAUM, K.; DINSTEIN, I.
1973; GALLOWAY, M.N. 1975; PRESSMAN, N.J. 1976). Assim, foi
possivel mostrar que existe estreita correla~ao entre esses parfunetros e a
situa~ao das ceIulas dentro do ciclo celular: a cromatina dos nucleos em fase S
(fase do ciclo celular de sintese do ADN) e frequentemente mais difusa que ados
nucleos em fase G 1 (fase do ciclo celular em que a celula deixa a fase de repouso
ou GO, para iniciar 0 ciclo celular) (PEDERSON, T. 1972; KIEFER, G.;
KIEFER, R.; MOORE, G.W.; SALM, R.; SANDRITTER, W. 1974;
SANDRITTER, W.; KIEFER, G.; KIEFER, R.; SALM, R.; MOORE,
G.W.; GRIMM, H. 1974; GIARETTI, W.A.; GAlS, P.; JUTTING, U.;
RODENACKER, K.; DORMER, P. 1983a). Certos autores tentaram mesmo
diferenciar as celulas GO das celulas G 1 (NICOLINI C., GIARETTI W., DE
SAlVE C.; KENDALL F., 1977; GIARETTI W.A., ABMA YR W.;
DORMER P. 1983B). Salientar-se-a, em muitas retomadas, no decorrer deste
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trabalho, 0 interesse dos estudos morfonucleares e, mais particularmente, dentro
do dominio dos efeitos da radioterapia sobre os parfunetros morfonucleares do
modelo MXT, descrito no pr6ximo t6p1CO.

1.3 MODELO DE ADENOCARCINOMA MAMARIo MXT EM
CAMUNDONGOS FEMEOS.

o tumor MXT e modelo de cancer mamano de camundongos
femeos B6D2Fl, que foi induzido por carcinogenese do etilcarbamato e, como
promotor, a prolactina. Esse modelo foi estabelecido por WATSON, C.S.;
MEDINA, D.; CLARK, J.H. (1977) no "Baylor College" (Houston, Texas).

o modelo MXT foi particularmente estudado pel a equipe do
Professor Pasteels do Laborat6rio de Histologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Livre de Bruxelas, quanta as suas propriedades de sensibilidade
aos hormonios. A partir destes estudos, pode-se demonstrar que 0 estradiol
(KISS, R.; PARIDAENS, R.; LECLERCQ, G.; DANGUY, A. 1986a; KISS,
R.; DANGUY, A.; HEUSON, J.C.; PARIDAENS, R. 1986b), a progesterona
(KISS, R.; PARIDAENS, R.; HEUSON, J.C.; DANGUY, A. 1986c; KISS,
R.; DANGUY, A.; HEUSON, J.C.; PARIDAENS, R. 1987a), 0 fator de
libera~ao das gonadotrofinas (de LAUNOIT, Y.; KISS, R.; DANGUY, A.;
PARIDAENS, R. 1987), a prolactina (KISS, R.; de LAUNOIT, Y.;
L'HERMITE-BALERIAUX, M.; L'HERMITE, M.; PARIDAENS, R.;
DANGUY, A.; PASTEELS, J.L. 1987b; KISS R., de LAUNOIT Y.,
DANGUY A., PARIDAENS R.; PASTEELS J.L. 1989a), os andr6genos (de
LAUNOIT, Y. & KISS, R. 19893; KISS, R.; de LAUNOIT, Y.;
WOUTERS, W.; DESL YPERE, J.P.; LESCRAINIER, J.P.; PARIDAENS,
R.; VOKAER, A.; DECOSTER, R.; PASTEELS, J.L., 1989b) e os
hormonios trreoidianos (de LAUNOIT, Y. & KISS, R. 1989b) alteram de
maneira precisa os parfunetros de cinetica celular deste modelo tumoral.

Este modelo foi igualmente utilizado em estudos de imagens
(SCHEIBER, C.; KISS, R.; de LAUNOIT, Y.; FRUHLING, J. 1988) e em
ressonancia nuclear magnetica (SCHEIBER, C.; KISS, R.; de LAUNOIT, Y.;
FRUHLING, J. 1990) para estudar os efeitos induzidos pel a hormonoterapia e
a quimioterapia sobre 0 metabolismo do f6sforo-31 no tumor.

o modelo MXT, desenvolvido e estudado "in vitro" (KISS, R.;
DEVLEESCHOUWER, N.; PARIDAENS, R.; DANGUY, A.; HEUSON,
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J.C.; ATASSI, G. 1986d) foi igualmente utilizado no Laborat6rio de Histologia
da Universidade Livre de Bruxelas, para os estudos de quimioterapia (KISS, R.;
de LAUNOIT, Y.; GRAS, S.; THIBAUT, S.; ATASSI, G., 1988;
PAUWELS, 0.; KISS, R. 1991).

1.4 SISTEMA ESPECIALISTA PARA AVALIA<;Ao DOS EFEITOS DA
RADIOTERAPIA NO NlYEL MORFONUCLEAR.

Muitos diagn6sticos repousam na observayao e amilise visual da
imagem radio16gica, ecografica, tomografica etc ... mas e no dominio da citologia
que a amilise da imagem encontrou a sua plenitude, grayas ao desenvolvimento
de metodos especificos. Efetivamente, a objetivayao do diagn6stico citol6gico
com 0 computador tern como finalidade diminuir, talvez eliminar as divergencias
entre os diagn6sticos, mesmo aqueles feitos por especialistas (DELIDES, G.S.;
GARAS, G.; GEORGOULI, G.; JIORTZIOTIS, D.; LECCA, J.; LIV A, T.;
ELEMENOGLOU, J. 1982; ROSAI, J. & CARCANGIU, M.L. 1984).
Existem problemas inerentes a citologia quantitativa, devidos a variabilidade
biol6gica entre os diversos tumores, assim como as variayoes metodol6gicas, que
proporcionam serios problemas de interpretayao (BARTELS, P.H.; WEBER,
J.E.; BIBBO, M. 1985).

Os sistemas especialistas tiveram particular importancia para ajudar
no diagnostico de anatomopatologia, pois oferecern perspectivas muito
estimulantes ao transferir os conhecimentos do diagnostico humano para a
maquina (BARTELS, P.H. & WEBER, J.E. 1989). Nurnerosas definiyoes de
sistemas especialistas foram propostas. Como exemplo, JACKSON, P. (1986)
definiu 0 sistema especialista como "sistema informatico capaz de representar e
de raciocinar, dentro do dominio caracterizado pela riqueza dos conhecimentos ...
com a perspectiva de resolver os problemas e mesmo de dar conselhos". WIED,
G.L.; BARTELS, P.H.; BIBBO, M.; DYTCH, H. (1989) relatam, que a
introduyao dos metodos quantitativos permitira contemplar, dentro de futuro
proximo, a obtenyao da "verdade no diagn6stico patoI6gico".

No presente trabalho, 0 sistema especialista define-se como sistema
informatico no qual 0 especialista introduz anteriormente urn banco de dados
relativos ao problema estudado, (neste trabalho os efeitos induzidos pela
irradiayao nos nucleos celulares), e no qual oferece meios para tratar esses dados
com raciocinio objetivo, em que 0 sistema deve considerar pre-requisitos e
determinayoes. Assim que 0 sistema especialista recebe novos dados
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desconhecidos, deve ser capaz de trata-Ios como os teria tratado 0 especialista
ou qualquer outro utilizador, se tivesse seguido os mesmos criterios de
classifica9ao e as mesmas ordens de prioridade.

1.5 OBJETIVO DO TRABALHO

o objetivo e observar e quantificar as modrlica90es morfol6gicas
mduzidas pela radioterapia sobre os nucleos celulares do tumor experimental
MXT/BOG.I, adenocarcinoma mammo de camundongos femeos, mediante 0

uso da ancilise computarizada de imagens nucleares, coradas segundo 0 metodo
de Feulgen e avaliar 0 efeito radioterapico no crescimento tumoral.



,

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 MODELO BIOLOGICO, DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E
PREPARAC;AODAS AMOSTRAS.

2.1.1 Tumor MXT e animais.

Este estudo foi realizado no Laborat6rio de Histologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Livre de Bruxelas. Utilizou-se a cepa "BOG.I" do
adenocarcinoma marmmo MXT (DANGUY, A.; KISS, R.; LECLERCQ, G.;
HEUSON, J.C.; PASTEELS, J.L. 1986). Esta cepa MXTIBOG.I corresponde
a urn adenocarcinoma pouco diferenciado de ductos galact6foros. 0 tumor
mammo MXT foi obtido pelo Dr. M. Scheider da Universidade Livre de
Bruxelas e os seus exemplares sao mantidos em "bancos de turnores" no
Laborat6rio de Histologia da Faculdade de Medicina da Universidade Livre de
Bruxelas, por meio de transplantes feitos de maneira regular, mensalmente, em
camundongos femeos C57BL x DBA/2flFl (B6D2Fl), oriundos de IFFA-
CREDO, Liao, Fran9a, com idade de 8 a 12 semanas. Em cada transplante, 10
tumores de volume aproximado de 1 cm3 cada sao divididos de maneira estern
em partes de 10 mm3, e entao sao transplantados na regiao subcutanea, com
auxilio de trocater, segundo 0 procedimento inicialmente descrito por
WATSON et al. (1977) em camundongos femeos B6D2Fl.

Para a experiencia aqui realizada foram utilizados 30 camundongos
femeos B6D2Fl, com idade de 8 semanas, com peso entre 20 e 22 gramas,
provenientes de IFFA-CREDO, Liao, Fran9a. Os animais foram mantidos em
condi90es semelhantes de temperatura (220 +/- 10 C.) e luminosidade, a razao de
14 h. de luz e 10h. de obscuridade, por nictemero. A alimenta9ao e a agua foram
dispensadas ad lzblfum (alimenta9ao com ra~ao padronizada, IFFA-CREDO,
Liao, Fran9a). Os animais foram distribuidos de maneira aleat6ria em gaiolas de
30 cm de comprimento por 15 cm de largura e 12 cm de altura, que permitiam a
convivencia de 5 animais. Para 0 transplante tumoral (regiao subcutanea do
flanco esquerdo) e as Pun90es tumorais de agulha fina (13 X 4,5 - 26G 112,
Becton Dickinson), os animais eram trazidos a sala de experimenta9ao na gaiola,
apanhados com a mao direita do experimentador, fixada sobre 0 seu dorso, os
seus membros craniais 1lllobilizados contra a parede toracica pela pressao
exercida pelos dedos polegar e indicador, com a cauda presa pela mao oposta.
Em seguida, os dedos minimo e anular prendiam a cauda do animal de maneira
que ficasse imobilizado na mao direita do experimentador; assim, a mao
esquerda ficava livre para 0 transplante ou para as Pun90es tumorais.
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2.1.2 Controles histol6gicos.

Como controle do tumor foram realizados cortes histol6gicos de
5~m de espessura, em seguida, corados pelo metodo hematoxilina-eosina para 0

exame histol6gico. Os tumores foram provenientes de animais excedentes ao
presente estudo: transplantados na mesma epoca e nas mesmas condi90es
experimentais. Esses animais serviram somente como controle do tipo
histol6gico, uma vez que os animais pertencentes aos grupos de estudo nao
poderiam ser sacrificados com tal objetivo.

2.1.3 Delineamento experimental

o presente estudo realizou-se conforme 0 esquema da figura abaixo:

CT

2Gy

I

p

i
p

p

i
p

p

T
p

8Gy -----------------------------------------------------------------------

i
I

i
p p

T
p

FIGURA 1: Delineamento experimental realizado no presente trabalho 21°pt, 28°pt, 39°pt e
49°pt = respectivamente 21, 28, 39 e 49 dias ap6s 0 transplante tumoral, pt = p6s-transplante,
CT = gropo contrale, 2Gy = gropo de tumores irradiados com 2 Grays, 8Gy = grupo de
tumores irradiados com 8 Grays, 1= irradiayao, P = punyao tumoral com agulha fina

Ap6s 21 dias do transplante tumoral subcut:aneo no £lanco esquerdo
dos camundongos femeos, procedeu-se a distribui9ao aleat6ria em 3 grupos de
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10 animais transplantados, assim divididos: 0 primeiro grupo, 0 grupo controle
(CT), cujos tumores nao foram tratados por radioterapia; 0 segundo grupo, grupo
2Gy, correspondente aos animais irradiados com uma sessao de 2 Grays (2 Gy),
no 210 dia ap6s 0 transplante tumoral; e 0 terceiro grupo, 0 grupo 8Gy, cujos
tumores foram irradiados com uma sessao de 8 Grays (8 Gy), tambem no 210 dia
ap6s 0 transplante tumoral No 280

, 390 e 490 dia ap6s 0 transplante tumoral
(respectivamente 7, 18 e 28 dias ap6s a irradiac;ao), foram realizadas punc;6es
tumorais e subseqiientes esfregac;os do material em laminas histol6gicas,
descritas com detalhes adiante.

2.1.4 Tecnica de irradiac;ao e avaliac;ao do crescimento tumoral.

Os gropos de estudo 2Gy e 8Gy representam os animais, cujos
tumores foram tratados por uma dose de 2 Grays e 8 Grays respectivamente. 0
tratamento foi realizado no "Institut Jules Border', Servic;o de Radioterapia (Prof.
Responsavel, Dr. Paul Van Houtte), Centro de Tumores da Universidade Livre
de Bruxelas. Para 0 tratamento foram utilizados os raios X de 250 Ke V de
fabricac;ao da Phillips holandesa. A dimensao do campo de irradiac;ao foi de 3cm
por 3cm com feixe de raios X centrado sobre 0 tumor; uma lfunina maleavel de
chumbo de 0,5 cm de espessura com orificio circular, por onde se exteriorizava
apenas 0 tumor, permitia irradiar apenas a regiao do animal que continha 0

tumor. Antes da sessao de irradiac;ao, as remeas controles e irradiadas eram
anestesiadas por meio de injec;ao intraperitoneal (0.2 ml), de soluc;ao de hidrato
de cloral (7mgll de soluc;ao salina). Essa dose de anestesico proporcionou
anestesia geral durante 45 min. A irradiac;ao fm realizada 21 dias ap6s 0

transplante tumoral. Seguiu-se semanalmente a evoluc;ao do crescimento
macrosc6pico tumoral por meio do paquimetro: a medida de area foi expressa
em milimetros quadrados (mm2

) e corresponde it multiplicac;ao do maior difunetro
do tumor e a sua perpendicular.

2 1.5 Tecnica de esfregac;o das c61ulas tumorais em lfuninas histol6gicas.

o material biol6gico, submetido it analise de imagem, proveio
de punc;6es de agulha fina (13 X 4,5 - 26G 'ii, Becton Dickinson). Com esse
matenal procedeu-se ao esfregac;o cltol6gIcO sobre a lamina de vidro
(histoI6gica). As laminas com as c61ulas foram imediatamente imersas, durante
15 minutos, em liquido fixador AFA (alcool desnaturado 96° - 75 vol., formol



11

neutro 40% - 20 vol., acido acetico - 5 vol.) e submetidas ao processo de
colorayao.

2 1.6 Colorayao de Feulgen.

Utilizou-se a colorayao que e quantitativamente especifica para 0

ADN: a reayao nuclear de Feulgen, que possui como corante 0 reativo de Schiff.

2.1.6.1 Preparayao do reativo de Schiff.

o corante reativo de Schiff e preparado da seguinte maneira:

a) Ig de Fuchsina basica (Pararosanilina cloride - C.r., 42500 -
Aldrich n° de referencia 21.559-7) e misturado vigorosamente
com 200ml de agua destilada fervente;

b) assim que a soluyao esta preparada e a 50°C positivos,
acrescentam-se e misturam-se 20ml de acido cloridrico 1
normal. Em seguida, deixa-se repousar a soluyao ate que ela
tenha atingido a temperatura ambiente; nesse momenta adiciona-
se e mistura-se vigorosamente 1g de metabissulfito de sodio;

c) ap6s 24h de repouso em camara escura, misturam-se, durante 5
minutos, 2g de carbono ativado (Noritt PN5, BDH);

d) 0 corante e submetido entao a tres filtrayoes sucessivas, antes de
ser conservado a +4°C, ate 0 momenta da utilizayao.

2.1.6.2 Processo de colorayao.

As laminas, com os esfregayos citologicos na temperatura ambiente,
sao submetidas a colorayaonuclear, nesta sequencia:

a) 2 banhos por imersao de agua destilada (5min)
b) 1 banho por imersao de acido c1oridrico6 normais (1 h);
c) 1 banho por unersao de agua destilada (1 min);
d) 1 banho por imersao de reativo de Schiff (1 h);
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e) 3 banhos por imersao de soluyao de agua sulfurosa (5 min), a qual
e composta de 100ml de agua destilada, 5ml de acido c1oridrico
1nonnal e 5 ml de metassulfito de potassio a 10%;

f) 1 banho de agua corrente (10 min);
g) as laminas sao entao desidratadas com banhos de imersao

sucessivos em etanol de 70%, etanol de 99%, isopropanolol (2
banhos) e toluol (3 banhos). Em seguida as lfuninas sao
montadas (laminulas), e estocadas em camara escura, na
temperatura de +4°C, ate a analise.

Depois que as laminas com os esfregayos citol6gicos tumorais sao
submetidas a colorayao de Feulgen, os nuc1eos celulares ficam coloridos de
vermelho magenta, como ilustra a Figura 2, abaixo.

FIGURA 2: Fotomicrografia de campo microsc6pico com nucleos celulares corados pe10
metodo de Feulgen
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2.2 ANALISE COMPUTARIZADA DA IMAGEM NUCLEAR PELO
SISTEMA ESPECIALIST A SAMBA 2005.

A analise computacional de imagem consiste no estudo e tratamento
numerico de imagens do mundo fisico. Esta numeriza~ao e realizada, na pnitica,
por meio de captores associados a sistemas de procura automcitica; e 0

denominado sistema de obten~ao de imagens numericas.

2.2.1 Organiza~ao funcional do sistema especialista SAMBA 2005 .

o sistema especialista que se utilizou foi 0 "Systeme d'analyse
microscopique a balayage automatique" (Sistema de Amilise Microsc6pica de
Busca Automcitica): 0 SAMBA 2005 (Alcate! TITN, Grenoble, Franya). Esse
sistema e composto por quatro subunidades: uma camera de video, acoplada a
microsc6pio (para a obten~ao de imagens a partir de laminas com 0 esfrega~o
citoI6gico), uma unidade de comando (pC 486, Compac, Fran~a) do programa de
tratamento dos dados obtidos (software, SAMBA 2005) e por impressora para a
saida dos resultados desejados, conforme ilustra a Figura 3, abaixo.

/
MICROSCOPIO

CAMERA
COMPUTADOR ~

~

D ( D
IMPRESSORA

FIGURA 3: llustrayao do sistema SAMBA 2005
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2.2.1.1 Microscopio

o microscopio utIlizado e 0 aparelho tipo "LEITZ Diaplan",
Alemanha. 0 fluxo luminoso, oriundo da lfunpada, e inicialmente filtrado
mediante filtro de luz verde, para eliminar os componentes vermelhos da luz Ele
atravessa em seguida 0 condensador, a lamina e a objetiva, apos e separado em
duas partes' a via destinada a permitir a observa9ao visual por meio da ocular, e a
via de capta9ao da imagem por meio da camera.

2.2.1.2 Camera de video.

A captura das imagens saD feitas atraves de uma camera em preto e
branco do tipo Sony CCD, japonesa, equipada com 256 fotodiodos, que
permitem descrever, em 256 niveis de cinza, 0 objeto a ser analisado (nucleos
celulares). Como se trabalhou em luz monocromcitica, isto e, a cor vermelha
(colora9ao de Feulgen) e como se utilizou filtro de cor verde para complemento
optico da cor vermelha, 0 resultado e imagem em preto e branco, analisada em
niveis da cor cinzenta.

2.2.1.3 Computador.

Urn microcomputador atraves do sistema de comando e de
tratamento visa preencher as seguintes fun90es: comando e controle das imagens
obtidas pela camera, obten9ao e tratamento das imagens, tratamento dos dados,
com cuja possibilidade de desenvolvimento se responde as questoes especificas
da pesquisa. As imagens captadas pela camera de video saD lidas no nivel dos
fotodiodos (pontos de Imagem) sob forma de 512 linhas e 512 colunas. Assim
que a imagem elida, 0 seu endere90 em memoria e comunicado ao segundo
processador, que come9a a trata-la. 0 papel do processador de tratamento e
fundamentalmente processar os caIculos. Os program as correspondentes a certa
aplica9ao, na memoria ram do processador, saD encarregados de tratar os dados~
a escolha do processador muda segundo a complexidade desses dados. Por fim, 0
processador extemo permlte desenvolver programas, arquivar dados, tratar
dados, anteriormente arquivados, e formular as perguntas necessarias a
determinada pesquisa.

2.2.1.4 Impressora.
Utilizada para impressao dos resultados.
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2.2.2 Matriz numerica

A amilise de imagens microsc6picas (citometria), realizadas a partir
da leitura da lfunina com 0 esfrega~o citol6gico, esta fundada na medida da
quantidade de luz absorvida ou emitida por cada ponto de lmagem ("pixel"), que
varia de 0 a 255, do nucleo observado no microsc6pio; a obten~ao das imagens
realiza-se por meio da camera de video. Ap6s a captura da imagem em niveis de
cinza, a imagem e binarizada. A absor~ao pode ser simplesmente devida ao
material em estudo (microsc6pio por contraste) ou aos corantes absorvidos
artificialmente, ligados a componentes celulares. A imagem binaria do nucleo
celular corado pode ser representada sob a forma de matriz numerica, como se
descreve na Figura 4, abaixo.

0000000000000000000000000000000000000
0000111000000000000000000000000000000
0001111111000000000000000000000000000
0011111111000000000000000000000000000
0111111111110000000000000000000000000
0111111111110000000000000000000000000
0011111111100000000000000001100000000
0001111111000000000000000111111000000
0000111110000000000000011111111110000
0000000000000000000000111111111111000
0000000000000000000000111111111111000
0000000000000000000000111111111111000
0000000000000000000000011111111110000
0000000000000000000000000111111100000
0000000000000000000000000001110000000
0000000000000000000000000000000000000

FIGURA 4: Exemplo de matriz numerica bimma de dois nucleos (agrupamento de numeros 1)
em contraste com a imagem de fundo (0)

Esta matriz numerica e tratada por computador (pC 486 - Compac,
Fran~a), conforme as etapas seguintes:

a) pre-tratamento. permite melhorar os contrastes da imagem e de
calcular os parfunetros fotometricos em rela~ao ao fundo;

b) segmenta~ao: entre os agrupamentos de pontos de lmagem que
formam 0 nucleo, na Figura 4, representados pelo nlimero "1 ",
em contraste com 0 nlimero "0", 0 computador permite
selecionar os que pertencem realmente ao nucleo celular
individualizado;

c) parametriza~ao: permite calcular, para cada nucleo, os parfunetros
caracterizadores da sua area, densitometria e textura;
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d) tratamento de dados: permite a extrayao, entre os multiplos
parametros calculados das ceIulas da populayao, os que
apresentem variayao significativa, dentro do contexto da
experiencia realizada.

Para cada imagem nuclear (agrupamentos de nillneros 1) da matriz
numerica, 0 sistema de amilise e capaz de quantificar, em cada ponto de Imagem
"1", a densidade exata desse ponto na escala, que varia de 0 a 255, ou seja, com
256 valores na escala cinzenta (que varia do branco ao preto), como ilustra a
Figura 5, abaixo.

SRL

NUCLEOLO
LRL

00000000
00000000

000000000
000000000

FIGURA 5: Ilustravao do processo de nurnerizavao de irnagem em niveis de cinza de urn dos
nucleos celulares apresentados na Figura 4 0 nucleo ilustrado aqui e representado por X
pan/os de Imagem ("pixels"), cujos valores variam de 0 a 255 e que representam os niveis de
cinza entre 0 branco e 0 preto Nucleolo, representado por conjunto de pontos com baixa
densidade 6ptica, SRL = parametro 7, LRL = parametro 8 (descritos no item 2 2 3)
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2.2.3 Parametros analisados pelo sistema especialista para os nucleos
corados segundo 0 metodo de Feulgen.

Trata-se de calcular, a partir da imagem numerica nuclear indJ.vidual
de cada nucleo, 15 parametros, com que se exprimem, de maneira sintetica, as
diferen9as entre os objetos que deverao ser reconhecidos.

Em cada ponto de lmagem ("pixel") da composi9ao do objeto
estudado e associado urn valor de densidade 6ptica (DO). 0 valor da DO e
fun9ao da intensidade do corante, isto e, da absor9ao do ponto de lmagem
analisado. A distribui9ao dos valores de DO do nucleo e definido como a lei de
probabilidade da varia9ao da DO da imagem nuclear, isto e, ao longo de todos os
pontos de lmagem que ocupam 0 nucleo estudado. Essa distribui9ao e altamente
reveladora da caracteristica da imagem: se os valores de DO forem semelhantes,
trata-se de imagem de baixa dinfunica; se, pelo contrano, os valores de DO
variarem, 0 fato implica a existencia de regioes de luminosidades diferentes. A
seguir, descrevem-se os parametros usados.

2.2.3.1 Parametro morfometrico.

Parametro 1 0 parfunetro morfometrico permite calcular 0 tamanho do nucleo
representado em area ("nuclear area": NA) Este parametro corresponde a
somat6ria do nlimero de pontos ("pixels") ocupados pel a imagem nuclear.

2.2.3.2 Parfunetros densitometricos.

Estes sao em nfunero de cinco:

Parametro 2 0 valor integrado de todas as densidades 6pticas de cada ponto
de lmagem (DO) do nucleo ou densidade 6ptica integrada ("integrated optical
density": lOD). Esse parametro representa a quantidade de ADN do nucleo.
Quando os seus valores sao expressos em histograma, e possivel entao calcular a
porcentagem de celulas tumorais em cada fase do ciclo celular (GO-G 1, S-G2-
M).

Parametro 3 Valor medio de todas as densidades 6pticas pontuais do nucleo
ou densidade 6ptica media ("mean optical densIty": MOD).



18

Parametro 4 Varifu1cia das densidades 6pticas ("variance of optical density":
VOD). 0 parametro mede a heterogeneidade da distribuiyao dos diferentes graus
de condensayao da cromatina, qualquer que seja 0 grau de condensayao da
cromatina e a sua organizayao.

Parametro 5 Indice de "Skewness" (SK), ou coeficiente de assimetria, que
corresponde ao cociente do momenta de ordem 3 pelo desvio padrao elevado ao
cubo. Esse coeficiente e medido em relayao ao pico maior de densidade. Durante
o ciclo celular, a diminuiyao dos valores de SK traduzem a descondensayao da
cromatina.

Parametro 6 Coeficiente de Curtose ("Kurtosis" = K), que corresponde ao
cociente do momenta de ordem 4 pelo desvio padrao elevado a quarta potencia.
Ajuda na determinayao do aplainamento do histograma e mede a altura e a
largura do pico maior do histograma. 0 seu valor amplia-se consoante a grandeza
do pico do histograma e a pequenez da base, 0 que traduz 0 aumento da
homogeneidade nos graus de condensayao da cromatina.

2.2.3.3 Parametros texturais.

Estes parametros estudam a textura da cromatina.

a) Parametros derivados dos comprimentos de secyoes da
cromatina
Para metro 7 Freqiiencia de curtas secyoes ("short run length emphasis": SRL).

Este parfunetro e tanto mais elevado quanta maior a probabilidade
de se encontrarem as curtas secyoes de pontos de Imagem com alta densidade
(maior que 128). Ele e revelador da presenya de texturas finas, isto e, mede a
freqiiencia de pequenos agrupamentos da cromatina na imagem nuclear.

Parametro 8 Freqiiencia de longas secyoes ( "long run length emphasis":LRL).

Este parfunetro e tanto mais elevado quanto maior a probabilidade
de se encontrarem as longas secyoes de pontos de Imagem com alta densidade e
agrupados (maior que 128). Este parametro e revelador da presenya de texturas
grosseiras (longas secyoes). Ele mede a freqiiencia de grandes agrupamentos da
cromatina na imagem nuclear.
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Para metro 9 Porcentagem de secyoes ("run length percentage" RLP).

Este parfunetro e correlacionado ao SRL e ao LRL; me de 0 nllinero
de secyoes por unidade de area, nlimero tanto mais baixo quanto mais longas
forem as secyoes.

Para metro 10 Distribuiyao dos niveis de intensidade ("gray level distribution":
GLD).

o parfunetro GLD tern valor tanto mais baixo quanto 0 histograma
de repartiyao de secyoes dentro dos diferentes niveis seja mais uniforme. A
repartwao heterogenea induz valor elevado de GLD, tanto mais elevado quanta
as secyoes sejam predominantes para 0 nivel de intensidade dada. Trata-se, por
consequencia, de medida da "nao uniformidade" da distribuiyao dos niveis de
intensidade, dentro da imagem.

Parametro 11 Distribuiyao dos comprimentos de secyao ("run length
distribution". RLD).

o RLD mede iguaImente a "nao uniformidade" da distribuiyao dos
comprimentos de secyao, tal qual 0 GLD, porem independente do seu nivel de
intensidade.

b) Parfunetros derivados das Matrizes de CoocorrenclQ ("co-
occurrence").

Pode-se calcular vanas matrizes correspondentes a distfu1cias e
direyoes diferentes. Quatro parametros representativos da distribuiyao de pares
de pontos pertencentes a matriz san calculados:

Parametro 12 Media local ("local mean": LM).

Este parfunetro mede 0 nivel de intensidade media do objeto ou da
regiao Ele nao esta Iigado as caracteristicas propriamente texturais, mas mede 0

grau global de condensayao da cromatina. Ele e mversamente correlacionado
com 0 parfu:netro MOD.

Parametro 13 Segundo momenta ou Energia ("energy": E).
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Para metro 14 Varifu1cia dos coeficientes cia matriz ("coeficient of variance of
the co-occurence matrix": CV).

as dois parfunetros E e CV sao fortemente correlacionados, em
parte pelos seus metodos de ca1culo, e traduzem a uniformidade da distribui9ao
dos pares de pontos da matriz. Revelam-se, no nivel da imagem, pela
uniformidade dos niveis de intensidade.

Parametro 15 Contraste ("contrast": C).

Mede a impOltincia da fronteira entre as reglOes nucleares com
diferente valores de intensidade. Aumenta em geral com 0 aumento do numero
de agrupamentos de cromatina densa e bem individualizacia.

2.2.4 Analises estatisticas

2.2.4.1 Analises monovariadas

as resultados (apresentados sob a forma de medias mais ou menos
os seus erros padroes), foram comparados entre si pelo teste de analise das
variancias com criterio de c1assifica9ao por duas popula90es (DAGNELIE, P.
1973, 1975a). Verificam-se as seguintes condi90es de aplica9ao:

• as amostras devem ser extraidas de maneira aleat6ria e
independente;

• as amostras devem ser divididas segundo a distribui9ao normal:
comparando-se a distribui9ao de cada amostra e a distribui9ao
te6rica da normal, 0 teste do Chi quadrado permite verificar se
elas nao sao estatisticamente diferentes. Se as condi90es de
aplicabilidade deste teste nao estao falsamente preenchidas por
nfunero suficiente de graus de liberdade, e enmo utilizado 0 teste
de Kolmogorov - Smirnoff, que e menos exigente;

• as varifu1cias devem ser iguais e duas possibilidades se
apresentarao: ou as amostras sao iguais, caso em que se utiliza 0

teste de Hartley, que divide as duas variancias; ou as amostras sao
diferentes, caso em que se utiliza 0 teste de Bartlett.
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AS resultados serao apresentados da maneira seguinte:
Nao significante = p > 0.05
Significante = p < 0.05 *
Muito significante = p < 0.01 * *
Extremamente significante = p < 0 001 ***

Se essas condiyoes nao sac encontradas, utilizam-se os testes nao
parametricos menos exigentes, mas de menor desempenho, de Kruskall - Wa1hs
ou de Mann - Withney. Esses ultimos classificam primeiramente as amostras pela
disposiyao (classes) e, ap6s, comparam as disposiyoes de cada populayao.
(SIEGEL, S. & CASTEL MAN, J. 1988)

Todos os testes descritos acima foram realizados com 0 software
"STATGRAPHICS" (Statistical Graphics Corporation, versao 2.1, numero de
serie 249072).

2.2.4.2 Amilise multivariada.

Essa analise oferece ao pesquisador a possibilidade de estudar todos
os parametros calculados por computador, isto em uma Unica etapa de calculo.
Utilizaram-se as analises de componentes principais, com suas transforma~oes
canonicas, as quais permitem visualizar no plano bidimenslOnal, chamado plano
fatorial, os resultados calculados em 15 pIanos (informayoes dadas pelos 15
parametros morfonucleares) e a analise discriminante.

As analises multivariadas sac formadas por conjunto de metodos
estatisticos que tern por objetivo 0 estudo das relayoes existentes entre muitas
variaveis dependentes e interdependentes (DAGNELIE, P. 1975b). Entre 0

conjunto de analises possiveis, foi utilizada a analise de componentes principais
do tipo fatorial e analise discriminante. A analise de cornponentes principais tern
por objetivo:

1 substttuir as variaveis iniciais, geralmente correlacionadas
entre si, pelas variaveis nao correlacionadas;

2. reduzir 0 numero de variaveis consideradas, isto e, 0 nlimero
de dimensoes do espayo no qual as variayoes devem ser
estudadas.
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o seu objetivo principal e condensar 0 essencial das informayoes
dadas pelos 15 parfunetros morfonuc1eares interdependentes, observados
diretamente, em numero mais restrito de variaveis, que possa ser observado
diretamente. 0 "software CLUSTER", do sistema SAMBA 2005, foi utilizado
com este objetivo. Nao serao descritos em detalhes os calculos matematicos
pertinentes a essa analise. Informa-se simplesmente que os calculos saG baseados
em calculos matriciais: considera-se a matriz inicial de a individuos multiplicada
por b variaveis, em que se obtem as matrizes de variancia - covariancia e as
matrizes de correlayao associada. Pesquisam-se em seguida os valores pr6prios,
que saG as soluyoes da equayao matricial de 15 graus. A esses valores numericos
pr6prios saG associados os seus respectivos vetores. Consideram-se vanas
populayoes entre cujas medias ha diferenyas. Encontra-se freqtientemente 0

problema de disposiyao de uma ou outra dessas populayoes de individuos e,
entao, em principio, nao se sabe a qual populayao estes individuos pertencem
(DAGNELIE, P. 1975b).

o "software DISCRI" (integrante do sistema SAMBA 2005) que foi
utilizado permite c1assificar ou dispor os individuos dentro de uma ou outra das
series previamente definidas pelo emprego da analise discriminante, analise que
tern por principio definir duas populayoes com N variaveis, com funyao linear K,
a qual penmte identificar, em uma das duas populayoes, qualquer individuo
caracterizado por valor negativo de K e, em outra populayao, qualquer individuo
caracterizado por valor positivo de K, de tal maneira que 0 risco de c1assificayao
erronea (c1assificayao de individuo pertencente a uma populayao dentro da outra
populayao) seja 0 menor possive!. Dois tipos de analise discriminante podem ser
utilizados: 0 metodo supervisionado (que impoe parfunetros), e 0 metodo nao
supervisionado (sem impor parfunetros). Os metodos de c1assificayao, geralmente
utilizados no campo da analise de imagens cito16gicas, saG do tipo
supervisionado. Tais metodos supervision ados necessitam de etapa preliminar,
dita de aprenchzagem, pela qual 0 lote de celulas utilizado foi previamente
rotulado pelo investigador. Seguida esta etapa de aprendizado, os llldividuos
desconhecidos saG c1assificados no tipo celular que lhes e mais semelhante.

Na analise discriminante, os parfunetros saG considerados etapa por
etapa e classificados dos mais discnminantes ate os menos discriminantes, pela
utilizayao dos testes de analise de variancia. Os resultados obtidos por esta
analise saGapresentados sob a seguinte forma.
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1) Lista por ordem decrescente dos parfunetros mats
discriminantes.

2) Matriz de dupla entrada, que apresenta para cada arquivo-
teste a porcentagem de nucleos reconhecidos no banco de
dados morfonucleares.

Desde que 0 valor associado ao poder discriminante do vetor seja
superior a 6, a taxa de significancia estatistica associada ao poder discriminante e
de p < 0,05; se for superior all, p < 0,01, se superior a 30, p < 0,001 e se
superior a 60, p < 0,0001. Tais valores sao obtidos pelos testes estatisticos de
Fischer-Snedecor.



3 RESULTADOS
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Os resultados das amilises obtidas neste experimento serao
expressos sob forma de gnificos legendados e com previo comentirio de cada urn
deles.

3.1 Crescimento tumoral

A dose de irradia~ao do gropo de animais que receberam 8 Gy foi
capaz de retardar 0 crescimento tumoral MXT, porem 0 gropo que recebeu a
dose de 2Gy nao sofreu altera~ao do crescimento tumoral de forma significante.
o gnmco da Figura 6 apresenta os resultados obtidos pelo calculo da area
tumoral MXT. Em vermelho estao representadas as medias mais ou menos os
seus erros padr5es do gropo controle, em verde os resultados do gropo irradiado
com 2Gy, e em azul os resultados do gropo irradiado com 8Gy. Observa-se que 0

gropo de animais que recebeu a dose de 8Gy retardou, de maneira muito
significante (p<O.OI), 0 crescimento dos tumores MXT. Tal efeito nao foi
observado com 0 gropo de animais que recebeu a dose de 2Gy.

3.2 Resultados da analise monovariada dos 15 parametros estudados.

Analisaram-se os resultados dos 15 parametros isolados, estudados
em cada tumor dos diferentes gropos, com base na analise estatistica
monovariada, comparado cada gropo (CT, 2Gy e 8Gy). Nao houve diferen~a
significante nessa analise.
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

SEMANAS APOS 0 TRANS PLANTE TUMORAL

FIGURA 6: CUIVasde crescunento do tumor mamano MXT Tnnta remeas foram dIspostas em tres grupos
com 10 ammms, que correspondem ao grupo contro1e, ao grupo de ammalS lrradIados com 2Gy e ao grupo de
ammms madIados com 8Gy As doses de madIac;:aode 2Gy e 8Gy foram reahzadas 21 dIas (3 semanas) ap6s 0
transplante do tumor Os tumores formn medIdos com 0 paquimetro e e>"'Pressosem area (mm2

) Os resultados
esta:oexpressos em medJas mats ou menos os seus erros padr5es • (vermelho) = grupo controle, -(verde) =

grupo madJado com 2Gy, A(azul) = grupo madJado com 8Gy Esses va10res medIos foram comparados pelo
teste de FIsher (* = p < 005, ** = P < 001)
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3.3 Resultados da analise multlvariada.

A Figura 7 ilustra como foi realizada a analise multivariada no
estudo das caracteristicas morfonucleares dos tumores MXT no grupo 8Gy.
Utibzaram-se os softwares "CLUSTER" e "DISCRI", disponiveis no sistema
SAMBA 2005, para reabzar essas analises.

as gnificos A a F da Figura 7 foram representados segundo as duas
primeiras fun~5es can6nicas, chamadas tambem combina~5es lineares dos 15
parfunetros utilizados. Tal tratamento canonico dos dados permite projetar no
espa~o bidimensional (plano fatorial), os resultados da analise multivariada
disposta no espa~o de 15 dimens5es. As grandes elipses representam 0 intervalo
de confian~a em 95% da distribui~ao nuclear fatorial, enquanto os pontos
vermelhos representam 0 intervalo de confian~a em 95% da posi~ao media dessa
distribui~ao nuclear fatorial. Cada elipse foi calculada para uma popula~ao de
1000 nucleos, escolhidos aleatoriamente nos 10 arquivos numericos contidos em
cada grupo de estudo; cada arquivo compreende imagens numerizadas de 200
nucleos celulares de 1 tumor MXT.

a grupo experimental representado na Figura 7 corresponde aos
tumores que receberam dose de irradia~ao de 8Gy; as pun~5es de agulha fina
foram realizadas no 28° (elipses 8Gy28), no 39° (elipses 8Gy39) e no 49°
(elipses 8Gy49) dia ap6s 0 transplante tumoral, ou seja, 7, 18 e 28 dias ap6s a
irradia~ao. Percebe-se claramente, no grafico A, que as tres distribui~5es
nucleares fatoriais estao fortemente sobrepostas. Utilizou-se modelo matematico
para filtrar cada dlstribui~ao nuclear fatorial. as pontos vermelhos, representados
no grafico B da Figura 7, correspondem aos intervalos de confian~a em 95%, que
circundam a posi~ao media das tres distribui~5es nucleares fatoriais,
representadas no grafico A da Figura 7, ou seja, 0 grafico B apresenta os mesmos
resultados do grafico A, porem com outra escala grafica. Definindo 0 baricentro
do triangulo, correspondente as tres posi~5es medias das distribui~5es nucleares
fatoriais, foi possivel separar 0 plano fatorial em seis partes por meio de retas
(vermelhas), representadas no grafico B da Figura 7. Definiram-se, entao, as
areas A, B, e C do plano fatorial como correspondentes a parte especifica da
distribui~ao nuclear fatorial das popula~5es celulares, respectivamente 8Gy28,
8Gy39, e 8Gy49. Em contrapartida, as areas ANE1, ANE2, e ANE3 do plano
fatorial foram definidas como areas nao especificas. Por exemplo, a area ANEI
representa a parte do plano fatorial que e comum ao grupo 8Gy28 (elipse A) e
8Gy39 (ehpse B). A mesma observa~ao pode ser feita com rela~ao as areas
ANE2 e ANE3 (grafico B da Figura 7).



28

Em seguida, comandou-se ao software "CLUSTER" que isolasse os
nucleos celulares das areas especificas A B, e C do plano fatorial. Essas tres
areas, assim isoladas matematicamente, foram submetidas a nova analise de
componentes principais, a fim de se visualizarem os novos resultados, como
ilustra a transforma9ao canonica do grafico C da Figura 7. As gran des elipses,
que representam 0 intervalo de confian9a em 95% das distribui90es nucleares
fatoriais, correspondem as areas A, B e C (grafico B da Figura 7), e sac agora
relativamente bem separadas entre si, em compara9ao daquelas do grafico A da
Figura 7; entretanto continua existindo sobreposi9ao entre as tres elipses. 0
grafico D da Figura 7 representa a maneira como se procedeu na elimina9ao
dessas areas de sobreposi9ao; com 0 auxilio de novas retas, individualizaram-se
os nucleos realmente especificos de cada gropo de estudo. Assim, a area D e a
parte especifica do plano fatorial que contem agora a popula9ao nuclear oriunda
da distribui9ao nuclear fatorial A e que nao con tern ou contem muito poucos
nucleos das distribui90es fatoriais B e C. A parte D da distribui9ao nuclear
fatorial esta a esquerda da reta que separa a popula9ao nuclear t£plca A.
Procedeu-se da mesma maneira para determinar a area E, que e a popula9ao
nuclear t£plca B; F corresponde a popula9ao nuclear tiplca C.

o grafico E da Figura 7 demonstra os resultados estatisticos,
realizados com 0 software "DISCRI", da analise multivariada dos nucleos das
popula96es D, E e F, que revelam discrimina9ao extremamente significante entre
as tres popula96es celulares tiplcas. Os valores a:b, que estao demonstrados
entre as flechas, representam 0 nivel de discrimina9ao obtida ap6s a analise
discriminante linear (a = porcentagem de nucleos diferentes entre os gropos) em
fun9ao do poder de discrimina9ao do parfunetro mais discriminante (b em
uniciades arbitrarias). Quando 0 valor be> que 6 corresponde ao nive! de
significancia estatistIca de p<0.05; se b> 11, p<O.OI; se b > 30, p< 0.001; se b>
60, p<O.OOOl. Esses valores estatisticos sac obtidos na Tabela Estatistica de
Fisher-Snedecor. Os valores a sac enta~ diretamente correlacionados com os de
b.

Em seguida, no grafico F da Figura 7 representaram-se os resultados
obtidos nos graficos C e E da Figura 7. Observa-se assim que 0 segundo
tratamento matematico dos dados, ilustrado no grafico D da Figura 7, aumentou
significativamente a especificidade nuclear tumoral em cada gropo estudado, em
compara9ao dos resultados obtidos no grafico C ciaFigura 7.
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FIGURA 7: Aruilise mult.Ivanada de componentes pnnClpalS, aplIcada em 1000 nucleos por elIpse do grafico
A, seleclonados aleatonamente, dos grupos de anunalS com tumores :tv1XT, tratados por 8Gy e anal1sados no
28° (8Gy28, gnUico A), 39° (8Gy39, gcifico A) e no 49° (8Gy49, gratico A) d1a ap6s 0 transplante tumoral, 1510

e, 7-18-28 d1as ap6s a mad1a<;ao as nucleos foram corados segundo 0 metodo de Feulgen, submendos a
numenza<;ao descnta em 15 parametros, e eS1udados pela analIse de componentes pnnClpalS com
transforma<;ao canomca Cada elIpse representa 0 llltervalo de confian<;a em 95% da d1stnbu1~o nuclear
fatonal as val ores a: b, demonstrados entre as flechas (graticos E e F), representam 0 Divel de d1scnnuna~o
obnda ap6s anahse discrumnante lInear (a = valor em porcentagem) em fun<;ao do poder de d1scnnuna<;:ao do
panlmetro IDalS d1scnmrnante (b em umdades arbltranas) Quando 0 valor be> 6, corresponde ao nivel de
sigmfidincla estat1stIca de p < 0 05, se b > 11, P < 0 01, se b > 30, P < 0001, se b > 60, P < 0 0001 ANE =

area nao especifica
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Todos os tratamentos matematicos dos dados exemplificados para 0

grupo 8Gy (Figura 7) foram aplicados ao grupo controle e ao grupo 2Gy (Figura
8). as gnificos A, C e E da Figura 8 representam a evolu9ao diacronica da
distribui9ao nuclear fatorial total, dos tumores MXT controle e irradiados com
2Gy ou 8Gy, no 28° (gnifico A da Figura 8), no 39° (gnifico C da Figura 8), e no
49° (grafico E da Figura 8) dia ap6s 0 transplante tumoral. Ao lado de cada
distribui9ao nuclear fatorial total, representou-se a distribui9ao nuclear fatorial
filtrada matematlcamente, segundo a metodologia descrita nos graficos A a F da
Figura 7. As popula90es nucleares tumorais, filtradas matematlcamente e
representadas nos graficos B, D e F da Figura 8, sao provenientes das
distribui90es nucleares fatoriais totms, representadas respectivamente nos
graficos A, C e E da Figura 8. Consideraram-se, entao, essas popula90es
nucleares tumorais, filtradas matematlcamente, (BCT28, B2Gy28, B8Gy28
etc ...) como baneos de dados morfonucIeares especificos, relativos a cada
condi9ao experimental do presente estudo.

as graficos B, D e F da Figura 8 demostram que a discrimina9ao
entre as caracteristicas morfonucleares dos nucleos celulares MXT controles e
irradiados por 2Gy ou 8Gy aumenta durante 0 tempo. Efetivamente, 0 nivel
estatistico da discrimina9ao entre as caracteristicas morfonucleares dos tres
grupos experimentais deste estudo aumentou significantemente durante 0 tempo
1sso foi demonstrado pelo aumento dos valores a:b, representados no gratico B
da Figura 8 (70 dia ap6s a irradia9ao); no grafico D da Figura 8 (18° dia ap6s a
irradia9ao); no grafico F da Figura 8 (28° dia ap6s a irradia9ao).
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FIGURA 8: Os gnificos A, C e E representam a evolu<;:aodiacromca da distnbw<;:ao nuclear fatonal total dos
grupos de tumores controles e lITadiados por 2Gy e 8Gy, no dia 28° (gnifico A), 39° (gnifico C) e 49° (grafico
E) apes 0 transplante tumoral A drrelta de cada d1stnbw<;:ao nuclear fatonal total (gnificos A,C e E)
representou-se a d1stnbUl<;ao nuclear fatonalfiltrada matematrcamente (graficos B, De F) Denommaram-se
essas popula95es celulares fi ltradas de BCT28. B2Gy28, B8Gy28, etc As novas popula<;:oes celulares aSSlm
filtradas correspondem aos bancos de dados morfoDucleares especificos de cada cond1<;:aoe:ll:penmental do
presente estudo
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3.4 Modificayoes morfonucleares induzicias pela radioterapia nos nucleos
tumorais MXT, descritas por amilise monovariada dos bancos de dados
morfonucleares.

Realizada a filtragem matemat/ca dos nucleos tumorais das
populayoes nucleares totms de cada grupo estudado, como se demonstra nas
figuras 7 e 8, procedeu-se a analise monovariada dos bancos de dados
morfonucleares (BCT, B2Gy e B8Gy), no 28° e 49° dia apes 0 transplante
tumoral (7 e 28 dias apes a irradiayao), como ilustra a Figura 90 As linhas
vermelhas representam os resultados depois de 7 dias da irradiayao, enquanto as
linhas verdes representam os resultados depois de 28 dias cia irradiayaoo Cada
simbolo (+ ou .) representa a media, mais ou menos 0 seu erro padrao, dos
valores dos respectivos parfunetros calculados em aproximadamente 200 nucleos
celulareso Representaram-se os seis parfunetros mais discriminantes

a gnmco NA da Figura 9, que representa os resultados do calculo
da area nuclear no 7° dia apes a irradiayao, ou seja, 28 dias apes 0 transplante
tumoral (linha vermelha), 0 tratamento 2Gy nao induziu modificayoes
significantes (p>0.05), em relayao ao grupo controle. Em contrapartida, 0

tratamento 8Gy aumentou, de forma significante (p<0.01), a media dos valores
da area nuclear, em comparayao do grupo controle (gnifico NA ciaFigura 9). No
28° dia apes a irradiayao, ou seja, 49 dias apes 0 transplante tumoral (linha
verde), observa-se aumento extremamente significante (p<0.001) cia media dos
valores de NA, induzidos pelos dois tratamentos 2Gy e 8Gy, e 0 aumento da area
nuclear induziciapor 2Gy foi superior (p<0.05), em comparayao do grupo 8Gy.
(graficoNA da Figura 9).

A media do conteudo em ADN nuclear, calculado pela densidade
eptica integrada (laD), aumentou de forma extremamente significante (p<0.001)
apes 0 7° dia da irradiayao de 2Gy e de 8Gy (grafico laD da Figura 9). Apes 0

28° dia cia irradiayao, 0 fen6meno inverso e observado; verificou-se diminuiyao
extremamente significante (p<O.OOl)da media dos valores de laD, apes os dois
tratamentos radiotenipicos. Nao se observou diferenya significante dos valores
medios de laD entre os grupos 2Gy e 8Gy.

No grafico SRL da Figura 9, que representa os valores medios da
frequencia de pequenos agrupamentos da cromatina (SRL), diminuiram, de
forma extremamente significante (p<O.OOl), apes 0 7° dia da irradiayao com
8Gy, enquanto a irradiayao com 2Gy nao induziu efeito aparente. as dois
tratamentos de 2Gy e 8Gy diminuiram, de forma extremamente significante
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(p<0.001), os valores medios de SRL, ap6s 0 28° dia da irradiayao; 0 efeito do
tratamento de 2Gy foi mais pronunciado (p<0.01) em comparayao daquele de
8Gy.

A evoluyao inversa a anterior foi observada no concernente ao
parfunetro que mede a frequencia de grandes agrupamentos de cromatina, no
grafico LRL da Figura 9. a tratamento de 8Gy aumentou, de forma
extremamente significante, (p<0.001) a media dos valores de LRL, ap6s 0 7° dia
do tratamento, enquanto 0 grupo 2Gy nao apresentou modificayoes
estatisticamente relevantes. A partir do 28° dia da irradiayao, os dois tratamentos
induziram aumento extremamente significante (p<0.001) dos valores medios de
LRL; 0 efeito de 2Gy foi significantemente (p<0.01) mais pronunciado do que
aquele de 8Gy.

a parfunetro LM, no grafico LM da Figura 9, que mede a media
local da condensayao da cromatina, diminuiu, de forma extremamente
significante (p<0.001), ap6s os dois tratamentos de 2Gy e 8Gy. as resultados
foram observados tanto no 7° quanta no 28° dia da irradiayao; nao houve
diferenya entre os tratamentos de 2Gy e 8Gy.

A energia (E) da matriz de coocorrencra, no grafico E da Figura 9,
que traduz a uniformidade dos niveis de intensidade dos pontos de lmagem,
aumentou, de forma extremamente significante (p<0. 00 1), ap6s 0 7° dia do
tratamento, somente para 0 grupo 8Gy. Ap6s 0 28° dia do tratamento, os dois
grupos 2Gy e 8Gy manifestaram aumento extremamente significante (p<0.001)
do valor medio de E, sem diferenya entre os grupos 2Gy e 8Gy.

3.5 Determinayao do histograma de ADN para estudo do ciclo celular.

A Figura 10 ilustra a determinayao do histograma de ADN dos
bancos de dados morfonucleares. as graficos foram obtidos atraves dos
resultados da densidade 6ptica mtegrada, expressos em forma de histogramas. as
histogramas A, C e E correspondem aos resultados, 28 dias ap6s 0 transplante
tumoral (7 dias ap6s a irradiayao), enquanto os histogramas B, D e F
correspondem aos resultados verificados 49 dias ap6s 0 transplante tumoral (28
dias ap6s a irradIayao). as histogramas A e B sao referentes ao grupo controle; C
eD, ao grupo irradiado com 2Gy; os histogram as E e F correspondem ao grupo
irradiado com 8Gy. A partir do 28° dia da irradiayao, houve diminuiyao da
proliferayao celular, consideradas as fases S, G2 e M do ciclo celular, como



34

ilustram os histogramas D (2Gy = 0%) e F (8Gy = 4,3%) da Figura 10, em
compara~ao dos efeitos observados ap6s 0 7° dia de irradia~ao, observados nos
hIstogram as C (2Gy = 12,3%) e E (8Gy = 17,5%). No grupo controle, 0

fenomeno inverso foi observado, com aumento das fases S, G2 e M ao longo do
tempo, como ilustram os histogramas A (4%) e B (9,6%) da Figura 10.
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o presente trabalho tern como obJetivo caracterizar as modificayoes
morfol6gicas, induzidas pela irradiayao nos nucleos celulares do tumor mammo
experimental, tumor MXT de camundongo femeo B6D2FI.

Escolheu-se 0 modelo MXT para este estudo, visto ser 0 modelo
que se podena aproximar do padrao histol6gIco do cancer ductal. Descrevem-se
a seguir algumas propriedades biol6gicas do tumor MXT em face do seu
hom610go humano. 0 tumor MXT deriva dos canais galact6foros, como a
maioria dos canceres invasores da mama ditos NOS (Not OtheIWise Specified,
nao especificados de outra manerra), que correspondem de 65 a 80% dos
tumores malignos mammos humanos (HARRIS, J.R; HELLMAN, S.;
HENDERSON, I.C.; KINNE, D.W. 1991). Ja a maioria dos outros canceres
experimentais mammos derivam dos acinos glandulares. A biologia desses dois
grupos de tumores sao fundamentalmente diferentes: os tumores derivados dos
canais galact6foros sao em geral esterOldossensivezs, enquanto os tumores
derivados dos acinos glandulares sao em geral prolactznossensivezs
(PARIDAENES, R.; LECLERCQ, G.; PIC CART, M.; KISS, R.;
MA TTHEIEM, W.; HEDSON, J.C. 1986; KISS et al. 1987b). Assinala-se
ainda que a cepa tumoral MXT, utilizada no presente trabalho, era relativamente
homogenea do ponto de vista da sua composiyao celular, correspondente a cepa
BOG. I (DANGUY et al. 1986). A cepa do tumor MXT, aqui utilizada, e
fracamente hormonossensivel; contem receptores de estrogenio (RE), mas nao
receptores de progesterona, fenomeno esse combinado com histopatologia pouco
diferenciada (DANGUY et al. 1986; KISS et al. 1989a).

Do ponto de vista pato16gico, 0 grau histopatol6gico dos canceres
mammos humanos NOS e fortemente correlacionado aos valores medios dos
parametros morfonucleares descritos no presente trabalho (LARSIMONT, D.;
KISS, R.; D'OLNE, D.; de LAUNOIT, Y.; MA TTHEIEM, W.;
PARIDAENS, R.; PASTEELS, J.L.; VERHEST, A. 1989b). Em outros
termos, as caracteristicas morfonucleares dos canceres mammos humanos
dependem fortemente dos seus tlpos histopato16gicos.

Em relayao as propriedades bioquimicas, foi demonstrado que os
canceres mammos humanos que nao possuem receptores de estrogenio (RE)
apresentam ceIulas com quantidade maior de ADN nuclear comparativamente
aos tumores ricos em RE. Alem disto, a textura da cromatina nuclear celular dos
tumores RE negativos, ou fracamente POSltivOS,sao diferentes dos tumores ricos
em RE. Efetivamente, a cromatina dos tumores RE negativos e significantemente
mais condensada que os tumores RE positivos (LARSIMONT, D.; KISS, R.;
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D'OLNE, D.; de LAUNOIT, Y.; MATTHEIEM, W.; PARIDAENS, R.;
PASTEELS, J.L.; GOMPEL, C. 1989a). Em contrapartida, 0 tumor MXT
mostrou ser homogeneo em relayao a diferentes estimulos hormonais
(ooforectomia, estradiol, androstenodiona, dehidrotestosterona, aminoglu-
tetimide), 0 que possibilita 0 estudo morfonuclear induzido por cada grupo de
estudo (de LAUNOIT, Y. & KISS, R. 1989a). Todas essas experiencias
anteriores, efetuadas no meSillO laborat6rio, no qual se realizou 0 presente
trabalho, conduziram a escolha do tumor MXT, ao inves de outro tumor humano
primitIvo heterogeneo, para a execuyao deste primeiro estudo das modificayoes
especificamente induzidas pela radioterapia no nucleo celular tumoral. Do ponto
de vista pnitico, 0 tumor MXT e de facil manipulayao, desde 0 momenta do
transplante tumoral; a grande maioria dos transplantes saD bem sucedidos. Em
torno do 21 0 dia ap6s 0 transplante, 0 tumor mede aproximadamente 1
centimetro no seu maior difu:netro; e de facil acesso e individualizayao na regiao
subcutauea do flanco esquerdo do animal, 0 que torn a as punyoes extremamente
preClsas.

Os parfunetros morfonucleares foram calculados a partir de celulas
provenientes de punyao aspirativa de agulha fina; como fixador utilizou-se 0

AFA baseado nas pesquisas reaIizadas no laborat6rio em que foi desenvolvida
esta experiencia, as quais demonstraram, entre os vmos fixadores utilizados em
anatomia patol6gica, que 0 liquido AFA permitiu a melhor descriyao da textura
da cromatina (de LAUNOIT, Y.; KISS, R.; DANGUY,A. 1990).

As lfuninas com os esfregayos citol6gicos tumorais foram coradas
segundo 0 metodo de Feulgen, metodo introduzido ha mais de 70 anos por
FEULGEN & ROSENBECK (1924).Nos dias de hoje, ainda nao se conhecem
exatamente as bases fisico-quimicas desta reayao, porem considera-se que seja
ela quantitativamente especmca do ADN (SWIFT, H. 1956). Tais preparayoes
celulares foram em seguida submetidas ao analisador de imagens, para
quantificar, de forma mais precisa, 0 ADN. Os pesquisadores do grupo em que
foi realizado este trabalho validaram a aplicayao de tal metodologia sobre
nucleos celulares de tumores mammos humanos, provenientes igualmente de
esfregayos celulares obtidos por punyoes de agulha fina (SALMON, I.;
COIBION, M.; LARSIMONT, D.; BADR-EL-DIN, A.; VERHEST, A.;
PASTEELS, J.L.; KISS,R. 1991).

Para realizar esta experiencia, duas doses de irradiayao foram
escolhIdas: 2Gy e 8Gy. Essas doses san relativamente fracas em comparayao da
dose total utilizada em clinica radioteraplca (ARRIAGADA, R.; MOVRIESSE,
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H.; SARRAZIN, D.; CLARK R.M.; DEBOER G. 1985); entretanto, como se
utilizou a microscopia 6ptica para determinar as modificayoes morfonucleares
induzidas pela radioterapia, prescreveram-se doses linicas de irradiayao que
provocassem lesoes celulares subletais, isto e, sem eliminar completamente a
populayao celular. As doses de 2Gy e 8Gy saD conhecidas por induzirem tais
efeitos (BARENDSEN, G.W. 1982; WITHERS, H.R. & ELKIND, M.M.
1970).

as resultados mostram que a dose de 2Gy nao modificou
significantemente 0 creseimento do tumor MXT; no entanto a dose de 8Gy
retardou, de forma significante, 0 creseimento tumoral (Figura 6). A analise
estatistiea monovariada dos 15 parfunetros estudados nao revelou resultados
signifieantes, talvez porque as modifieayoes morfonuc1eares espontaneas, que
oeorreram durante 0 ereseimento tumoral, poderiam tomar aleat6ria a
interpretayao dos efeitos sobrevindos espeeificamente do tratamento pel a
radioterapia. Em outras palavras, a relayao smal radlOteniplco / ruido blOl6gzco
(SR/RB) neeessita ser eonsiderada, a fun de se determinarem os efeitos
induzidos pela radioterapia nos tais nuc1eos neoplasieos; eis a razao pela qual se
descreveu, neste trabalho, 0 modelo matematieo, que permite filtrar 0 ruido
blOl6gzco em relayao ao smal especifieamente induzido pela radioterapia. Para
esse fun, utilizaram-se as analises dos eomponentes prineipais com
transformayoes ean6nieas que, em uma uniea etapa, permitiram calcular todos os
15 parfunetros aqui investigados, 0 que possibilita extrair apenas os resultados
mais signifieantes. Eliminaram-se as populayoes nuc1eares ANE 1, ANE2 e
ANE3 (Figura 7) das analises estatistieas finais, uma vez que as eelulas nao
foram todas neeessariamente afetadas pela irradiayao; essas eelulas poderiam ser
eonsideradas semelhantes as pertencentes ao grupo controle. Pode-se imaginar
que algumas eelulas do grupo de irradiayao 8Gy poderiam ser poueo afetadas
pela irradiayao e assemelharem-se mais ao grupo tfplCO 2Gy que ao grupo t£pICO
8Gy. Assim, embora se tenha desprezado parte das populayoes eelulares,
realizaram-se eomparayoes estatistieas entre 0 perfil nuclear medlO dos grupos
irradiados com 2Gy e 8Gy, contrastados com 0 grupo eontrole

Dois fatores influeneiaram fortemente as modifieayoes
morfonuc1eares induzidas pela radioterapia: 0 periodo entre a irradiayao e a
analise numerizada das imagens nuc1eares (7dias versus 28 dias) e a dose
utilizada (Figura 9). A dose de 8Gy quase sempre induziu modificayoes
morfonuc1eares mais significantes que a dose de 2Gy, no 7° dia ap6s a
irradiayao Em eontrapartida, 0 fen6meno inverso foi observado no 28° dia ap6s
a irradlayaO, quando as caracteristicas morfol6gicas dos nucleos eelulares MXT
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do grupo 8Gy se assemelharam mais as celulas controles em compara~ao do
grupo 2Gy (Figura 9). lsto pode parecer curioso a primeira vista, mas se poderia
explicar da maneira seguinte: a dose de 8Gy retardou 0 crescimento tumoral
MXT, enquanto a dose de 2Gy nao teve efeito macrosc6pico aparente (Figura 6).
lsto pode slgnificar que 0 tratamento de 8Gy eliminou propor~ao significante das
celulas neophisicas que eram, por defini~ao, radlOssensivels a essa dosagem.
Inversamente, 0 tratamento de 2Gy nao foi suficientemente eficaz para eliminar
fra~ao celular significante do tumor. Entao, a primeira hip6tese consiste em
pensar que, no 7° dia ap6s a irradia~ao, a maioria das celulas eram ainda
sobreviventes no tumor; entretanto, nesse momento, ja e possivel evidenciar as
modifica~5es morfonucleares dose-dependentes induzidas pela radioterapia. Em
contrapartida, no estagio final da experiencia, isto e, no 28° dia ap6s a irradia~ao,
a maioria das celulas radlOssensivels foram eliminadas dos tumores tratados por
8Gy. Parece que essa e a razao pela qual 0 tratamento com 2Gy foi
aparentemente mais eficaz que aquele de 8Gy, no que toea as modifica~5es
morfonucleares no 28° dia ap6s a irradia~ao; podem esses resultados estar
relacionados ao fato de que as celulas tratadas por 2Gy nao foram eliminadas e
estao em fase de repara~ao do ADN nuclear. Esses resultados mostram enmo a
importancia da dose e do tempo utilizado, para investigar os efeitos das radia~5es
ionizantes nos nucleos celulares tumorais.

as resultados mostram ainda que as modifica~5es morfonucleares
acima mencionadas, induzidas pela radioterapia, sac relativas aos parametros
morfometricos, densitometricos e a textura da cromatina. Efetivamente, a
irradia~ao aumenta, de maneira significante, a media da area nuclear, qualquer
que seja a dose ou 0 tempo escolhido (Figura 9). A densidade 6ptica integrada
(laD), que mede 0 conteudo do ADN nuclear, aumenta ja aos 7 dias ap6s a
irradia~ao, qualquer que seja a dose utilizada. No 28° dia ap6s a irradia~ao, 0

fenomeno inverso e observado (Figura 9).

a aumento da media dos valores do laD, no 7° dia ap6s a
irradia~ao, pode corresponder ao mecanismo de repara~ao do ADN, que pode ser
ativado ap6s 0 tratamento radioterapico (RYDBERG, B. 1984) ou
quimioterapico (SORENSON, C.M.; BARRY, M.A.; EASTMAN, A. 1990).
No 28° dia ap6s 2Gy ou 8Gy de irradia~ao, nao se observou tal fenomeno; isto
pode corresponder ao fato de que as celulas lesadas estavam mortas. De fato, os
histogramas de ADN (Figura 10), mostram que existe dlminui~ao da
porcentagem de celulas nas fases S, G2 e M do ciclo celular no 28° dia ap6s a
irradia~ao (histogramas D e F da Figura 10), em compara~ao ao 7° dia ap6s a
irradia~ao (histogramas C e E da Figura 10). Comparando-se as fases S, G2 e M
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do grupo controle em rela<;ao aos gropos irradiados, no 7° dia ap6s a irradia<;ao,
existe 0 aumento dessas fases do ciclo celular nos grupos irradiados. As
constata<;oes acima esffio correlacionadas aos resultados do grafico IOD da
Figura 9, em que ha 0 aumento da densidade 6ptlca integrada ja aos 7 dias da
irradia<;ao e diminui<;ao aos 18 dias da irradia<;ao, em compara<;ao do ocorrido no
grupo controle. Tais resultados esffio de acordo com os publicados por Tubiana
(TUBIANA, M. 1982a; TUB lANA, M. & FRIENDEL, E. 1982b).

No referente as caracteristicas texturais da cromatina, a irradia<;ao
ionizante induziu a diminui<;ao da frequencia de pequenos agrupamentos da
cromatina nuclear (SRL), enquanto a frequencia de grandes agrupamentos da
cromatina aumenta nas mesmas condi<;oes experimentais. Esses resultados
mostram igualmente d1lllinui<;ao da condensa<;ao global da cromatina. lsto
significa que a porcentagem do desaparecimento dos pequenos agrupamentos de
cromatina e maior que a porcentagem de aumento do nfunero dos grandes
agrupamentos de cromatina, em termos de condensa<;ao global da cromatina
(Figura 9).

A analise de imagem nuclear mostra-se uti! quanta ao controle dos
efeitos induzidos pela radioterapia nos nucleos celulares tumorais. lsto podera
permitir tratamento mais especifico de cada tipo de tumor: monitora-se 0

tratamento mediante a pun<;ao de agulha fina e analise dos nucleos por
computador, para caracterizar, de forma mais precisa, a resposta imediata do
tumor ao tratamento instituido.
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A dose de irradia9ao de 8Gy retardou 0 crescimento do tumor
MXT, 0 que nao foi observado com a dose de irradia9ao de 2Gy.

A radioterapia induziu modifica90es morfonucleares especificas
neste modelo experimental de tumor mammo MXT. Tais modifica90es
morfonucleares dependem da dose e do tempo de execu9ao do tratamento
radiotenipico.

Essas modifica90es morfonucleares induzidas pela radioterapia
correspondem

(1) ao aumento da area nuclear;
(2) a diminui9ao dos pequenos agrupamentos da cromatina;
(3) ao aumento dos grandes agrupamentos da cromatina;
(4) a diminui9ao da condensa9ao global da cromatina
(5) e ao aumento da uniformidade dos niveis de intensidade da cromatina.
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