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INTRODUÇÃO 
 
A caracterização histopatológica de tumores é uma base importante para 
recomendar a intervenção terapêutica. No entanto, muitas das características 
histopatológicas não refletem o comportamento clínico de um tumor ou a sua 
resposta ao tratamento. A biologia de um tumor pode ser prevista pelo seu 
potencial proliferativo. A proliferação de um tumor representa a convergência de 
muitos fatores, incluindo tempo de ciclo celular, crescimento e morte celular. As 
regiões organizadoras dos nucléolos (NORs) são genes repetitivos que codificam 
o RNA ribosomal e portanto envolvidos  na síntese das proteínas (Capao et al., 
1985) crescimento celular (Das et al., 1986), diferenciação celular  (Smetana e 
Likovsky, 1984) e portanto nas transformações malignas (Deleener et al., 1987). 
As NORs são definidas como o componente nucleolar que contém proteínas que 
são marcadas seletivamente pelos métodos de coloração pela prata. Após a 
coloração pela prata, as NORs podem ser facilmente identificadas como pontos 
pretos situados exclusivamente sobre a área de atividade nucleolar dos 
cromossomos. 
Acredita-se que o número e o tamanho de AgNORs estejam correlacionados com 
a atividade celular no geral e possam ser um indicador do grau de potencial 
proliferativo ou de malignidade  (Crocker e Nar, 1987; Egan et al., 1988; Shiraishi 
et al., 1991). Estudos realizados em diferentes tipos de tumores demonstraram 
que as células malignas apresentam com freqüência maior quantidade de 
AgNORs do que células não malignas de tecidos correspondentes (Trerè, 2000). 
Com base na quantidade mais elevada de AgNORs na interfase, células malignas 
foram distinguidas de células benignas ou normais (Derenzini e Trerè, 1991).  
Posição anormal de regiões organizadoras dos nucléolos foi relatada em tumores 
testiculares humanos (DeLozier-Blanchet et al., 1986). Vários relatos sugerem que 
grandes quantidades de AgNORs se correlacionam com alto grau de malignidade 
em tumores intestinais (Derenzini et al., 1988), em neuroblastomas (Egan et al., 
1988), em lesões melanocíticas malignas (Egan e Crocker, 1988), e em tumores 
do cérebro (Shiraishi et al., 1991). Powers et al. (2004) realizaram análise 
citogenética em quatro linhagens celulares de feocromocitoma de camundongo 
com objetivo de identificar um denominador genético comum. Todas as linhagens 



apresentaram perda do comossomo 9 e três linhagens perderam o cromossomo 4. 
O cromossomo 4 do camundongo é homólogo ao cromossomo humano 1p, que é 
o mais freqüentemente deletado nos feocromocitomas humanos. O cromossomo 9 
do camundongo apresenta grandes áreas de homologia com os cromossomos 
humanos 3p, 3q, e 11q, que também estão freqüentemente deletados. Estas 
comparações sugerem que o mecanismo genético e a gênese dos 
feocromocitomas podem ser similares entre espécies. 
Com o objetivo de relacionar achados citogenéticos ao fenótipo dos tumores e 
investigar o potencial de diagnóstico na identificação do grau de atividade 
proliferativa ou malignidade, estudamos a expressão das AgNORs dos 
cromossomos e núcleos de células cultivadas dos tumores de Mus musculus.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Foram estudados os tumores de quatro animais criados no Centro de Criação de 
Animais de Laboratório da Fiocruz/RJ sob o protocolo CEUA nº 0044/00. 
 
Animal 1 – malhado, fêmea adulta com tumor de mama. Animal 2 – C3H, fêmea 
adulta com tumor de mama. Animal 3 – C57 Black, macho adulto com tumor em 
linfonodo e animal 4 – BalbiC, macho adulto com tumor na região escapular 
esquerda. 
 
-Obtenção de cromossomos – um fragmento do tumor foi divulsionado e colocado 
em garrafa com 10 mL de meio de cultura (RPMI 1640), suplementado com 10% 
de soro fetal bovino inativado e colchicina (200µ/mL) mantido a 37º C por 1 hora. 
Depois disso, o material foi hipotonizado em solução de KCl 0,075M por 30 
minutos e fixado em  metanol: acido acético 3:1. As lâminas foram preparadas e 
secas ao ar.  
 
-Coloração convencional – A lâmina foi imersa em solução de Giemsa a 3% em 
tampão fosfato com pH 6.8 durante 8 minutos e lavadas em água deionizada. As 
metáfases foram então identificadas, localizadas, analisadas e fotografadas. 
 
- Coloração das NORs – preparações de células do tumor foram coradas de 
acordo com o método descrito por Goodpasture e Bloom (1975) com algumas 
modificações. As lâminas foram incubadas em solução de HCl 10% a 56ºC por 10 
minutos e lavadas em água deionizada. Foram montadas com 3 gotas de solução 
de gelatina em 1% de ácido fórmico e 2 gotas de nitrato de prata a 50% e coberto 
por uma lamínula. A reação de coloração foi realizada por incubação das laminas 
a 70ºC até que estas adquiriram uma coloração marrom dourado e então foram 
coradas em solução 3% de Giemsa por 5 minutos. As mesmas metáfases 
localizadas pela técnica convencional de coloração e os núcleos foram analisadas 
para se estabelecer o padrão das AgNORs. 
 
 
 
 



RESULTADOS 
 
Animal 1 – Análise macroscópica do tumor evidenciou massa sugestiva de 
neoplasia na altura do primeiro par de glândulas mamárias torácicas, coloração 
brancacenta. Não há laudo histopatológico. Pela análise citogenética foram 
observadas células aneuplóides  com 34 e 39 cromossomos.  
 
Animal 2 – Análise macroscópica evidenciou massa de cerca de 4 cm de diâmetro 
localizada na altura do primeiro par de glândulas mamárias torácicas (lado 
esquerdo) de cor acinzentada. Sob microscopia, o tecido mamário apresentou 
processo neoplásico formado por células epiteliais pleomórficas, com nucléolos 
evidentes, por vezes apresentando-se em anel de sinete e com arranjos papilares 
e tubulares. Também foram observados túbulos apresentando secreção láctea, 
necrose de coagulação, figuras de mitose e embolo oncótico sendo diagnosticado 
carcinoma túbulo-papilar. Este tumor apresentou 32% de células com um 
cromossomo a mais (41 cromossomos). 
 
Animal 3 – Análise macroscópica revelou linfonodos mandibulares, axilares e 
mesentéricos enfartados. Baço aumentado três vezes o normal com bordas 
arredondadas e nódulos no parênquima. Na análise microscópica os linfonodos e 
baço apresentavam processo neoplásico formado por células linfocíticas 
pleomórficas. Estes órgãos perderam sua arquitetura e apresentavam células 
neoplásicas invadindo suas cápsulas e o tecido adiposo adjacente indicando 
diagnóstico de linfoma. O tecido tumoral apresentou células (21%) com uma fusão 
entre dois cromossomos acrocêntricos. 
 
Animal 4 – Análise macroscópica revelou massa de 2cm de diâmetro na região 
escapular esquerda. Ao corte, evidenciou conteúdo fluido e avermelhado. 
Processo neoplásico maligno por células epiteliais glandulares mamárias 
dispostas em padrão papilar, com crescimento difuso e infiltrado em tecidos 
adjacentes. As células apresentavam pleomorfismo e atividade mitótica moderada. 
Foram notados focos necróticos e de hemorragia. Os achados possibilitam 
diagnosticar Adenocarcinoma papilar mamário. As metáfases e os núcleos do 
tecido tumoral apresentaram 6 regiões organizadoras dos nucléolos, todas na 
região pericentromérica dos cromossomos envolvidos. 
 
DISCUSSÃO 
 
Os achados citogenéticos observados no presente estudo em tumores de quatro 
camundongos isogênicos, incluiram aneuploidia, fusão cêntrica (Robertsoniana) e 
aumento do número das regiões organizadoras dos nucléolos, e são similares 
àqueles obtidos em estudos com outras espécies. 
A causa real da instabilidade, que é uma característica da maioria das neoplasias, 
é pouco compreendida (Stindl, 2008). Mutações gênicas específicas e 
aneuploidias adquiridas têm sido relacionadas às causas de instabilidade 
genética. Neste trabalho são demonstradas evidências de que a instabilidade 
genética no câncer causada por aneuploidia e alterações estruturais dos 



cromossomos é uma etapa da transformação de uma célula normal em uma célula 
cancerosa e pode representar um evento precoce no processo tumorogênico. 
Tanto no animal 1 como no animal 2, ocorreram eventos de aneuploidia com 
perda cromossômica no primeiro e excesso de um cromossomo no segundo, 
devido provavelmente à segregação anormal de cromossomos para as células 
filhas. Aneuploidia é uma das propriedades mais comuns do câncer (Rajagopalan 
et al., 2004), mas não está totalmente esclarecido se é essencial para a 
tumorogênese ou uma coincidência devido a desregulação oncogênica (Marx et 
al., 2002). 
Foi descrito que a formação de fusões cromossômicas do tipo Robertsoniana 
suprimem a recombinação somática (Haigis e Dove, 2003). Um outro estudo 
relacionou esta fusão cromossômica a uma arquitetura nuclear alterada e 
subfertilidade em camundongos (Garagna et al, 2001). Em estudos de indução a 
tumores em camundongos BALB/c com e sem fusão cêntrica de cromossomos, foi 
demonstrado que o tipo de oncoproteina c-myc ativado pela translocação 
cromossômica em células de plasmocitoma de camundongo está alterada quando 
comparada com camundongos sem a translocação (Guffei et al, 2007). A fusão 
cêntrica entre cromossomos das células tumorais do animal 3 é do tipo 
Robertsoniana e pode ter similaridade com a descrição da literatura. 
Os genes que codificam o RNA ribosomal estão presentes no genoma do 
camundongo em 100 a 200 cópias e apresentam uma distribuição 
multicromossômica das regiões organizadoras dos nucléolos (NORs) (Atwood et 
al. 1976; Dev et al. 1977; Winking et al. 1980). Em linhagens isogênicas de 
camundongos, as seqüências de DNAr estão geralmente localizadas próximo ao 
centrômero e em cinco cromossomos (Henderson et al. 1974; Elsevier and Ruddle 
1975; Atwood et al. 1976). 
O aumento do número de regiões organizadoras dos nucléolos observada no 
tumor do animal 4 (6 cromossomos portadores) , indica que este tecido está com 
aumento da atividade de proliferação celular que é característica de malignidade, 
e poderá eventualmente ser utilizado como ferramenta de diagnóstico e 
tratamento. 
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