ERRATES

- 22 p3g. do resumo, B2 linhka
1,07% ao inves de 1.70%

- pdg. 4, 192 linha
(MELLO, 1987) ao invés de (VIDAL & MELLO, 1987)

— pag. 8, ultima linha
nucleolares, ao invés de nulenlares

- p3g. 16, 172 linha
dalcool 70% o inves de etanol absoluto

- acrescentar na pag. 17, 52 linha
.. .guardadas em geladeira (GROTTO, 1%90)>. Na hora

- Pag. 21, B22 linha
1,07% ao invés de 1,70%.

- Pdag. 33, 192 linha. . ..
cd = 0,46 ao inveés de sd = 0,43

- Pag. 3&, item 3
(1,07%) ao invés de (1.70%).

~ acrescentar nas referéncias bibliogrdficas, pag. 43.

SCHWARZACHER, H.G-. ; MIKESAAR. 4. U.; SCHNEDL, W. The nature of the
pg-staining of nucleolus arganizer regloRs. Cytogent Cell
Benet , 20: P4-3%9, 1978
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RESLIMO

A tecnica AgNGOR pode prestar auxilio nos casos
considerados duvidosos na diferenciagd3o entre célula
mesotelial reacional e celula carcinomatosa. A
discrimina¢aoc dos NORs, evidenciados pela reagap com
prata, torna possivel a .identi¥ica;50 da célula
neoplasica.

Estudamos liquidos de derrames em cavidades
serosas e lavados peritoniais dos quais 49 casos eram
negativos e 23 casos eram positivos para celulas
epiteliais neoplasicas.

d contagem dos NORs foi realizaaa com objetiva de
imersd3o (100X). Em cada nicleo foram contados o n? de
pontos independentes da forma e tamanho . A média dos
pontos para o grupo negativo para neoplasia foi de 1,71
com desvio padr3oc de ©,44 e a média dos pontos para o
grupo positivo para neoplasia foi de 3,98 com desvio
padraoe de 1,38. Houve uma diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos (p{(®,85}.

Foi observado que células mesoteliais normais tem
usualmente wum ou dois paontos pequenos e redondos por

nucleo. Nas células mesoteliais reacionais , a morfologia



dos pontos n3o € uniforme e algumaé vezes eles podem ser
numerosos, mas a media dos pontos na amostra foi tambeém
baixa. As células epiteliais neopldsicas mostram os pontos
de forma e tamanho muito variados com média geralmente
elevada.

.Foi varificado que a contagem de NORs igual a 2,46
marca a intersec¢do entre os dois grupos estudados tendo
uma chance de 1,78% de darmos um diagnostico falso
positivo e 17,08% de darmos um diagndstico falso negativo.

0s resultados desse trabalho permitiram caoncluir
com o auxilio da técnica AgNOR , que temos cerca de B80¥ de
chance de interpretarmos corretamente o0s liquidos de
cavidades SEerosas duvidosos quando corados pela

hematoxilina-eosina.
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INTRODUGCAO

0 nucléolo é uma estrutura celular identificada hd
mais de 200 anos. Atualmente o seu estudo tem mostrado
aspectos muito interessantes do ponto de vista_morfulégicd
e funcional.

GHOSH (1976) e GDESSENS (1984) fizeram uma
excelente revis3o bibliogrdfica sobre © nucléolo que
merece ser mencionado antes da discussio sobre a utilidade
de sua interpretacdo na prdtica diagndstica em anatomia
patoldgica. As seguintes informagles foram retiradas
dessas revisfes:

0 primeiro autor a descrever a estrutura conhecida
hoje como nucleolo foi FONTANA em 1781, embora a sua
denominac3o tenha sido dada por VALENTIN em 1839. Durante
muito tempo cientistas estudaram principalmente o numero e
0 volume do nucléolo em diferentes plantas e espscie
animais e poucos trabalhos foram feitos considerando a sua
estrutura e composi¢gio

Em 1898 MONTGOMERY fez uma ampla reviecio dos
estudos de Fontana e concluiu que ¢ nucléolo era uma
gstrutura homogénea que poderia éer cearada por corantes
acidos e bdsicos . No comeco deste <cécula, diversos

pesquisadores continuaram com o estudo da composicao



nucleolar.

RUZICKA (1899) e SIMARO (19€@¢) mencionaram a
impregnagio de prata no nucléolo e CAJAL (1903) . escreveu
sobre a presenca de grinulos argentdfilos no nucléolo.
JDRGENStN " ¢1913) ucou uma técnica de digest3o por pepsina
acidificada para identificagdo do nucléolo. Para ele- 0
nucléolo poderia ser basdétilo ou aciféfilo dependendo do
crescimento celular é da produc8o de proteinas. HETZ
(1931 estudou o nucléolo através do ciclo mitotico e o
assaciou com a regifp de constri¢io secundidria dos
cromossamas. MACLENTOK (1%34) demangtrou que o nucléolo é
organizado em regifes especificas do crompssoma & do
milho. GOTES (1942) e Seus associados estudaram
extensivamente a constrig3o secundéria dos cromossomas B O
nucléolo de um grande numero de espécies de plantas. Eles
estabeleceram que © numero méximo; de nucléolo nas
especies era constante e que havia uma relagic entre o
nimero de nucléolos e o niumero de constricBes secunddrias
presente nos cromossomas.

BRACHET (1942, 1%947), CAPERSON e SANTESSON (1942)
deram contribui¢do importante para a interpretaci3o do
metabolismo do nucléolo. Brachet usando o corante verde
metil-pironina demonstrou que o nucléolo era rico #m RNA e
Caspesrson desenvolveu um método citofotométrico para
anilise do acido nu;]eico na célula. Juntos demonstraram a

presenca do dcido ribonucleico no nucléolo.
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A investigagdo da ultra estrutura nucleolar
comegou no inicio 195¢. GODDWARD (1950) relatou pela
primeira wvez a preséhca de estruturas filamentosas dentro
do nucléolo. ESTABLE e SOTELO (1951) descreveram a
presenc; de componentes estruturais, filamentos,
nucleoalonema e parte amorfa dentro do nucléolo. 0
nucleolonema foi considerado como sendo composto por
ribonucleoproteinas (RNPs).
A microscopia eletrdnica pode-se observar que o
nucléolo consiste de no minimo cinco componentes

estruturais: o centro fibrilar, o componente fibrilar

denso,o componente granular, o intersticio nucleolar e a
cromatina associada condensada. RECHER et al. (19469)
Propuseran 0o termo centro fibrilar para designar o
material fibritlar 1livre associado com o componente

fibrilar denso e devide 2 sua localizsg30 central dentro

deste. Fazem parte da composigio do centro fibrilar: DNA,
RNA, proteinas, em especial proteinas argirdfilas,
enzimas, metais e cations inorgdnicos. 0O componente

fibrilar denso € composto por fibrilas de aproximadamente
4 nm de didmetro. Essas sao associad;5 com o centro
fibrilar sugerindo uma rela¢3o funcional entre o0s dois
componentes. Segundo FAKAN (1978} o componente fibrilar é
o local da sintese do RNA pré-ribossdmico.

0 componente granular & formado por particulas de

aproximadamente 15 nm de difmetvro e situadas 2o redor do
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componente Ffibrilar. Os grd3nulos s3o compostos por RNP
(MARINOZZI, 1944). Estudos bioquimicos dos componentes
granular e fibrilar nucleolar isolados indicaram que o
ctomponente fibrilar € precursor do componente granular
(DASKAL‘ et al., 1974) e que os grﬁnuloé nucleolares s3o
liberados como particulas pre—.ribossomais-e transportados
para o citoplasma.

0 intersticio nucleolar consiste de areas
esféricas de pouca densidade circundando a massa
nucleoclar, A morfologia, tamanho e o numero dos
intersticios nucleolares s80 varidveis dependendo do tipo
do nucléolo. A cromatina nucleolar associada separa 0
corpo nucleolar mantendo uma ligagc3o com o0s centros
fibrilares.

Sabe-se atualmente que o nucléolo esta implicado
na biogénese de ribossomas nfo sd com respeito 3 sintese
dos rRNA pesados, mas também quanto aos seu metabolismo de
pos~transcrigan e cua reunifio seja com RNAs leves, seja
com proteinas (VIDAL & MELLO, 1987).

0Os NORs correspondem a regifes de constrigao
secundaria dos bracos curtos dos cromossomas acrocéntricos
de ndmeros 13,14, 15, 21 e 22 (BEIGUELMAN, 1982). O
nucléolno pode ser considerado um produto da atividade de
um ou mais cromossoma contendo segmentos condensados ou
_descondensadoé de DNA ribossdmico( rDNA) dependendo da

demanda celular de RNA ribossomal (MIRRE e STAHL, 1981).
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A descoberta de provas diretas da existéncia dos
genes codificadores para rRNA 185 e 285 nos NORs trouxe um
avango para o conhecimento da fisiologia nucleclar. ©
organizador nucleolar contém um motivo genético
repetitivo, do qual uma parte é a unidade de transcrig3o e
4] restante constitui um segmento geralmente nao
transcrito, que se alterna com os segmentos com capacidade
de transcrig8e. A unidade de transcrigcio dd origem ao
transcrito primario, ou seja, RNA pré-ribossomal 458 gue
tontém os trés genes nucleolares 185, 5,85 e 28S. Dcorrem
clivagens de cada molécula de RNA 455 segundo diversas
etapas que envolvem perdas de porcﬁés nio metiladas dando
uma wmolécula de 325 e uma de 18S. Almolécula de RNA 18S
transfere-se rapidamente do nucléolo para a sub-unidade
ribossdmica menar, no citoplasma. A molécula 325 &
clivada, formando a mplécula RNA 288 ?ue Permanece com o a
do RNA §5,85. Essas passam curtoc espage de tempo no
nucléolo antes de se transferir ;ara a sub unidade
ribossdmica maior, no citoplasma (ALBERTS, 198%9; VIDaL &
MELLO, 19B7).

A associa¢3o de RNA com proteinas comegca jd antes
do precursoer 458 ter sido totalmente transcrito. As
moleculas de RNA 45S associadas com proteinas constituem
as fibrilas de RNP do nucléolo que se sedimentam em 808
(GHOSH, 197&).

O0s NORs s3ao também locais onde um grupo peculiar



de proteinas dcidas estlo localizadas e que se coram
intensamente pela prata (HOWELL & BLACK, 1980) sendo
identificadas na literatura comg "Ag—NDRs'.

A caracterizacin biogquimica dessas proteinas nido
esta ginda bem esclarecida, mas ha consideraveis
evidéncias indicando que a nucleolina, também chamada
proteina C23 ou 100 KDA , é a principal proteina hucleolar
corada pela prata (JORDAN, 1987).

JORDAN (1987), HOWELL (1982) relataram que a
nucleolina estava envoalvida na transcrigio.

As ptateinas AgNOR estl3o lncalizadas no centro
fibrilar e em menor quantidade no componente fibrilar
denso (HERNANDES VERDUM, 1980),e isto as vezes ]
relacionado ao grau de atividade nucleolar (SCHWARZACHER,
1978 ».

M3 e?idéncias que as proteinase  AgNOR est3o
envolvidas na " sintese do RNA pré-ribossdmico ou

participam no complexo de transcric3o do rDNA (DIMDUA et
al., 1982 ; FERNANDES GOMES et al.,1983; MEDINA et al. |,
1983) .

De acordo ctom diversas pesquisas com inibig3o da
sintese de RNA foi verificado que a rea¢f8o com a prata
continuava positiva nas estruturas fibrilares (HERNANDES
VERDUM et al. , 1988). Esses achados indicam que algumas
proteinas AgNOR nd3o est3o ligadas diretamente a sintese de

rRNA , mas deve ter 1ligag830 na estrutura dos genes



ribossomais (HERNANDES UERDUH et al. , 1984).

ERARD et al. (1988) demonstraram que a2 nucleolina
tem uma impnrtante' fun¢3o estrutural. Esses autores
entendem que aquela proteina se liga & histona Hi1 e induz
a descﬁndensacia da cromatina. Isto ocorre portanto antes
da transcrigio do rDNA.

D possivel aumento na guantidade de nucleolina
demonstrada pela prata através de_grinu]os mais volumosos
ou mais numerosos has células dos tecidos em proliferagio
que nas células em repouso, podefia ser uma evidéncia de
proliferac3o celular aumentada (DERENZINI et al., 1788 )

.A coloragcdo pela prata € uma boa técnica para se
estudar ﬁg componentes nucleolares durante a mitose.

PLOTON et al. (1987) estudaram diversas linhas de
células cancerosas humanas e de rato e puderam observar
que duﬁante a profase, os vdrios componentes nucleclares
desagregam no fnicio da mitose: os centros fibrilares e ou
componenies fibrilares densos ficam situados na periferia
do nucléolo em contato com os cromossomas. Heste estdgio
os depositos de prata est3o exclusivamente localizados
sobre os centros fibrilares e o componente fibrilar denso.
No final da prdfase as proteinas AgNOR apresentam-se conm
estruturas esféricas, uniformes e os dois componentes
fibrilares nd3o podem ser distinguidos. Na metdfase a
quantidade de proteinas AgNOR é extremamente baixa. Os

NORs sempre aparecem como estruturas alongadas ou
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esféricas parcialmente _integradas na constrigdo
cromossomal. Nesta fase os NDORs representam estruturas
minimas correspondendo ao vDNA inativado.

Durante a anafase, as¢ estruturas coradas pela
prata ainda Ppossuem forma esférica. Essas estruturas estfo
localizadas em depressdes na periferia dos cromossomas,
que muitas vezes s3o ocupadas por RNP. Em células de tumor.
de Erlich, garande numero de pontos corados pela prata
aparecem nos locais com RNP situados entre e ao redor dos
Crompssomas. |

Na telofase dopis tipos estruturais corados pela
prata podem ser observados. 0 primeiro tipo consiste de
pontos grandes e homogéneos situados na periferia dos
cromossomas. 0 segundo tipo consiste de pPEquenos
agrupamentos de pontos situados ao redor e entre os
cromossomas . Em uma fase mais tardia da teldfase , os
pontos coradoe pela prata diminuem em quantidade e
aumentam de tamanho. Pode-se distingiir o centro fibrilar
e o componente fibrilar denso . As RNP desaparecem e o
nucléolo _adquire progressivamente sua estrutura vista em
interfase, a qual varia de um tipo celular para cutro.

BUSCH et al. (1979) e PLOTON et al.
(19B&)demonstraram que o nudmero de estruturas coradas pela
prata poderia ser usado para diferenciar a célula normal
da cancerosa. As proteinas AgNOR poderiam ser marcadoras

dos componentes nuleoclares e ajudar na interpretagio da



fisiologia das célulés éancerosasi

A aplicaégb 'da técnica AgNOR em liquidos
cavitdrios com o intuifo de auxiliar na distin¢do de casos
de di#iéil ‘diagnéstitb_.di¥erencia1 entre neoplasia e
alteraﬁﬁo reaciodal tém interessado alguns autores (AYRES
et al. , 1988; COLECCHIA et al. , 199%; COLECCHIA &
LEOPARDI , - 1992 ). E di?icil_a interpretagio de células
presentes ém liquidos asciticos de pacientes portadores de
panctreatite ¢robnica ou de , cirrose hepatica, lavados
peritoniais de pacientes com cirurgia e ou radioterapia
previas, 1liquidos pleurais de mulheres com carcinoma de
mama operado, etc. Varios métodos podem ser aplicados para
se fazer o diagndstico diferencial entre célula mesotelial
reacional e ceélulas carcinomatosas (CHIN-YANG LI et al. ,
1988 ; HERRERA & WILKERSON , 1985 ; KWEE et al. , 1982 ;
LINARI et alL. , 1989; NANCE & SILVERMAN , 1991 )Ymas e
preciso salientar que a microscopia eletrfnica & de
aplicagio restrita e pouco prétic;; as tecnicas
imunogquimicas ¢80 caras sendo que @ as mais eficazes
utilizém anticorpos monoclonais e as técnicﬁs
histoquimicas Item baixa especificidade. Nenhuma destas
técnicas tem 100% de sensibilidade.

A conlorac3o dos NORs pela prata se coloca como
metodo simples de custo médio,lfacilmente reprodutivel em
qualquer laboratdrio por nio necessitar de equipamento

sofisticado para sua interpretag2o. Existe escasso numers
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de trabalhos na literatura aplicando a técnica AgNOR em
exames citoldgicos de liquidos cavitarios e em bidpsias de
pleura, a maioria tentando distinguir a célula mesotelial
reacional da neoplasica (mesotelioma).

DERENZINI et al. (1988) utilizaram a coloragio
pela prata e um método quantitative morfo-densitométrico
para investigar a distribuic8o dos NORs interfdsicos em
cglulas epiteliais neoplasicas, mesoteliais neoplasicas,
células mesoteliais reacionais g macrdfagns de ligquidos
pleural e peritonial. Seu estudo mostrou diferenga entre
os diversos grupos: as ceélulas mesoteliais reacionais tem
pequenot e pumerosos NORs, com agrupamentos regularmente
distribuidos elde tamanho uniforme;as células mesoteliais
neopldsicas e as celulas carcinomatosas tém os NORs
numeyrosos, irregularmente distribuidos no nucleo e de
tamanho heterogéneo . 0 exame morfo-densitométrico mostrou
que adenocarcinoma metastatico apresenta grande
quantidade de pontos corados pela prata, diferente do
observado em Mesotelioma

AYRES et al. (1988) aplicaram a téenica AgNOR para
bidpsias de pleura normal, reacional & com mesotelioma.
Acharam os seguintes valores estatisticamente diferentes
entre si: nas celulas mesoteliais normais a média dos
pontos foi de 1,04 (1 B,il); nas reacionais a média foi de
1,75(+ ©,55) e em pacientes com mesotelioma a meédia variou

de 4,95 a 5,43, de acordo com o0 tipo histonldgico.
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BARSOTTI et al.(198%9) aplicaram a coloracdo AgNOR
em 11 liquidos de cavidades pleural ou peritonial, 3 com
hiperplasia mesotelial reacional e & com adenocarcinoma
metastditico . A media de pontos AgNOR no grupo de casos
pdsitivos foi trés wvezZes maior que a média obtida nas
celulas mesoteliais reacionais, diferenga essa
estatisticamente significante,

COLECCHIA et al. (1991} utilizaram a morfometria e
a contagem AgNOR para diferenciar células mesoteliais
reativas e malignas de liquidos pleurais. 0O nudmero de
pontos POY celulas mesoteliais benignas foi
gignificantemente mais baixo do que em mesoteliomas. O
didmetro medio nuclear e a area media nuclear foram
analisados e o3 resultados mais baixoe se relacionaram ao
mesotélio reativo que tem a média de NORs de 1.56 (& @,77)
e o0s mais altos aos mesoteliomas gque tem a média de

NORs de 2,81 (3 1,44).

MEGAN LIM et al. (1992) fizeram wuma andlise
morfométrica nos NORs de liquidos peritoniais negativos e
positivos para cdlulas neopldsicas incluidos em parafina
(cell-block ou citoinclusfo) usando microscopio eletrdnico
de varredura. A morfologia dos AgNORs em células malignas
mostra uma distribuigio irregular e uma grande
variabilidade de tamanLo. Quanto ao numero de NORs, 05
autores obtiveram: 1,59 (+ ©.33) para células mesoteliais

normais e 3,22 (x 9,75) para celulas carcinomatosas.
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Dentvre os poucos Ltrabalhos existentes sobre o
assunto, observa-se uma preoccupacio comum a quase todos os
autores em conseguir distinguir, através da teécnica AgNOR,
a celula mesotelial reacional da célula mesotelial
neopldsica . Em nosso meio o mesotelioma & um tumor pouco
frequente e n3o0 costuma entrar no diagnostico diferencial
das efusfies. Em nossos casos que apresentam ceélulas
atipicas de dificil interpretagio , sempre pr’ecisamns
considerar em primeiro lugar a possibilidade delas serem
provenientes de uma infiltraclo carcinomatosa da membrana

serasa (metdstase).



2 . OBJETIVOD
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OB JETIVCO

Padronizar a apresentacio dos grianulos AgNOR

atraves do seu numero e da sua morfologia, em c2lulas
mesoteliais absolutamente normais, em cé€lulas mesoteliais
reacionais e em celulas epiteliais malignas encontradas em

liquidos coletados gspontaneamente na pleUra € no

peritdnio e em lavados peritoniais.



3. CAaSUESTICA E METODOS
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CASUISTICA E MeETODOS

Foram estudados 74 liquidos toletados
espontangamente em cavidade pleural ou peritonial, e
liquidos provenientes de lavados peritoniais. 0 material
foi enviado aoc laboratdrio de Anatomia Patolodgica do
Hospital das Clinicas Unicamp com ou sem fixador (dlcool).
0O sedimenta foi obtido da forma mais tonveniente ( em
citocentrifuga,em centyifuga comum ou em camara de
sedimentacao). As laminas com o sedimento foram colocadas
por cinco minutos em solugdo 3:1 de etanol absoluto mais
acido acetico e corados por Hematoxilina-Eosina. Assim foi
possivel a identificacBo de 49 casos indubitavelmente
hegativos (tabela 1) e 23 casos francamente positivos para
celulas neoplasicas (tabela 2). Os agrupamentos celulares
importantes para o estudo foram circundados com diamante
no wversg da lamina ;Posteriormente og sedimantos foram
descoradas com alcool acidulado (iml &dcido <cloridrico
concentrado em 100ml de etanol absoluta) e corados pela
“tecnica AgNOR" descrita por HOWEL & BLACK (1980) e
modificada por PLOTON (1986). ' | -

Tecnica Ag-NOR

~ 8olu¢3o de nitrato de prata a 35@% em dgua

destilada. Deve ser preparada na hora do uso.
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~ Soluglo de gelatina e acido formico: a gelatina
foi dissnlvida a.E% de Agua déstiiada aqueciﬂa. ﬁﬁdg 0.
resfriamento da solug3o, foi acrescentado acido formico a
1%. A soluglo final foi dividida em aliquotas de 3 ml e
guardadas em geladeira. Na hora do uso fol novamente
dissolvida em estufa 80°C.

A soluc3c de nitrato de prata 5@% e a solugdc de
gelatina com dacido formico foram misturadas na pProporgao
de 2 para 1 respectivamente. A solugd3o € colocada
diretsmente sobre a l&mina, que & recoberta com laminula.
A reaclo se processa no escuro, e a temperatura ambiente,
durante 3@ minutos. A seguir a l3amina & generosamente
lavadé com agua destilada e submetida ao procedimento
habitual para ﬁontagem com resina sintética e laminula.

A contagem AgNOR foi realizada utilizando objetiva
de imersS5c0(100X) . Em cada ndcleo foram contados o ndmero
total de pontos independentemente da sua forwma e tamanho
Quando as pontos apareciam como "‘clusters” , ou seja
varios pontinhos agregados e era impossivel a sua
individualizagio, foram considerados por nds como um dnico
rponto.

£m cada caso foi referido o ndmero de celulas
contadas, a meédia dos pontos AgNOR e sua variagao.

Foram calculadps a média e o desvio padrio dos
casos positivos e negativos e comparados através do teste

t de student.



Tabela 1. Grupo de

pacientes

com efusdes
lavados peritoneais negatives para neoplasias

pleurais/peritoneais

o ek i 7 o o Ak ot L P oy e e i L N - b B N S T il S oy st AL U e S S

225638
c774%
2881¢
28732
29714
27864
29724
29748
30410
31034
31179
31400
31442
31621
31478
31679
31711
31794
31909
32046
32084
32142
32147
32424
32471
324638
33066
330458
33z2e8
33289

Material

L. Peritonial
Lav. Peritonial
Lav. Peritonial
. Ascitico
Peritonial

. Peritonial

. Peritonial

|t i und S a

. Peritonial
Lav. Peritonial
L. Peritonial
Lav. Peritonial
L.. Peritonial
L. Peritonial
L. Ascitico
Lav. Peritonial
Lav. Peritenial
Lav. Peritonial
L. Pleural

Lav. Peritonial
Lav. Peritonial
L. Peritonial
Lav. Peritonial
Lav. Peritonial
L. Ascitico

L. Pleural

L. Ascitico
Lav, Peritonial
L. Ascitico

L. Ascitico

Lav. Peritonial

Sexo

M T MM T T T T T MMAMMTTAMI AT T M TR MM X

Idade

43
34
39
&4
40
43
33
63
25
69
49
60
33
26
35
44

a0

59
64
&0
93
49
43
8%
40
70

Diag. Cliinico.

Dclusio Intestinal
Carc. Cérvix

Carc. Cervix

Ascite a esclarecer
Pancreatite aguda
Carc. Endometrio
Adenomiose Uterina
Carc. Endométrio
Carc. Ovario
Cirrose Hepatica
Colo
Neoplasia Ovdrio?

Carc.

Ascite a esclarecer
Insuficiéncia Hepatica
Cisto Folicular Ovidrio
Tumor de Mesentério
Sarcoma
Hipoproteinemia

leioma Uterino

Carc. Endométrio

Hepatite Viral

Carc. Cérvix

LCirrose Hepatica
Insuficiéncia Hepatica
Neoplasia

Intussescepgio ileo-Cecal
Carc. Endométrio
Pancreatite Crdnica
Insuficiéncia Cardiaca

Carc. Mama
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Tabela 1: Grupp de pacientes
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com efusfies pleurais/peritoneais e
lavados peritoneais negativos para neoplasias

J P ———————————— PRSP 2t el ke dad o dnd

Diag. Clinico

Carc. Colon Sigmdide
Derrame Pleural

Neoplasia Pulmonar?

Tumor Anexial Gigante
Provavel Tumor de Ovario
Adenocarc. Endométrio

Tumor de Ovario D.

Carc. de Esdfago

Adenacarc. Papila Duodenal?
Adenocarc. Papila Duodenal?
Carc. Endométrio

Tumor de Ovdrio

Cirrose Hepdtica

A esclarecer

A esclarecer

Tumor Gdstrico

Miomatose Ext. TU Axial

Dor Pélvica Cronica

Broncopneumonia

e ———————————— RS S e e el DRl il b Dbl

L = liquido

Material Sexo Idade
L. Peritonial F . 67
L. Plesral v B4
L. Pleural M - 62
Lav. Peritonial F 35
L. Ascitico F 43
Lav. Peritonial F B8é
Lav. Peritonial F 83
L. Peritonial F 81

L. Ascitico F 68
Lav. Peritonial M 48
Lav. Peritonial F &2
Lav. Peritonial F -

L. Ascitico M 49
.. Pleural M -

L. Pleural M 42
L. Ascitico M -

Lav. Peritonial F a0
L. Peritonial F 38
L. Ascitico M 33

LAV = lavadn

Carc. = Carcinoma



Tabela 2. Grupo de pacientes caom efusdes pleurais/peritoneais e
lavados peritoneais positivos para neoplasias

Casos Material Sexo Idade Diag. Clinico

1618/79 L. Pleural M 73 Adenocarc. Pulmdo
27713 L. Peritonial F 4¢ (Cisto Adeno Dvirio
29458 Lav. Peritonial F 54 Carc. Endométrio
30974 L. Peritonial F 41  Carc. Endometrio
31214 L. Peritonial F - Carc. Endométrio
31264 L. Pleural F 63 Carc. Ovdrio
33297 Lav. Peritonial F 53 Carc. Ovario E.
33715 L. Peritonial F 53 Cistoadenocarc. Ovario
33720 L. Pleural F 74  Adenocarc. Metastatico
33721 L. Pleural M 54 Adenocarc. Metastatico
338462 L. Pleural F 4@ A esclarecer
34247 L. Ascitico F .4? Carc. Colon Ascendente
34430 L. Pleural F 58 Mgtdstase
34494 Lav. Peritonial F 37  Tumor de Ovidrio
35348 L. Pleural F &8  Tuberculose? Neoplasia?
35404 L. Pleural M 51 A esclarecer
36017 L. Pleural M 4@ Carc. Epidermdide
35174 L. Ascitico F 60  Ascite a esclarecer
36181 L. Pleural F 26 Carc. de Mama
34482 L. Pleural F 21 A esclarecer
37012 L. Pleural F 3¢ A esclarecer

- L. Pleural M - Carc. Epidermdide
49319 L. Pleural y - A esclarecer
48472 L. Pleural F 40 A esclarecer
41093 L. Pleural M 61 Carc. Pulmao
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RESUL TaDO

Celulas mesoteliais normais tem usualmente um
ponto pequeno e redondo por ndcleo (Fig.l, tabela 3). Nas
celulas mesoteliais reacionais a morfeologia dos pontos nio
e t30 uniforme,em alguns nicleos fles podem ser numerosos,
mas a media dos pontos na amostra €& também bai#a
(Fig.2 e 3, Tabela 3 ).As células epiteliais neoplasicas
mostram em sua maioria numernsos pontos de formas muito
variadas,as wvezgs bizarras, formando grandes agrupamentos
(Fig. 4 e S5, Tabela 4).

A tabela 3 discrimina a media ¢ a variagio dos
pontos AgNOR por nucleo e o numero de ceélulas contadas por
caso,nas celulas mesoteliais normais e reacionais.A média
do grupo foi de 1,71 com desvio padr3ao de 0,44 (Fig.d)

A tabela 4 discrimina a media # a variagao dos
pontos AgNOR por ndcleo , 8 o ndmero de células contadas
por caso nas celulas epiteliais neopldsicas metastaticas
onde a media foi de 3,98 com desvio padr3o de 1,38
(Fig. 61).

A Fig.7 wmostra em grdafico a distribui¢3o dos &2
grupos estudados . Observa-se que a contagem de NORs igual a
2,66 marca a intersec¢3o entre eles com uma possibilidade

de 1,70¥% de diagndstico falso positivo e de 17,024 de

LY}
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digndstico falso negativo.
Aplicande o test t de student houve uma diferenga

estatisticamente significativa ‘entre oS dois @ ‘grupos

estudados (t= - 10.3057 ; DF=72 ; p{ 0,05 )
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Tabela 3 - Células mesoteliais normais e reacionais: Média e variagdo
dos pontos AgNOR por ndcleo e N° de células contadas por

1,359

caso.

Casos nce Var o
22438 ao i34 2,28
27749 99 133 1,07
2g8gie 84 1ia3 1,23
28932 &9 1 a3 1,33
29714 33 {1 a3l 1,33
29866 23 1 a4 1,49
29924 23 ia?d 2,33
29948 99 133 1,17
30410 21 1 a3 1,85
31034 42 1 a4 1,73
31735 100 1a?2 1,22
31400 63 taé 2,50
31442 24 1 a3 2,46
31421 29 1a6é 2,50
aileze 40 1 a3 1,20
31679 37 1a3d 2,13
317114 B1 1 a3 1,60
31794 &8 i=24 i,92
31909 71 133 1,18
32044 1) 1ad 1,26
32084 14 f a3l 1,57
32142 22 1a8 1,57
32147 21 1a3 1,38
32424 23 1ad 1,84
32471 &9 1a3 1,40
32638 39 124 2,a8e
JIesé 54 1 a3 1,30
33668 78 1ab 2,70
3327 49 1 a3 2,08
33289 82 1 a4
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continuagao

Tabela 3 - Células mesoteliais normais e reacionais: Media e
variagdc dos pontos AgNOR por nucleo e N® de células
contadas por caso .

e o o e S A - ] e A o e ek ik ML S S B P S i e T  fyl d L o T L S i o L —

Casos nce Var X
33588 56 tas 1,70
33879 50 1a3 1,44
33947 100 125 1,90
35305 80 1a5 2,00
36648 se 1a4 2,30
36688 43 1ae 1,30
36693 50 a3 1,50
36694 61 124 2,00
36713 30 1ae 1,06
36729 &7 1a4 2,40
36773 78 tad 1,33
40167 55 {as 1,56
40181 50 127 2,08
40182 49 { a4 1,85
40189 22 1a2 1,09
40975 34 1as 2,29
41061 42 1a3 £,35 .
41151 50 {a4 1,90
41351 29 1a4 2,55
Média = 1,71 Desvio Padrio = 0,44

ncc = NO de células contadas

Variacio dos pontos AgNOR por caso

<

-1}

-
]

k = Média dos pontos AgNOR por caso



Tahela 4- Células epiteliais neoplasi

variag30 dos pontos AgNOR p
contadas por caso.

cas
or ndcleo e

metastaticas:

N® de

25
Media e
ceélulas

e p————— PR PR R e e Bl Sl kb

Casos nco Var
1618/79 i8 1a%9
27713 37 1al
29458 44 1a?
30974 23 1al
31214 17 1al
312664 36 1at
33297 o9 1aé
33715 ol 1a¥
33729 49 1al
33721 3 i1ali
33842 2d 1al
34247 590 1 a1l
34430 28 1atg
34694 100 ias
33348 83 tas
33406 - 49 1ia3d
34017 15 1a5s
35174 100 1 a7
36181 a8 i1a7
34682 32 1 aé
37e12 50 ia®

- 21 ial
49319 23 1a8B
49472 33 1al
41093 34 1 ail

ny
[&41
~1
n

-9
-9
-9
m

8 7,10

e A o i S T s by} e ot T o B e Y P L i A . B e o A S e L

= NC de celulas contadas
Variac3o dos pontos AgNOR por taso
Média dos pontos AghNOR por caso



Fig.
(a)

1.

(C. 30410).
Hematoxilina-e

Média de NORs = 1.85

Células mesoteliais nhormais.
osina (b) Técnica AgNOR.
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Fig. 2. (C.31794). Células mesoteliais reacionais (seta).
{(a) Hematoxilina-eosina (b)Y Tecnica AgNOR.

Media de NORs

192
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Células mesoteliais reacionais (setas).

31442) .

3 (C.

Fig.

Média de NORs

2.46.

(a) e (b)) Técnica AgNOR.



Fig. 4 (C.29458). Celulas carcinomatosas

peritoneal.
(a) Hematoxilina-eosina.
Media de NORs = 4,06

~

(b) Técnica AgNOR.

em

29

lavado



Fig.
meédia
4.80),
media

5 Ceélulas carcinomatosas metastaticas (a
de NORs = 4.06), (b = C.30974, media

=

de

(c = 31266, media de NORs = 5.735) e (d

de NORs = 5.75). Técnica AgNOR.

L.

30

292458,
NORs =
s/n%,

A
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DISCUSSAOD
Escolhemos o estudo de  liquidos coletados
espontaneamente em cavidades serosas e de lavados

peritoniais, porque o diagndstico diferencial entre ceélula
mesotelial vreacional e célula epitelial neoplasica ¢é
reconhecidamente dificil (KOSS,L.G.,197%).& sabido que
nas revisoes de cavidade peritonial ("second look™),o
exame citoldgico do lavado permite a obtengio de resultado
positivo para ceélulas neopliasicas mesmo quando as bidpsias
s30 negativas, Estas s3o feitas ao acaso quando n3o ha
lesio evidente, por isso € grande a chance de ndo detectar
um implante inicial no periténio (ZUNA,R.E. et al.,i989).

0 seguimento mostra que os casos com biopsia negativa e
citologia positiva tem pibr ﬁrngndsticn, iﬁ&icaﬁdo
necessidade de wum acompanhamento diferente para esses
pacientes. OQutras situacdes clinicas mostram que o exame
citoldgico de liquidos, geralmente colhidos precocemente,

pode orientar a conduta com o paciente.

Nossa contagem AgNOR em celulas mesoteliais

normais w =1,71, sd = 9,43) é muito semelhante a
apresentada por AYRES et al, (198B) (x = 1,75, sd = &,53)
e COLECCHIA et al. (19%1) (x = 1,534, sd=0,77). DERENZINE
et al. (1988) nio contaram o ndmero de AgNOR por nucleo,

mas a Area ocupada por eles.
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Nossos resultados demonstram claramente gque a
técnica AgNOR pode prestar um grande auxilio na
interpretagio dos liquidos cavitarios ( efusles e lavados
¥y, pois ki uma acentuada diferenca-na contagem de NORs de
células mesoteliais(normais ou reacionais) e celulas
epiteliais malignas.

Foi extremamente facil a contagem dos liquidos ou
lavadons negativos , pois os pontos AgNOR ndo variam de
forma e tamanho. A margem de ervro fica relativamente
pequena utilizando o valor de 2,464 com limite entre os
dois grupos, sendo 1,07% a chance de darmos diagndstico
falso positivo.

Consideramos elevada a chance de haver falsos
negativos (17,0R%), que resultnu da existéncia de § casos
positivos com contagem abaixo de 2,464 ( ver tabela 4).
Esses casos hos traousxeram muitas dificuldades na contagem
pois algumas celulas apresentavam varios pontinhos AgNDR,
impossiveis de serem contados e estes foram considerados
como um < o. Em oQutras havia poucos pontos, was eram
grandes e de marfologia variada e/ou bizarra. Isto estad de
acorde com estudos em outras celulas epiteliais (ARENDS &
KATE, 1988 ; RAYTER et al. , 1992 ; BUAREZ et al. , 128%9)
onde a afirma¢gdo de haver elevada contagem de NOR em
celula neopldsica ndo @ uma censtante . Especificamente
em mucosa colo-retal a morfologia dos NDRs é mais
importante para o diagndstico que sua contagem (TREVISAN¥
et al. , 1993 ; BUFO et al. , 1992}, Entretanto para a

finalidade especifica de diferenciagio de células

®*TREVISAN, M.A.S. (Faculdade de Cifncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas). @Aplicagio da técnica Ag-NOR na mucosa colo-

retal: interpretagles e 1limitagesl Apresentado ao XIX Congresso
Brasileiro de Patologia, Santos, 1993 1
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mesoteliais reacionals wversus célula epitelial neoplasica,

a contagem de NOR ¢ de grande valia pois vai poder ajudar
no diagndstico em cerca de Be@¥X dos casos, como ficou
demonstrado . Isto sd _¥ni possivel porque a- celula
mesotelial mostya pOouUCa alteragio morfoldgica e
quantitativa nos NORs, mesmo em condigBes reacionais.

Sabemos que naoc existe técnica com 1004 de
sensibilidade e de especificidade no diagndstico de
neaplasias, incluindo as reagbes imunchistoquimicas (CHIN-
YANG LI et al., 1988; KWEE et al., 1982 ;; LINARI et al .,
i962). O ideal seria podermos fazer um painel de rea¢des
nhos casos duvidosos ao HE , mas na pratica isto & quase
impossivel. Sendo assim, a técnica AgNOR pode dar esse
auxilio de forma barata e de fdcil execugioc , portanto
reprodutivel na maioria dos laboratdrins de Anatomia
Patoldgica

Gostariamos ainda de comentar que todas azs reagdes
com prata utilizadas em histoquimica eventualmente niaoa.
apresentam bons resultados tecnicos por mok ivos
desconhecidos. Em nosso trabalho cerca de 1¢¥ dos casos
submetidos a técnica AgNOR n3o coraram ou mastraram
precipitado de prata Du gelatina. Esses Cas0s
evidentimente foram retirados do trabalho, restando entdo
as 764 amostras relatadas. 0s usudrios do método devem ter

conhecimento dessa possibilidade de falha técnica.
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CONCL USSES

1- A analise quantitativa dos NORs em células do
sedimento de derrvrames em cavidades serosas e de lavados
peritoniais levou 3 sua padroniza¢do na ceélula mesotelial

normal/reacional e em ceélulas carcinomatosas metastdaticas

na membrana seyosa.

2- Para as ceélulas carcinomatesas , os pontos AgNOR
mostraram grande variag¢fio morfoldgicas:

- muitos pontos com forma e tamanho variados, ou

- mdltiplos pontinhos, ou

- poucos pontos de forma aberrante, ou

- numerosos ponhtos pequenos agrupados {(clusters)

3- Com =a aplicac3o da tecnica Ag-NOR nos casos de
dervrame de dificil interpreta¢lo, a chance de obtermos um

diagndstico falso positivo foi minima (1,70%).

4~ A técnica Ag-NOR auwilia nos casos de difiecil
interpretacio dos derrames em cavidades serosas e dos
lavados peritoniais com uma chance de 8@ de acerto no

diagndstico desses casos especificos.

5— A tédcnica Ag-NOR & simples , de custo baixo e
facilmente reprodutivel gm qualguer laboratodrio de

Anatomia Patoldgica.

L1
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The AgNOR reaction was performed on effusions and
peritoneal washings, and the silver dots counted on normal
or reactive mesothelial cells versus carcinomatous cells,
ascertained by previsous HE staining. The mean values were
1.71 for the former (n=49) and 3.98 for the latter (n=285).
The intersection between the two group distributions was
2,86, leaving a chance of only 1.07% for a false positive
result . The method may thus be helpful in the

interpretation of daoubtful cytological cases.



