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Palavras-chave: AgNORs, citologia urinaria, carcinoma e diagnostico diferencial.

RESUMO- A técnica AgNOR pode ser de ajuda para solucionar o problema do
diagndstico diferencial citoldgico de tumores uroteliais de bexiga, especialmente nos de
baixo grau de malignidade versus células uroteliais reacionais, por ser considerada como
marcadora de prolifera¢do celular e/ou de malignidade, conforme a literatura especializada
tem demonstrado nos diferentes tecidos.

Aplicando-se a técnica AgNOR, o objetive principal foi correlacionar as analises
quantitativa (contagem) e qualitativa (morfolégica) dos pontos nucleares prata-positivos em
células uroteliais de casos controles e neoplasicos, de baixo e alto grau de malignidade.
Este estudo compreendeu setenta (70) exames citologicos pareados com seus respectivos
histopatologicos de carcinomas uroteliais priméarios vesicais (n=44) e de controles (n=26).
As avaliagbes citologicas foram realizadas em ldminas de sedimento urindrio, previamente
coradas pela hematoxilina-eosina, descoradas, impregnadas pela prata coloidal, através da
técnica AgNOR (PLOTON et al., 1986) e analisadas com microscopia éptica comum, em
objetiva de 40x. Na citologia, os casos positivos para células neoplasicas foram
classificados conforme a graduagdo citologica de KOSS (1992) em: tumores de baixo grau
de malignidade (n=19), correspondendo aos graus 1 e 1-2 da classificagdo histologica de
KOSS ¢ wmores de alto grau (n=25), correspondendo aos graus 2, 2-3, ¢ 3. Houve
significincia estatistica entre as diferengas das médias de pontos contados nos casos de
neoplasia e nos controles (p<0,001- teste de Mann- Withney) e entre os trés grupos juntos
{p<0,001- teste de Kruskal-Wallis).

Na intersecio das curvas da distribuiciio dos pontos AgNORs, no grupo controle e no
tumoral (valores logaritmados), determinamos o valor critico de corte de 2,96 pontos
AgNORs. A especificidade da técnica € 96,29%, a sensibilidade é 97,77%, e a acurécia,
97,22%. Pela morfologia das AgNORs ha diferenca significante entre os casos tumorais e
os controles (p<0,001) e entre os de alto e baixo grau de malignidade (p=0,001),
aplicando-se dois (2} testes de Fisher. Além disso, a anélise discriminatéria, pelo método de
Jackknive, classifica corretamente 84% dos casos com as varidveis independentes: niimero
medio de AgNORSs, o diferencial da variagio maxima e minima de AgNORs para cada caso
e o padric morfolégico (homogéneo e heterogéneo). As varidveis dependentes foram:
auséncia de neoplasia, neoplasia de baixo grau e neoplasia de alto grau,

Concluimos, portanto, que a técnica AgNOR, em citologia oncética urinaria, ¢
auxiliar no diagnostico diferencial das lesdes vesicais, usando-se os critérios quantitativo e
qualitativo.

RESUMO :
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1.1. CONSIDERACOES SOBRE O CARCINOMA UROTELIAL
VESICAL

O carcinoma urotelial vesical representa de 3 a 4 % das neoplasias do sexo
masculino e tem-se descrito um aumento na incidéncia desse tipo de tumor com a
industrializacdc dos grandes centros urbanos (KOSS, 1992). Corresponde 2 sétima mais
comum neoplasia do sexo masculino em nosso meio (TORLONI & BRUMINI, 1978).

Apresenta-se em duas formas principais; superficial e invasiva.

Os tumores superficiais da bexiga ocupam um lugar importante em oncologia.
Isto porque sdo tumores heterogéneos no potencial biologico, com aparéncia morfologica
similar entre si e tm um comportamento evolutivo diferente. Alguns apresentam
recorréncias superficiais e outros ja se mostram, iniciaimente, nas formas infiltrativas. Essa

ultima apresentagfo, na historia natural do tumor € um indice prognostico negativo.

A clinica revela-nos que a maioria dos tumores bem diferenciados tem um
curso benigno, enquanto os demais s3c mais agressivos. Dois tercos (2/3) deles
apresentam-se como papiliferos superficiais e, destes, cerca de dois tergos (2/3) recorrem;
20% das recorréncias sdo de alto grau de malignidade, invadem profundamente e
metastatizam; cerca de 26% evoluem para a morte, por causa da doenga. 80% das
recorréneias n@o mostram aumento no grau de malignidade (FRANKS, 1984) Ha,
portanto, diferentes formas de comportamento ¢ evolugdo da enfermidade. Geralmente sfo
multicéntricos, papiliferos, originam-se em diferentes locais, em diferentes tempos, de

diferentes células e por diferentes causas.

O momento exato da progressdo tumoral ¢ imprevisivel ¢ ndo pode ser
determinado durante o curso da doenga. A impossibilidade de se prever a evolugio do
tumor vesical, somente com bases anatomomorfolbgicas ¢ histopatologicas, tem sido o
estimulo para a pesquisa de indicadores prognosticos preditivos do comportamento tumoral

{MARANDOLA et al., 1992).
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WEBB (1984) refere que os carcinomas uroteliais de grau 1, no primeiro
diagnostico, eram invasivos em apenas 6% dos casos, os de grau 2, 52%, e os de grau 3,
82%. Do total, 60% tinham invasio muscular j4 no primeiro diagnéstico. Quanto ao
prognostico, os pacientes seguidos por cinco (5) anos morreram em conseqiéneia do
tumor: dos  de grau I, apenas 5% de cento e cingilienta e cinco (155) casos; dos de grau 2,
16% de noventa e dois (92) casos e dos de grau 3, 62% de cento e dezoito (118) casos,

totalizando 26% dos trezentos ¢ sessenta € cinco (365) pacientes (WEBB, 1984) .

A maioria dos tumores uroteliais sfo papiliferos (tups) e o estudo do valor
prognostico das suas diferentes classificagbes histologicas é complicado, pelos seguintes

fatos:

- Os tups sdo freqiientemente multifocais; observam-se as possiveis combinagBes em vérios
locais: pélvis renal e ureter, ou pélvis e bexiga, ou bexiga e uretra, ou ainda, em mais de

dois (2) 0rgdos, como bexiga, uretra e ureter ou bexiga, pélvis e ureter;

- Em muitos desses pacientes o tumor pode recorrer. 69% dos carcinomas uroteliais
recorreram em até 14 meses, num total de oitenta e quatro (84) casos observados em 5
anos (DE VOOGT et al., 1977); dos graus 1 e 0, 53% recorreram,

- Na macroscopia, a mucosa vizinha, aparentemente normal, de uma bexiga com tumor
papilifero, pode apresentar focos microscdpicos de acentuada atividade hiperplisica ou

com alguma atipia, alguns dos quais podem ser classificados como carcinoma ir situ.

Os estudos tém demonstrado que no carcinoma urotelial hd uma alteragfio
epitelial difusa e que alteragBes pré-neoplasicas podem ocorrer muito antes de qualquer
tumor visivel (WEBB, 1984), de formas varidveis, desde hiperplasias simples até o

carcinoma in situ plano,
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Referem-se trés possiveis modos de desenvolvimento de uma recorréncia de

tup:

I - Recorréncia real, quando o fumor original volta a crescer, provavelmente por remogio

inicial incompleta;

2 - Implante do tecido tumoral durante o procedimento ciriirgico, ou implante de

fragmento tumoral da pélvis renal ou ureter, na bexiga;

3 - Desenvolvimento de novos tumores como resultado de continuada influéncia de agentes

carcindgenos no urotélio remanescente.

Em geral, a graduagio tumoral relaciona-se com a extensdo da invasio ou
auséncia dela. Tumores grau 3 tendem a invadir profundamente, enquanto lesdes grau 1 sfio
quase invariavelmente superficiais ou apenas focalmente invasivas na lamina propria

(WEBB, 1984).

1. 2. UROCITOLOGIA

As aplicagdes da técnica citoldgica no trato urinario sdo, principalmente, para:

1 - Diagnostico de tumores do trato urindrio, em pacientes com hematiria ou outros sinais

¢ sintomas suspeitos para neoplasia;

2 - Monitoramento de pacientes tratados de lesdes neoplasicas do trato urinario inferior.
Segundo KOSS (1992), a citologia tem alta acurdcia em detectar recorréncia tumoral e

cancer residual;

3 - Seguimento de trabalhadores assintomaticos de industrias quimicas, com alto risco para

cAncer das vias urinarias;

4 - Determinagdo do grau de diferenciago tumoral.
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Estudos da acuricia da citologia oncdtica urinaria tdm mostrado uma grande
diversidade de resultados, considerando os diferentes graus tumorais. Diferencas nas
téenicas de preparacdio dos esfregacos, no ntimero de amostras incluidas nos estudos e
variagdes no critério citologico de malignidade dos tumores vesicais tém sido usadas como

possivels explicagles.

Para KOSS (1992), ¢ importante reconhecer que a interpretagfio citologica de
urina espontinea nfo ¢ facil e que a preparagdo do sedimento urinario deve ser cuidadosa,

recomendando o uso de pelo menos trés amostras do material.

Dificuldades na interpretagiio citoldgica para certas lesbes ndo neoplasicas do
urotélio t8m sido detalhadas na literatura. Diante de um amplo espectro de modalidades
terapéuticas, o citopatologista encontra uma grande variedade de reagdes celulares, cujo

conhecimento é fundamental para a interpretacio correta do sedimento urinario.

Existem condic¢Oes benignas que podem produzir "atipias” em células uroteliais
que, muitas vezes, mimetizam células neoplasicas e provocam erro de interpretagiio. O
diagnéstico diferencial entre elas nem sempre depende apenas da experiéncia do patologista
porque se assemelham muito com as alteragbes citolégicas neoplasicas de baixo grau de

malignidade.

Segundo KANNAN & BOSE (1993), as possiveis causas de erro no

citodiagnostico séo:

- alteragtes artefatuais por técnicas abrasivas como instrumentac3o vesical, cateterismos,

lavagem vesical e mesmo simples manipulaciio da bexiga,

- imunoterapia com BCG efou uso de drogas quimioterapéuticas de instilagio local,

intravesical;
- radioterapia e eletrocauterizacio;

- caleudos nas vias urinarias,
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- inflamag8o severa e/ou crénica das vias urinarias,;

~ infecglo pelo Polyoma virus;

- hiperplasias uroteliais tipicas e atipicas;

- efeito de drogas como enduxan, bleomicina ou fenacetina;

- contaminacio por células da vesicula seminal {em homens idosos, apos massagem da

prostata) ou de papilomatose da cariincula nas mulheres.

O citopatologista necessita, entdio, de uma técnica auxiliar para diferenciacio
dessas células alteradas ou identificagio das neopldsicas, especialmente as tumorais de

baixo grau de malignidade.

Embora nfo haja unanimidade entre 0s autores quanio a sua aplicabilidade e
reprodutibilidade, o emprego de métodos que avaliem a proliferagdo celular tem auxiliado
no diagnostico diferencial entre as alteracdes artefatuais ou reacionais e aquelas de caréter
neoplasico. Entre estes métodos estd a técnica AgNOR (PLOTON et al., 1986), que cora
as proteinas associadas as regides organizadoras do nucléolo e permite observacdo direta ao
microscopio Optico ou 20 microscopio eletrBnico. Com este processo, as AgNORs se
apresentant prata-positivas (pretas ou acastanhadas) intranucleares, tendo namero, forma
e/ou area relacionados, na literatura, com neoplasia e também com malignidade
(DERENZINI et al, 1986, ANONYMOUS, 1987: CROCKER & SILBECK, 1987,
CROCKER & NAR, 1987, EGAN et al, 1987; UNDERWOOD & GIRI, 1988; WALKER,
1988, CROCKER & McGOVERN, 1988; CROCKER & EGAN, 1988: CROCKER et al.,
1989, DERENZINI et al., 1988, 1989; 1990; GIRI et al., 1989; CROCKER, 1990; 1992,
DELAHUNT et al,, 1991; DERENZINI & PLOTON, 1991; DERENZINI & TRERE,
1991; RUSCHOFF et al., 1989; 1990a; 1990b; 1992; 1993; EGAN & CROCKER, 1992
TREVISAN, BOUZA & MAGNA, 1993; TREVISAN, 1995).
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1.2.1. CITOLOGIA DO UROTELIO NORMAL

Para o exame citologico, usa-se o sedimento do centrnifugado de urina
espontanea, puncionada, cateterizada, ou o produto de lavagem vesical ou ureteral com

solugdo salina, ou ainda, o escovado de lesdes na mucosa vésico-ureteral.

A urina espontinea normal ¢ pobre em células, cujo numero, apds exercicio
fisico, aumenta consideravelmente. Entre as células do sedimento urinario normal
encontram-se as uroteliais: superficiais ou "umbrella-like”, as piriformes ou intermédias e

as parabasais, além de células escamosas, colunares ciliadas e muco-secretoras.

As celulas "umbrella-like” ou superficiais #m 2 forma levemente alongada ou
romboide. Apresentam nicleos grandes, com a cromatina bem organizada e que sdo
multiplos, freqilentemente. As células menores profundas siio as parabasais, com o nicleo
centralmente localizado ou sfio mais cilindricas (células piriformes) e o nicleo na posicio

mais basal.

Nucleos picnéticos podem aparecer nas células superficiais e nas profundas,
em quadros degenerativos, o que ocorre com freqiiéncia, pois a urina nfio é isot3nica e as
células degeneram rapidamente. Se a urina é obtida por técnicas abrasivas, como o
cateterismo ou lavagem vesical, ¢ fregiiente o encontro das superficiais multinucleadas
{("umbrella-cells") muito grandes. Se a bexiga esta superdistendida, as células desprendidas

podem ter nicleos de tamanhos diferentes e aumentados.

1.2.2. CITOLOGIA DO UROTELIO REACIONAL

Uma marcada atipia pode ser encontrada quando a inflamagio vesical é severa
efou cronica. AlteragBes celulares reativas a inflamagfio ou a calculos séo responsaveis pela
maioria dos diagnosticos falsos positivos nos espécimes urinrios (DE VOOGT et al.,

1977). Pode ocorrer hiperplasia reativa do epitélio de transigio, com grande esfoliagdo

INTRODUCAO 3



celular e até mesmo metaplasia escamosa. Fsta ocorre  também por estimulo hormonal ou

na infecgio pelo Schistosoma haematobium.

Fragmentos papiliferos presentes na citologia uriniria precisam  ser
cuidadosamente e¢studados e ndio considerados simplesmente como carcinoma papilifero, a

menos que as células exibam algum grau de anaplasia.

InfecgBes virais também entram no diagnéstico diferencial de malignidade
como a infecgdo pelo Herpes virus, o Citomegalovirus ou o Polyoma virus, especialmente
em pacientes transplantados e/ou imuno-deprimidos. Na  infecgdo pelo Polyoma virus, os
nicleos dos virdcitos sdo marcadamente hipercromaticos e podem facilmente ser

confundidos com micleo maligno, se a perda da textura da cromatina nio é notada,

O efeito de radiacio em células uroteliais é comparavel a0 que é visto em
citologia cervical. As alteragdes incluem alargamento celular e nuclear, alteragdes na forma
{celula em girino e em fibra), vacuolizaglio, eosinofilia do citoplasma e efeito de "dois em
um” do citoplasma, nicleos multiplos, alargamento ¢ forma anormal do nucléolo. Tais
modificacdes podem ser vistas em células benignas ou malignas, nio havendo influéncia
na relaglio nucleo/citoplasma nem alteragBes grosseiras na cromatina, Muitas degeneram e
o sedimento pode conter numerosas células necroticas, com micleo picnético. Em alguns
casos, € difictl ou impossivel diferenciar entre alteragBes da irradiagiio em células uroteliais
benignas e as alteragGes das neoplasicas verdadeiras. O estudo da textura da cromatina e a
determinacfo da relagdo nucleo/citoplasma ¢ de grande ajuda na diferenciagio entre as

HIESHIAS.

Quimioterapicos podem causar "atipia” celular que pode desaparecer apds
cessada a terapia ou ser encontrada até um ano mais tarde. Essas drogas podem causar
alteraghes comparaveis aos efeitos da irradiagio como: formas predominantemente
anormais (em girino, por exemplo), alargamento celular e nuclear, multinuclearidade e
vacuolizagdo do citoplasma. Entretanto, esses pacientes podem desenvolver cincer vesical

infiltrativo.
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1.2.3. CITOLOGIA NOS TUMORES UROTELIALS PUROS

TUMORES PAPILIFEROS DE BAIXO GRAU (papiloma e tumor papilifero
grau 1 de KOSS): - Por definigio, os tumores papiliferos de baixo grau s&o revestidos por
urotélio normal ou levemente anormal. Dessa forma, teoricamente, as células deles
derivadas ndo podem ser identificadas como malignas. Entretanto, pequenos agrupamentos

celulares papiliferos podem, algumas vezes, ser observados em preparados de urina.

A cistoscopia aumenta o possivel erro diagnéstico por alteragdes artefatuais.
Instrumentagio, cateterismo e manipulagio simples da bexiga produzem agregados
celulares que mimetizam os fragmentos teciduais destacados de tumores papiliferos de
baixo grau (RIFE et al,, 1979, KOSS et al, 1985).

A sensibilidade da citologia urindria para o carcinoma urotelial de baixo grau
esth entre 25% (VURAL etal, 1993)e 62% (MURPHY et al., 1984). Para VURAL et al.
(1993), exames citoldgicos muitiplos podem aumentar-the a sensibilidade, mas uma
citologia isolada ¢ ferramenta diagndstica pouco sensivel na detecgio da neoplasia

urotelial bem diferenciada.

TUMORES PAPILIFEROS DE ALTO GRAU (graus 2 e 3 de KOS$S): - No
sedimento urinario, células com caracteristicas de malignidade podem ser encontradas,
isoladas ou agrupadas. Geralmente o nimero de células malignas isoladas aumenta com 0
grau tumoral porque diminui a coesfio intercelular, apresentando-se: nucléolos de contornos
irregulares, cromatina distribuida irregularmente, cromatina grosseiramente granular,
ntcleos aumentados, borda nuclear proeminente, multiplos nucléolos, micleos degenerados

¢ agrupamentos densos de células.

KOSS (1975) estabeleceu o mais 6til indicador isolado para células uroteliais

malignas, que € a cromatina em granulos densos.
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Nos tumores de grau 2, as células malignas s3o arranjadas principalmente em
grupos papiliferos, com moderado indice de polimorfismo nuclear. Ha pouca sobreposigio
nuclear, porém, esta ndo pode ser usada como critério diagnéstico de malignidade, porque
também ¢ vista em agrupamentos de células fixadas em alcool, nos tumores de grau 1. Os
nucleos sdo ovais ou redondos, freqilentemente palidos na coloragio de Papanicolaou com
clareamento e proeminente envelope nuclear, grumos de cromatina e a presenga de mais de
trés (3) nucléolos € conmspicua. A relacio nucleo/citoplasma estéd alterada. As células
malignas podem, ainda, ser reconhecidas como células de epitélio de transicio ou

uroteliats,

O diagnéstico de malignidade ndo ¢ dificil nos tumores papiliferos de grau 3,
sempre altamente anaplésicos, que apresentam células que freqilentemente menores e de
configuragio varidvel. Em muitas, os nicleos sdo grandes, hipercromaticos e
freqlientemente sobrepostos. O fundo usualmente pode ser necrotico ou mostrar evidéncia
de inflamagfo, mas isto ndo permite determinar se ha ou ndo invasdo tumoral. O tipo de
grandes células pode conter células gigantes; a variante das pequenas apresenta células
isoladas com anormalidades de formas nucleares (em batata ou com indentagdes) e
nucléolo proeminente. As malignas nfio mais podem ser reconhecidas como células

uroteliais.

CARCINOMA INTRA - EPITELIAL PLANO (CARCINOMA IN SITU): - O
urotelio. apesar de plano, esta espessado e as células epiteliais apresentam alteragdes como
aquelas notadas no carcinoma de alto grau. As lesdes podem ser observadas em qualquer
parte do urotélio, de forma predominante nos ninhos de Von Brunn, € sfo, com freqiiéncia,
multifocais. Se deixadas sem tratamento, a infiliragiio da submucosa podera ocorrer apés
algum tempo, variando de 10 a 70 meses. O diagnostico histolégico podera ser errdneo se
a bidpsia for tomada de uma érea desnuda, nfio profunda o suficiente e ndo contendo os
referidos ninhos. A coesfio celular fica diminuida, o que contribui para uma alta

porcentagem de diagnostico citologico positivo correro.
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O carcinoma (Ca) in situ tem uma apresentacio citoldgica caracteristica, com
células hipercromaticas pequenas e uniformes, geralmente o fundo nio apresenta necrose e
0s leucdcitos raramente s3o observados, O sedimento de urina espontinea é 0 meio ideal

para o diagnostico primario de Ca plano in sifu.

CARCINOMAS UROTELIAIS SOLIDOS, INVASORES: ~340 usualmente de
células transicionais indiferenciadas, que podem ser grandes ou pequenas. Os carcinomas
invasivos podem apresentar células idénticas as do Ca in situ, que, entretanto, em geral, sio
de variados tamanhos, de configuracio irregular, com escasso citoplasma e nucleo
proeminente € hipercromatico. O grau de anormalidade e a freqiiente variagio na aparéncia
das células sugerem carcinoma invasor. A presenca de células queratinizadas isoladas ndo
¢ mcomum, € um componente habitual do carcinoma invasor, além de ter evidéncias de

inflamago e/ou necrose.

1.2.4. ACURACIA, ESPECIFIDADE e SENSIBILIDADE - REVISAQ da
LITERATURA,

O exame citologico de urina ¢ altamente sensivel para detecgio de células
malignas, segundo KOSS (1992). Para ALOS et al, (1995), o valor preditivo positivo para
tumores recorrentes iniciais ¢ de 90% nos lavados vesicais pos-cirtirgicos, A especificidade

varia de 89,4 (SACK etal, 1995) a 95,4% (FARROW, 1992).
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Revendo a literatura podemos observar-

SENSIBILIDADE- (V. P.)- 62,7% (SACK ot al.. 1995).

NOS’ DE BAIXO GRAU-25 2 30% (VURAL et ai 1993-.) a 62% (WR’PHY et al,,. 1984’);_ "
NOS DE ALTO GRAU-S{} 460% (PIATON ct al., 1993) 2 90,5% (SACK et al, 1995)
ESPECIFICIDADE (V. N. > és A% (FARROW 1992) ¢ 89.4% (SACK ctal, 1995;

VALOR PREDITIVO NEGATIVO 93% (ALOS et ctl 1995}

A.CURACIA:‘_~-7I',6% (,UMIKER,_ __.1.%4')’(Qe;26-3:1009/o;.¢m .revisﬁo_jj"._"
78%P/ DE B. G. ¢ 91%-P/ A, G. (ESPOTI & ZAJICEK, 1972);

FALSOS POSITIVOS, em reacionais-11% (KANNAN & BOSE, 1993),

O grande valor preditivo de um resultado positivo em citologia urinaria, assim
coma a influéncia do grau tumoral ¢ modo de terapia, na acuracia diagnostica da mesma
foram demonstrados por WIENER et al. (1993). A acuricia da urocitologia diferiu
claramente entre pacientes tratados e nfo tratados, com tumores de alto e baixo graus. A
alta freqiiéncia de diagnosticos citologicos de atipia em espécimes de pacientes sob quimio
e radioterapia, reflete os problemas diagnosticos. A porcentagem de diagnosticos errados,
quando ndo subdivididos de acordo com o grau tumoral, variou de 29% em pacientes nip
tratados para 56% em pacientes com quimioterapia prévia. A acurdcia total em casos
pré-tratamento foi de 71,4%, apés qualquer espécie de terapia cirargica foi de 47,25%:
durante ou apds radioterapia, de 50,0% e de 44,1%, durante ou apds quimioterapia.
Qualquer espécie de terapia reduz a eficacia do exame citolégico, porém, o grau tumoral &

O pardmetro mais importante na interpretagdo citologica.

KOSS et al. {(1985) ¢ WIENER et al. (1993) mostraram maior acurdcia
diagndstica em tumores de alto grau e menor, em tumores de grau I com invasio méaxima

limitada 3 l8mina propria. Isto pode ocorrer antes, durante ou apos tratamento.
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Os resultados de DIBONITO et al. (1992), em correlagbes cito-histolégicas,
confirmam que a citologia tem diagndsticos extremamente variados no carcinoma de
epitelio de transigdo da bexiga urinaria. Os autores obtiveram as seguintes médias de
correlagdes: para o grau 1, 20%; para o grau 2, 61,7%; para o grau 3, 92,8%.
Subdividindo-se o grau 2 em a e b pelo pleomorfismo, polaridade nuclear e outras
irregularidades celulares, foram obtidas correlagdes em 33% dos casos do grau 2a (6/18) e
em 79% dos casos, 2b (23/29).

O valor positivo da citologia do lavado vesical pos-cinirgico para predizer
recorréncia precoce de carcinoma urotelial vesical foi determinado por ALOS et al. {1995).
Concluem os autores, que o método é util, entretanto, pode apresentar alguma dificuldade
diagnostica com as verdadeiras alteragdes reacionais que as células uroteliais podem

apresentar,

Em um estudo do valor diagnostico de citologia de lavado vesical, com especial
referéncia 4 neoplasia urotelial de baixo grau, sfio discriminadas as possiveis razdes para os
resultados falsos negativos: escassez e degeneragio celular, inflamagéo ou hemorragia e
volume insuficiente do lavado obtido. Para os resultados falsos positivos, as possiveis
razbes seriam: degeneragio celular urotelial, atipia reacional associada a marcada
inflamagdo, fragmentos degenerados do estroma e células tipo parabasais reativas (SACK
et al., 1995).
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1.3. SOBRE AS REGIOES ORGANIZADORAS NUCLFEARES

' VALENTIN (1839) denominou de nucléolo a estrutura celular ja descrita por
? FONTANA (1781). Ha muito tempo ja se tinha evidéncia de que os nucléolos eram
particularmente proeminentes em células com alta atividade de sintese de proteinas. Os
estudos sobre a composi¢io nucleolar datam do inicio do nosso século, quando
* RUSICKA (1899) e * SIMARRO (1900) descrevem a reagdo de impregnago pela prata

no niicleo e ° CAJAL (1910) relata a presenca de granulos argentofilicos no nucléolo,

¢ HEITZ (1931) e 7 McCLINTOCK (1934) descreveram, pela primeira vez,
regibes organizadoras nucleolares (NORs) em células vegetais, como regides cromatinicas

durante a reforma do nuciéolo na teldfase.

Atalmente, os conhecimentos sobre o nucléolo ji estiio relativamente
definidos e estudados no que diz respeito a sua morfologia, a microscopia Optica e 3

uitra-estrutura, composicdo quimica ¢ fungio.

i

VALENTIN (1839) spud MELLOD, MI.8. Nusléolo-Esteviura-Ulira-Fstruium ¢ Composivis, A Blogénese de ribussumos ¢ ouls
fungbes . In: Biologin Cetalar. VIDAL, B.C; MELLO, MLS. (ed.). Sio Paulo. Atheneu. 1987, p.184.95.
2

*FONTANA (1781} apud MELLOQ, M.1.S. Nucidolo-Estratura. Uitra-Estnmiera o Compuosigio. A Biogénese de ribossemos ¢ oumiras
funglies . In: Blelogia Celnlar. VDAL, B.C.; MELLO, MLL.S. (ed.). SHio Paufo. Atheneu. 1987, 1.184.95,

3
*RUSICEA {1899) apud  SCHWARZACHER, .G, & WACHTER, F. The nucleolus. In: Agatomy and Embriology. Berlin.
Springer-Verlag, 1993, p $13-35,

4
*SIMARRO (1900) apud SCHWARZACHER, HG. & WACHTER F The sucleolus. In: Anatomy and Embriofogy. Bedin.
Springer-Verlag, 1993, p 515-35.
*CAJAL (1210} spud SCHWARZACHER, HG. & WACHTER, F. The nucleohs. In: Anstomy and Embriology. Berlin.
Springer-Veriag, 1993; p 515-35.

53
FHEITZ (1931) spud  DERENZINI M. & PLOTON, D. Interphase nucleolar vrganizer regions in pancer cell, tut. Rev, Exp.
Pathiol, 32: 14992, 1991,

5
*MeCLINTOCK (1934) apud DERENZINL M. & PLOTON, D, Interphese nucleolar organizer regions in cancer cell Fut. Res, Exp,
Puthiol. 32: 149.92, 1991,
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0 namero, tamanho e forma do nucléolo variam em funcdo do organismo, tipo

celular e estado funcional da célula.

Segundo SCHWARZACHER & WACHTLER (1993), os nucléolos vio-se
modificando de acordo com o seu estado funcional, o que permite a sua classificagio em
trés tipos: anular, reticulado e compacto. O nucléolo anular é visto em células com baixa
atividade na biogénese de ribossomos, tendo um centro fibrilar pequeno, envolte por
pequena zona de componente fibrilar denso e de componente granular. J4 nas células com
muita atividade em biogénese ribossdmica sfo observados tanto os nuciéolos reticulados
como 08 compactos, tendo estes maior niimero de centros fibrilares. De acordo com o
tecido estudado, observam-se variagdes, por exemplo, células sintetizadoras ou secretoras

de proteinas, que em répida divisdo podem apresentar os trés tipos de nucléolo.

Durante a interfase o nimero de nucléolos varia, em células humanas, de

acordo com a fase do ciclo celular em que se encontram (GOESSENS, 1984).

A microscopia eletronica o nucléolo é constituido por: 1 - centros fibrilares, 2 -
componente fibrilar denso, 3 - componente granular, 4 - cromatina condensada associada e
5 - intersticio nuclear (GOESSENS, 1984, ALBERTS et al., 1994).

t ~ Os centros fibrilares sdio constituidos por material fibrilar frouxo, de densidade
moderada, envolvidos por anéis espessos de material fibrilar denso e que
correspondem  aos organizadores nucleolares. Fazem parte da sua composigio:
proteinas ndo-histonas, em especial as proteinas argirofilicas (NORAPs), as enzimas

envolvidas na formago dos componentes ribossomais maduros do RNA ¢ lipides.

2 « O componente fibrilar denso é composto de fibras de aproximadamente 4 nm de
didmetro, associadas aos centros fibrilares, o que sugere uma relagio funcional entre os
dois componentes. Apresentam regides de alta densidade, exibindo um aspecto
reticulado. Através da digestio com RNAse foi constatada a presenca de RNA no
componente fibrilar, além de DNA e de proteinas 4cidas argirofilicas demonstradas

apos a coloracdo pela prata, as NORAPs.
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3 « O componente granular contém numerosas particulas de 15 a 20 nm de didgmetro,
irregularmente distribuidas pelo nucléolo, ac redor ou entre o componente fibrilar, Os
granulos sdo compostos por ribonucleoproteinas (RNP) ¢ formam-se proximos ao
componente fibrilar; em seguida s3o liberados como particulas pré-ribossomais e,
finalmente, transportadas ao citoplasma como subunidades ribossomais. Nessa regidio

ndo ocorre reacdo com o nitrato de prata.

4 - Rodeando a massa nucleolar est4 o intersticio, que forma areas esféricas claras, de baixa
densidade. Seus granulos parecem corresponder a particulas pré-ribossomais maduras,

que sdo estocadas e transportadas nesse intersticio.

5 - A cromatina associada ao nucléolo separa o corpo nucleolar do nucleoplasma e ¢
composta de filamentos conectados a algas de cromatina intranucleolar, que penetram

10 corpo nucleolar, assim como, mantém uma ligacio com os centros fibrilares.

E no componente fibrilar denso do nucléolo que ocorre a transcricio do DNAr
em RNAr. O centro fibrilar mostra marcacfo, usando-se uridina radioativa, somente na sua
periferia, no limite com o componente fibrilar denso (HERNANDEZ-VERDUN et al,,
1980). Ambos constituem uma unidade funcional e, portanto, nfio podem ser dissociados
(GOESSENS, 1984). Assim, a unidade fibrilar ¢ o componente granular constituem a

chamada "regido organizadora do nuciéolo” (NOR).

HSU et al. (1975) demonsirou essas regides pela metodologia de hibridizacio
int situ. As NORs contém algas de DNA ribossomal {DNAr) que transcrevem para RNA

ribossomal (RNAr) sob a influéncia da RNA polimerase.

As NORs correspondem as constrigtes secundarias dos bragos curtos, de cinco
(5) cromossomos acrocéntricos humanos, os de nimero 13, 14, 15, 21 e 22 (HOWELL,
1982). As NORs variam em tamanho e forma, de acordo com a transcrigdo nucleolar e
estdo intimamente relacionadas com o ciclo celular (GOESSENS et al., 1987). Podem
estar relacionadas com a proliferagio ou ploidia em algumas circunstincias (DERENZINI

et al., 1989). Teoricamente, vinte (20) sitiocs de AgNORs sio demonstraveis no ntcleo
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humano dipl6ide, antes da mitose, apds a sintese de DNA, quando esta duplicado o material
genético (UNDERWOOD, 1990; LIPPONEN et al,, 1991; EGAN & CROCKER, 1992).
UNDERWOOD & GIRI (1988) referem que os citogeneticistas freqlientemente observam
vinte {20) NORs, porque elas ocorrem aos pares, uma em cada crométide irmé, nos cinco

{5) cromossomos acrocéntricos.

No entanto, ha autores que referem que, em células normais, as NORs estariam
unidas dentro de um (1) ou dois (2) nucléolos evidentes, em preparados citolégicos ou
histologicos ¢ as AgNORs individuais ndo estariam distintas. Também consideram que o
ntmero de AgNORs detectavel dependeria de varios fatores: do nivel de atividade de
transcrigho, do nimero de cromossomos contendo NORs (a ploidia da célula), do estagio
do ciclo celular observado e do grau de proliferacio. Quando é muito intensa, diminui a

associagdo das NORs (UNDERWOOD & GIRI, 1988; DERENZINI et al., 1989).

As NORs tém grande afinidade com a prata, devido a presenga de proteinas
nfo-histonas associadas ao rRNA recém-transcrito, que sio as proteinas AgNORs
associadas (NORAPs) (HOWELL et al, 1975). As grandes subunidades de RNA
polimerase I (RPI} seriam as responsaveis pela argirofilia das NORAPs, assim como as

fosfoproteinas Cy3 (nucleolina) e By3 (numatrina) (DERENZINI et al., 1990; EGAN &
CROCKER, 1992). SCHWARZACHER & WACHTLER (1993) citam também a DNA

topoisomerase (fopoisomerase I) gue descondensa o DNA durante a transcrigic e a
fibrilarina ¢ a ribogranulina, que seriam importantes fatores para o processamento do

RNAr

A técnica AgNOR ¢ muito especifica para detectar as NORs (CROCKER et al,,
1989} Esta especificidade tem sido confirmada por meio de estudo ultra-estrutural e
também usando sondas fluorescentes para os grupos sulfidrila, dissulfeto e carboxila. Ha
coincidéncia entre a localizagdio da argirofilia ¢ a localizagdo dos anticorpos flucrescentes
para NORAPs (CROCKER et al., 1989). Portanto, as AgNORs sdo coincidentes com os
grupos dissulfeto e sulfidrila nas  proteinas AgNORSs associadas, assim como, com os
grupos carboxila e seus fosfatos (EGAN & CROKER, 1992).
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Néo estd bem esclarecida a fungiio das proteinas AgNORs: alguns autores
defendem que elas estariam envolvidas na montagem, agrupamento e processamento do
RNA pré-ribossomal, ja que estio associadas a0 RNAr recém-transerito (pré-RNAr
nascente). A grande produgdio de proteinas NOR-associadas ocorre na interfase,
acompanhando a sintese do RNAr na fase G2, do ciclo celular (PLOTON et al., 1985),
Elas seriam responsaveis pela transferéncia de particulas de ribonucleoproteinas do
componente fibrilar, para o componente granular do nucléolo, ou fariam parte do complexo
de transcrigio do DNAr em RNAr. Recentemente, demonstrou-se que essas proteinas tém
uma fungfio estrutural, estando provavelmente envolvidas com a manutengiio da cromatina
ribossomal na configuragio distendida, o que favorece o fendmeno da transcrigio
(HERNANDEZ-VERDUN et al, 1984). Sabe-se que a estrutura terciaria das proteinas
AgNORs seria dada pelos grupos sulfidrila, carboxila e fosfato. A nucleolina poderia
controlar a transcri¢iio dos genes ribossomais pela modificacio do seu estado fosforilativo
(DERENZINI et al, 1990; DERENZINI & PLOTON, 1991). Portanto, as proteinas
associadas as NORs tém fungo transcricional, estrutural, de maturagio e de montagem das

subunidades pré- ribossomicas.

As AgNORs podem apresentar trés tipos de configuragdio. Na primeira delas,
em células com a atividade transcricional baixa, as NORs estio agregadas, formando uma
estrutura  arredondada e solitdria, correspondendo ao propric nucléolo, onde,
ultra-estruturalmente, pode ser observado um pequeno centro fibrilar circundado por pouco
material fibrilar denso, devido 4 pequena quantidade de RNP ribossomal processada e
escasso componente granular. As NORs também podem ser vistas, mum segundo tipo,
dentro do nucléolo, como pontos corados inseridos numa matriz nucleolar e indicativo de
estar iniciando-se a atividade transcricional. O componente fibrilar denso forma uma
grande rede, provavelmente correspondendo 8 NOR totalmente distendida e os centros
fibrilares sdo muito pequenos ou totalmente ausentes. E, finalmente, correspondendo 4 alta
atividade transcricional, as NORAPs podem apresentar-se como véarios pontos compactos

distribuidos pelo nicleo, correspondendo a numerosos centros fibrilares rodeados por
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material  fibrilar denso, nos quais as NORs distendidas estio localizadas
(SCHWARZACHER et al., 1978; CROCKER et al., 1989).

Causa dificuldade na sua enumeragio essa heterogeneidade de apresentagio das
AgNORs. Segundo CROCKER et al. (1989), podem-se contar todas as estruturas coradas,
mas, quando agrupadas em um "cluster”, devem ser consideradas como uma finica estrutura
ou, cada AgNOR, como uma unidade ou um ponto corado, independentemente de estar

localizado dentro ou fora do nucléolo.

Em patologia tumoral, foi demonstrado por RUSCHOFF et al. (1989) que,
além do nimero médio de AgNORs, a drea média ocupada e a sua distribui¢lo eram
significativas para o diagndstico de malignidade. DERENZINI et al. (1989) observou
AgNORs numerosas, heterogéneas em tamanho e distribuidas irregularmente, em

neoplasias.

Independente da sua interpretagiio, a avaliacio das AgNORs tem sido aplicada
no diagnostico e € considerada uma técnica marcadora  de malignidade, sendo 1itil para a
diferenciagio de células neoplasicas malignas, em cortes histolégicos e em preparados
citologicos (RUSCHOFF et al, 1989 1993; TREVISAN, SOUZA, MAGNA, 1993,
TREVISAN, 1995). A técnica AgNOR pode ajudar a discriminar entre benigno e maligno
¢ entre baixo e alto grau, por exemplo, em linfomas ou em carcinomas. Potencialmente,
alteragdes qualitativas e quantitativas das NORs, na interfase, podem ser relacionadas a
atividade proliferativa ¢ sua avaliagio poderia auxiliar no diagnéstico e prognostico de
neoplasia maligna (ANONYMOUS, 1987, CROCKER & NAR, 1987: EGAN et al.,
1987, AYRES et al,, 1988; CROCKER & McGOVERN, 1988; DERENZINI et al., 1987,
1988, 1989, UNDERWOOD & GIRI, 1988, WALKER, 1988; BOLDY et al., 1989,
CAIRNS et al,, 1989, CROCKER & EGAN, 1989; RUSCHOFF et al, 1989; 1990a;
CROCKER, 1990; 1992; CLEMENT et al., 1991, COLECHIA et al , 1991; LEEK ¢t al |
1991; TREVISAN et al, 1993; TREVISAN, 1995).
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A valorizagio das NORs da interfase tem sido usada como uma "nova" arma

que pode ajudar quantitativamente ¢ semi-quantitativamente o patologista no diagndstico
de malignidade (ANONYMOUS, 1987).

1.3.1. 4 TECNICA AgNOR

A técnica AgNOR é baseada na impregnacio, pela prata, das proteinas  4cidas
ndo histonas associadas 4 regido organizadora nucleolar e, indiretamente, das AgNORs.
Essa argirofilia atua como um marcador do nivel de transcrigiio DNA ribossomal. Ela ¢, ha
muito tempo, conhecida pelos citogeneticistas na investigagdo da banda NOR nos
cromossomos dos grupos D e G; sofreu modificacSes e tem sido utilizada por patologistas,
principalmente para diagnostico de méiignidade e diagnostico diferencial, graduacio e

prognostico das neoplasias.

CITOQUIMICA E OBSERVACAO DAS NORS - No inicio, os métodos de
demonstragio das NORs foram realizados em cromossomos metafasicos espalhados para
estudos citogenéticos e posteriormente adaptados para estudo citoldgico efou de tecidos
preparados para observagio em microscopia dptica ou eletrdnica. Para uso geral, o método
argirofilo "AgNOR" encontrou aceitagdo; é simples, reprodutivel e considerado especifico
para demonstragdo de NORs. Ele demonstra pontos ou agrupamentos de pontos
prata~positivos intranucleolares, que se podem apresentar com nimero, forma e tamanho
variados, permitindo uma anélise quantitativa, qualitativa morfoldgica ou morfométrica dos
mesmos. Técnicas de anélise de imagem computadorizadas também podem ser empregadas
com padronizacdo da contagem e avaliaglio da area das NORs por nicleo (RUSCHOFF et
al., 198%; 1990¢;, 1993 )

Na téenica de um passo, 0 nitrato de prata e o acido férmico sdio misturados em
diluicbes apropriadas, como colocado no capitulo de material e métodos. Basicamente a
reacdo se processa numa fase de impregnacio pela prata metalica e noutra, pela revelagio

com um agente redutor, como a amdnia ¢/ou o dcido férmico e a gelatina, um estabilizante
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coloide da reagdo. O componente responsavel pela reducio dos ions prata (Ag*) em prata

metalica (Ag®) parece ser o grupo carboxila das proteinas 4cidas (SMITH et al., 1988).

A reagdo AgNOR foi descrita primeiramente por GOODPASTURE & BLOOM
{1975), subseqiientemente foi abreviada para um passo por HOWELL & BLACK (1980)
e modificada por PLOTON et al. (1986), quando passou a ser feita a temperatura ambiente,

MECANISMO - O processo ocorre essencialmente em dois estagios,
semelhante a um procedimento fotografico. Primeiro, niicleos submicroscopicos de ions
prata depositam-se nos sitios reativos no nucléolo; se existe um suficiente potencial redox,
isso serd seguido por aglutinaglio de mais prata sobre as primeiras, na presenca de um
agente redutor, como uma solugio de formaldeido. Isso resulta em pontos de cor preta a
microscopia de luz. No estudo da quimica da reagio de AgNOR, a extraq¢do da histona niio
tem nenhum efeito na seqgiiéncia da téenica AgNOR. Em compensagio, tratamentos

proteoliticos e oxidativos eliminam a capacidade de reagio pela prata.

FATORES QUE INFLUEM NO RESULTADO FINAL - O sucesso da
tecnica depende de varios fatores que influem nos resultados ¢ que atuam antes e durante a
aplicagdo da técnica de AgNOR. Entre eles estio a natureza do material, a falta da
pré-incubagio com a solugdo fixadora, a concentragio inadequada do sal de prata, a
presenga de grande quantidade de precipitado de gelatina ou de prata no fundo do material

a ser examinado, além do tempo insuficiente ou exagerado de coloracio.

Segundo RUSCHOFF et al. (1990b), problemas técnicos, como o tempo de
coloragio excessivo, podem alterar os resultados da anilise quantitativa e diminuir as
diferengas entre as lesdes benignas e malignas, j4 que aumentariam as ireas coradas no
nucléolo. Outro fator a ser considerado, na analise dos resultados, diz respeito a
metodologia empregada. Ha varias maneiras de observar os pontos corados: pela
microscopia comum com objetiva de 40x, por imersdo, ou por imagens fotografadas de

microscopia optica comum, o que facilita a posterior comparagio de diferentes Campos:
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A) FIXADORES - Certos fixadores sdo extremamente deletérios para a técnica AgNOR
como, por exemplo, o 4cido picrico e os fixadores que contém mercirio {(SMITH et
al., 1988). SMITH et al, (1988}, em um estudo com qiiatoze (14} diferentes fixadores,
concluiu que os alcodlicos davam bons resultados, que eram obtidos também com
fixagdo em formol neutro a 10% tamponado. O fixador histologico de rotina, formol a
10%, dava resultados adequados, assim como os preparados congelados e a fixagdo em
microondas. Sabe-se que a formalina, que constitui pontes-metila entre grupos
sulfidrila e carboxila adjacentes, pode inibir a reagdo com a prata. A lavagem com
aleool quebra essas pontes, deixando os grupos ativos disponiveis para os ions

metalicos.

A coloragdo sequencial com reagentes imuno-histoquimicos ndo produz efeito

adverso no resultado final da téenica AgNOR (EGAN & CROCKER, 1992).

DERENZINI & TRERE (1991) observaram melhores resultados em cortes
histologicos incluidos em parafina, quando fixados em etanol ou liqiido de Clark
(3 volumes de metanol : 1 volume de acido acético); porém, formo! ou fixador Bouin

produziram resultados menos intensos e menos especificos de impregnagiio das NORs,

A abundéincia de AgNORs ndo tinha relagio com proliferacio celular nem com
o prognéstico, em material de arquivo, rotineiramente fixados pela formalina, em cem

{100} carcinomas retais (GRIFFITHS et al., 1989).

A fixaglo pelo formaldeido, sozinha, resulta em reacéio inespecifica e o uso
solado do acido acético  vai impedi-la por causa da solubilizagiio das proteinas AgNORs
{DERENZINI & PLOTON, 1991). Usa-se a mistura de um (1) volume de acido acético
para trés (3} de etanol {ou metanol), para solubilizar qualquer outra proteina que possa

ligar-se a prata.
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B) TEMPERATURA e TEMPO - O tempo de reacdo ¢ a temperatura estio intimamente
relacionados com a velocidade desejada de revelagio e o nivel aceitavel de
“background” ou de precipitados. O aumento da temperatura implica na diminuiciio do
tempo necessario para a impregnacio seletiva das NORs (DERENZINI & PLOTON,
1991).

() OUTROS FATORES QUE INFLUEM NO RESULTADOS FINAL -Tumores com
populacio celular muito heterogénea ou a espessura dos cortes histolégicos examinados
sdo dois fatores que também podem interferir no produto final, principalmente na

reprodutibilidade dos resultados.

Valores de AgNORs citologicas sio maiores que os obtidos de cortes
histologicos (AYRES et al., 1988; RUSCHOFF et al., 1989,

Segundo CROCKER et al. (1989), o erro intra e interobservador, na avaliagfio
final numérica das AgNORs, isto ¢, a diferenca percentual entre a contagem das médias,

variade 2a 7 %, o que € aceitavel para a maioria de tecidos ou tumores.
VANTAGENS DA TECNICA AgNOR

RUSCHOFF (1993) afirma que os seus achados em relagio a AgNORs sdo
similares aos de imunocitoquimica com Ki 67. Entretanto, a técnica AgNOR tem mais
vaniagens porque: a) a tecnica ¢ rapida e facilmente realizdvel e b) um numero
relativamente menor de células permite resultados satisfatdrios. O autor investigou somente
trinte (30) nucleos malignos, obtendo alta sensibilidade e especificidade pela contagem e
medida da area de AgNORs.

Em relacdio ao valor diagnostico, a analise de AgNORs isolada foi tdo sensivel
quanto a imunocitoquimica ¢ mais vantajosa que a analise de DNA. A imunocitoguimica
tem alta acuricia se for aplicado um painel de anticorpos. Na citometria para DNA, de
fluxo ou de imagem, o critério de malignidade util, a aneuploidia, pode ser demonstrado

em 83% das efusdes positivas. Tem sido demonstrado que uma combinacdo destas duas
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em cerca de 17 a 20% das citologias inconclusivas ou positivas. Quase idéntica
porcentagem foi obtida com a técnica AgNOR sozinha. O mais sensitivo e especifico
parametro foi o indice AgNOR, definido pelo quociente da média da area AgNOR, em
presumiveis células tumorais (ANORT) e em linfécitos pequenos (ANORTg p). Ao

contrario da contagem média pelo olho, o referido indice é muito mais ficil e rapidamente

estabelecido pela analise de imagem digital (RUSCHOFF, 1993),

1.3.2. APLICACAO DA TECNICA AgNOR EM UROPATOLOGIA - (VALOR
PARA DIAGNOSTICO EM BEXIGA URINARIA)

Tem sido estudado o valor diagnostico desta técnica, como também para
graduagdo e progndstico, tanto pela contagem como pela analise morfométrica, em cortes
histologicos de bexiga urindria (CAIRNS et al, 1989, OOMS & VELDHWIZEN, 1989,
MANSOUR et al, 1990; TAKEUCHI et al, 1990; 1991, CLEMENT et al, 199i;
KODOUSEK & DUSEK, 1991, LIPPONEN et al, 1991; HANSEN et al, 1992
MARANDOLA et al.,, 1992; MARTIN et al., 1992; RUSCHOFF, 1992; SKOPELITOU
et al, 1992, LIPPONEN & ESKELINEN, 1991 e 1992, RUSCHOFF et al, 1992
COHEN et al., 1993; HELPAP & LOSEVITZ, 1993; LIMAS et al., 1993; LIPPONEN,
1993).

Em tumores papiliferos vesicais (RUSCHOFF et al, 1989) ¢ também nas
displasias (RUSCHOFF et al., 1992), a técnica AgNOR tem valor diagnéstico. Os autores
concluem, em estudo morfométrico, que a analise de imagem de AgNORs contribui para a
discriminagdo util dos graus altos de displasias planas e na graduagio de malignidade em
lesbes uroteliais papiliferas vesicais. LesSes benignas e malignas poderiam claramente ser
separadas pelo nimero médio das AgNORs/célula, assim como pela area média das
AgNORs. Ambos os pardmetros estavam inversamente correlacionados (r=0,69 e p<0,001).
Tambeém, a analise das AgNORs € um instrumente diagnostico valioso para uma precisa

discriminag@o entre as alteragdes displasicas inira-epiteliais, de baixo e aito graus.
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LIPPONEN et al. (1991) relacionou ¢ nimero de AgNOR com atividade

proliferativa e malignidade em céncer vesical.

O numero total e o nimero de AgNORs dispersos estd significantemente
relacionado com a graduagfo histolégica e o estadio clinico (KODOUSEK & DUSEK,
1991), principalmente nos tumores de alto grau de malignidade {LIPPONEN &
ESKELINEN, 1992},

A avaliagio das AgNORs ¢ considerada por MARANDOLA et al. (1992)
como o novo marcador para detecgio precoce e indicador de progressdo do cdncer de
bexiga urindria, em avaliagio semi-automética de cortes de material emblocado em
parafina € que também poderia ser reprodutivel em citologia urinaria, principalmente em
tumores de baixo grau de malignidade, reduzindo o numero de falsos negativos. Para
MASUDA et al. (1994), a opinifio é a mesma, em estudos onde se observaram 83% de

sensibilidade da técnica AgNOR e 90% de especificidade, em material urocitologico.

O nimero ¢ area de AgNORs sdo maiores com o agravamento do grau tumoral.
A investigaclio em cortes de parafina ¢ encontrou aumento estatisticamente significante o
numero ¢ area de AgNORs, em relagiio aos graus progressivamente maiores de malignidade

(MARTIN et al., 1992).

A graduaco dos tumores uroteliais, através da técnica AgNOR, € limitada,
segundo MANSOUR et al. {1990) e ndo recomendada por outros autores (LIMAS et al.,
1993, HELPAP & LOSEVITZ, 1993; MASUDA et al., 1994).

Entretanto, para alguns pesquisadores, esta técnica tem valor diagndstico
limitado (LIPPONEN & SKELINEN, 1992, OOMS & VELDHUIZEN, 1989). OOMS &
VELDHUIZEN (1989), em cortes histologicos de tumores vesicais, concluiram que
somente a contagem das particulas coradas pela prata tinha valor limitado na graduacio dos
tumores vesicais ¢ que este método ndo era superior a outras técnicas adicionais de

graduagdo, como histomorfometria e citometria de fluxo para tais neoplasias. Para
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KODOQUSEK & DUSEK (1991), as AgNORs n#o sio marcadores especificos oncologicos

pois o método ndo poderia reconhecer células neoplasicas como tal,

A tecnica AgNOR nfio € itil para o diagnostico diferencial nas proliferagtes da
mucosa vesical, segundo CAIRNS et al. (1989), Os autores avaliaram as variagOes de
AgNORs em condigdes benignas e malignas do urotélio, em cortes histolégicos (n: 39) e
observaram que, enquanto ha uma separacio estatistica significante entre grupos normais e
neoplasicos, hd um grau de superposigio entre o urotélio normal, nflamatorio, displasico e

neopiasico.

A enumeracdo das AgNORs poderia refletir a natureza proliferativa das lesdes
vesicais induzidas pelo carcinogeno BBN, em experimentos com ratos. Avaliando
AgNORSs em mucosa de bexiga normal e em tumores uroteliais induzidos pelo carcindgeno
N-butyl-N (4 - hydroxybutyl) nitrosamina (BBN), foram encontraram valores crescentes
de AgNORs diretamente refacionados 3 gravidade da les3o ou a piora do grau histologico
tumoral (TAKEUCHI et al, 1990).

1.3.3. APLICACAO DA TECNICA AgNOR EM UROCITOLOGIA

A avahagdo citologica das AgNORs no diagndstico de malignidade ¢ util ¢
pode ser usada rotineiramente, porque esse método & barato, facil e de pouco tempo de
execucdo (AYRES et al, 1988, BOLDY et al, 1989, DERENZINI et al.,, 1989
RUSCHOFF et al., 1989; BARSOTTI et al., 1990, COLECHIA et al, 1991; COLECHIA
& LEOPARDI, 1992; TREVISAN et al, 1993; CARRILO et al., 1994, TREVISAN,
1995). AgNORs, em efusdes peritoneais, foram analisadas em microscopia eletronica por

LIMetal, 1992
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Entretanto, poucos outros autores aplicaram a técnica AgNOR em preparados
uracitologicos (RUSCHOFF et al, 1989; TAKEUCHI et al, 1991: MASUDA et al,,
1994 ¢ ABENOVA et al, 1995), considerando-a util no diagnostico de células uroteliais
carcinomatosas, com discutivel aplicabilidade para graduacio tumoral citoldgica e ou

prognostico.

Refere-se a técnica AgNOR  como marcadora de malignidade, com um
consideravel valor neste diagndstico e também na graduagio tumoral, em wrocitologia

(RUSCHOFF et al., 1989).

A analise de imagem das AgNORSs por computador, poderia oferecer um indice
objetivo para defini¢io da doenca da bexiga urinaria. Ainda, segundo TAKEUCHI et al

(1991), a técnica AgNOR ¢ de grande valor para a rapida detecgdo de cinceres vesicais.

De acordo com MASUDA et al. (1994), nido ha diferenca significante entre as
meédias dos trés diferentes graus histolégicos, 1, 2 e 3. Porém, o3 pacientes do carcinoma
de grau 2, com maiores nimeros de AgNORs, mostravam uma tendéncia 3 ter a lesfio mais
difusa ou invasiva. Para os autores, o nimero de AgNORSs tem valor preditivo do potencial

maligno do tumor,

Para ABENGOVA etal. {1995), o exame da atividade do organizador nucleolar,
na determinacdo do grau do carcinoma de epitelio de transigdio, confirma que, nos
processos de transformagio tumoral, 0 nimero aumentado dos granulos argirofilicos
mostra maior atividade dos organizadores nucleolares das células tumorais, com perda da

diferenciacio,
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1 - Aplicar a técnica AgNOR em urocitologia.

2 - Contar ¢ classificar morfologicamente as AgNORs de células uroteliais

nOTMais ou reacionais e carcinomatosas (analise quantitativa e qualitativa).

3 - Verificar o valor da técnica AgNOR pars o diagndstico citologico de

tumores uroteliais vesicais.

4 - Verificar o valor da técnica AgNOR, no diagnéstico diferencial citologico,

entre tumor urotelial de baixo grau e tumor urotelial de alto grau de malignidade.

5 - Verificar o valor da técnica AgNOR, no diagndstico diferencial citologico,

entre fumor urotelial de baixo grau de malignidade e células uroteliais reacionais.
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3.1. MATERIAL

Foram selecionados setenta (70) casos de exames de rotina de citologia
oncotica urinaria (urina ou lavado vesical), pareados com seus respectivos  exarmes
anatomo-patologicos de bexiga urinaria, do Laboratério de Anatomia Patologica, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, de 1992 a 1994, Para avaliagOes
diagnosticas tumorais foram aplicadas a graduacio citologica de KOSS (1992) ¢ a
histolégica de KOSS (1975).

O diagnostico histologico foi o critério seletivo para os grupos estudados:
Grupo 1 - CONTROLE -vinte ¢ seis (26) casos negativos para cancer vesical;

Grupo 2 -TUMOR DE BAIXO GRAU - dezenove (19) casos de tumor urotelial de

baixo grau {compreendendo os tumores de graus 1 e 1-2 histologicos),

Grupo 3- TUMOR DE ALTO GRAU - vinte ¢ cinco (25) casos de tumor urotelial

de alto grau (compreendendo os tumores de graus 2, 2-3 ¢ 3 histologicos).

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA:
POR IDADE

As idades variaram de 26 a 81 anos, no estudo todo, com idade média do grupo
total de 56,92; desvio padrio de 19,76 (mediana: 63,00 ¢ 2 moda: 66,00}, sendo assim
distribuidas:

Grapo 1: idade média de 43,30 anos {de 26 a 81 anos).
Grupo 2:: idade média de 64,20 anos {(de 45 a 78 anos).

Grupo 3: idade média de 65,60 anos (de 45 a 79 anos).
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POR SEXO

Quanto ao sexo, no conjunto de setenta (70) casos, a distribuigiio foi treze (13)

mulheres (18,6% do total) e cinqienta ¢ sete (57) homens {81,4%):
1: n=9 do sexo feminino e n=17 (65,4%) do masculino;
2: p=4 do sexo feminino e n=15 (78,95 %) do masculino:

3: n=0 do sexo feminino e =25 (100%) do masculino.

QUADRO CLINICO
Grupo 1:-TOTAL n=26
n=03-sem queixa urologica principal;
n=06-cistites de repeticio;
n=17- hernatiria a esclarecer.
Grupo 2: - TOTAL n=19
n=01- recidiva de tumor;
n=03- seguimento de Ca vesical tratado:
n=15- hematiiria e/ou tumor vesical;
Grupe 3: -TOTAL n=25
n=01- sem informagbes;
=01 tumor vesical em diverticulo vesical;

n=02- recidiva de tumor vesical;
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n=04- seguimento de Ca vesical tratado:
n=08- hematiria;
n=09- tumor vesical, de primeira vez.

Os dados clinicos acima foram obtidos com a ficha de dados, cujo modelo

consta em ANEXQ 1- Modelo de protocolo.

CITOLOGIA - O presente estudo compreende exames citoldgicos de urina
espontanea ou do produto de lavado vesical de pacientes sintomaticos ou nfo. O material
foi encaminhado, sem fixador, ao laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP- Faculdade de Ciéncias Meédicas, onde foi conservado em geladeira
até o momento do processamento. Deste produto foram obtidos sedimentos em
citocentrifuga ou em centrifuga comum e com os quais se realizaram esfregacos em

laminas de vidro previamente albuminizadas,

O material sedimentado foi fixado em alcool a 96% e corado por

hematoxilina-eosina,

BIOPSIA - Os fragmentos da bexiga urinéria sio biépsias unicas ou multiplas,
multifocais, dirigidas para lesdes tumorais ou Suspeitas ou 4o acaso, em regides
pré-determinadas pelo servigo de Urologia da UNICAMP {paredes laterais, fundo, trigono,
uretra). Pode ser também o material cirargico de ressecgdo transuretral (RTU) de lesdes
vesicais, além de dois (2) casos de bidpsias poés-morte (casos de autopsias do grupo
controle). Os fragmentos foram fixados em formalina a 10%, processados para inclusdo em

parafing ¢ também corados pela hematoxilina- eosina.

MATERIAL E METODOS 33



Para os diagnosticos foram usadas as seguintes classificagdes:
GRADUACAO HISTOLOGICA DE KOSS (1975):

Grau 1 - O aumento do volume nuclear é de leve a moderado e o

hipercromatismo, leve em algumas células. O epitélio tem mais de sete {7 ) camadas.

Grau 2 - O aumento do volume nuclear é de moderado a intenso e o

hipercromatismo, leve a moderado, em 25 a 50% das células.

Gran 3 - O aumento do volume nuclear é intenso, com grande variagdo de

tamanho, e o hipercromatismo ¢ observado em 50% ou mais das células,
p

Obs: - A UICC (1978) inclui no grau 3 os tumores indiferenciados, isto 8,

aqueles que perderam as caracteristicas da origem urotelial.
GRADUACAO CITOLOGICA (TUMORAL) UROTELIAL DE KOSS (1992):

TUMOR (PAPILIFERO) DE BAIXO GRAU - compreendendo os tumores

de graus I e 1-2, histologicos.

TUMOR (PAPILIFERO) DE ALTO GRAU - compreendendo os tumores
de graus 2, 2-3 e 3, histologicos.

3.2. METODOS
a) PREPARACAO - (do material citolégico):

Os mesmos preparados de urocitologia por centrifugagio, previamente corados
pela hematoxilina-eosina, examinados e diagnosticados, foram descorados com uma
solugdo  alcool-acidulada (1 ml de acido cloridrico puro em 100 mi de alcool a 70%) e,
posteriormente, submetidos a impregnagio pela prata, segundo a técnica de PLOTON et al.

{1986).
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b) IMPREGNACAO ARGENTICA:

Dois volumes de solugdo aquosa de AgNO3 a 50%, em um volume de solugiio

de gelatina 2 2%, em 4cido formico a 1%, por 30 minutos, em temperatura ambiente e

cAmara escura. Vejamos as fases de preparaciio;
TECNICA AgNOR - (PLOTON et al., 1986).
FASE 1 - PREPARO DAS SOLUCOES
Solucdio A - Nitrato de prata a 50% em 4gua destilada,
Este procedimento deve ser executado no momento de uso da solugdo,
Soluciio B - Gelatina a 2% em solugdo de acido formico a 1%.

A gelatina a 2% (2g /100 ml) ¢ dissolvida em 4gua destilada e a mistura é
levada ao aquecimento, sem ebuliglo, para dissoludo total. Apos o resfriamento da mesma

solugdo, acrescenta-se Acido formico a 1%.
FASE 2 - PROCEDIMENTO
Misturam-se duas (2) partes da solugio A para uma (1) parte de solucgdo B.

As laminas sfo dispostas sobre um trilho suporte e cobertas pela mistura das

solugdes A e B, por 30 minutos, em cdmara escura e  temperatura ambiente,
Lavagem cuidadosa em agua destilada.
Desidratago e montagem com resina sintética.
Observe-se que ndo ¢ realizada a contracoloragio nuclear.

Resultado: pontos pretos ou estruturas acastanhadas no nucleo.
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ANALISE QUANTITATIVA - CONTAGEM DE AgNORS - A avaliagiio for
realizada com objetiva de 40x. O exame das laminas foi realizado em “leitura tipo
varredura” sistematica, examinando-se o maior ntmero possivel de células por lamina
(minimo de vinte (20) até o maximo de trezentas (300) células). Observar que a urina
proveniente de paciente sem tumor vesical apresenta, normalmente, escasso niimero de

cehulas,

Como contamos as AgNORs? O ntmero e a morfologia dos pontos ou 4reas
prata-positivos foram avaliados, Cada estrutura dentro do nticleo, os pontos (dots) ou os
agrupamentos {clusters} individualizados (AgNORs) foram contados como unidade,
independente do tamanho, coforme recomendagdo de CROCKER et al (1989). Os
resultados foram tabulados, calculando-se a média de AgNORs para cada caso, assim como

a média ¢ o desvio padriio para cada grupo.

ANALISE QUALITATIVA - As AgNORs foram classificadas, quanto ao

padrdo morfolégico, em "homogéneas” ou "heterogéneas".

PADRAO HOMOGENEO - S#o as estruturas nucleares puntiformes ou
arredondadas ¢ uniformes na forma e volume. A aparéncia dos pontos pretos ¢ delicada,

arredondada e de contorno liso.

PADRAO HETEROGENEO - Sio as estruturas irregulares, de contornos
sinuosos, com muita variagho, na forma e tamanho, Gnicas ou multiplas. Com aspecto
grosseiro ¢ sem apresentar uniformidade, podendo ser redondas, alongadas ou de formas

bizarras, as AgNORs, por vezes, incluem material acastanhado na sua estrutura,

As analises quantitativas e morfologicas das AgNORs foram realizadas sem 0

conhecimento dos resultados citologico e histopatologico, do mesmo exame.
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os métodos seguintes foram empregados com ajuda dos programas "Primer of

bio-statistics” GLANTZ ( 1987) ¢ o WINSTAT (1994), para a analise de significincia

estatistica dos resultados. Os testes aplicados foram :

Testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis.

Teste de Dunn.

Teste Qui-quadrado de aderéncia para comparagles entre as curvas.

Teste de Qui-quadrado ¢ testes de Fisher (com ajuste do erro alfa, segundo
BORTZ et al., 1990),

Teste de correlagio de dados por posios de Spearman,

Analise discriminatéria (LACHENBRUCH, 1975 e programa WINSTAT,
1994)

Testes de correlacdio de Kendall e Kappa-ponderada (ANEXO0S 3: 1 e 2).
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4. RESULTADOS




Os dados numéricos obtidos com a contagem das AgNORs ¢ sua respectiva
avaliagio morfolégica constam da tabela 1 (a, bec), com arelaghio geral da casuista e

resuitados.

4.1. ANALISE ESTATISTICA

GRUPO 1: GRUPO CONTROLE - Para o grupo controle, com vinte ¢ seig
{26} casos, a média de AgNORs foi 2,33, o desvio padriio (SD)=0,3288, com uma varidncia
de 14% e com padrio morfologico AgNOR tipo "homogéneo®, em 100% dos €as0s
(FIG. 1).

GRUPO 2: TUMORAL DE BAIXO GRAU - No grupo de tumores de baixo
grau, com dezenove (19) casos, a média foi 5,07 para o nimero de AgNORs, SD=126 ¢
padrdo morfoldgico "homogéneo”, em 79% {15/19) dos casos (FIGs. 2 e 3).

GRUPO 3: TUMORAL DE ALTO GRAU - Nos vinte e cinco (25) casos de
alto gran, a meédia das AgNORs ficou em 8,73, SD=232 e, quanto & morfologia, 76%
(19/25) eram de padrio "heterogéneo” (FIGs. 4 e 5).

GRUPO (2+3): TUMORAL GERAL - Para o grupo tumoral geral, a média
das AgNORs foi 5,82, SD=2,2291, com uma varidncia de 39%, sendo 23/44

"heterogeéneos” e 21/44, "homogéneos” quanto ao padrdo morfolégico.

Ver Grafico 1, onde podemos observar a média do nimero de AgNORs por

grupo I, 2e3.

ERRO INTRA-OBSERVADOR - Houve uma diferenca média, menor que
10% do numero das AgNORs resultantes e sem discordancia quanto ao padrio

morfologice, (Foram reavaliados casos da amostra controle estudada).
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TABELA 1a-RELACAO GERAL da CASUISTICA e RESULTADOS do
GRUPO 1- Controle (n: 26)

N Citloga — Bibpsia  idade sexo — —Ag NOR =

Ca0331 B 75152 Cist.Cron Inosp. =

[E"Y

M 18 13  hom 030
2 Al A 375~ S/particularidades 43 M 184 15  hom 100
3 (1532 B4849- Cist.Cron.Inesp. 6 F 188 14 hom 033
4 (40380  B75245- Cist.Cron Inesp. - M 19 16 hom 100
5 (37076  B61234- Cist.Crén Inesp. 68 M 205 14 hom 022
6 C40120  B74684- Cist.Cron.Inesp. 33 F 206 14 hom 017
7 380 B2559/94-8/ particular. 81 F 210 14  hom 100
8 (39167 B71716- Cist.Crdn.Inesp. - M 210 14 hom 040
9 A2 A379-8/ Particularidades 60 M 216 14 hom 050
10 (38533 B69415- Cist.Intersticial 54 F 217 14  bhom 023
11 €36377  B714066- Cist.Cron.Inesp. 26 M 220 13 hm 010
12 C41317  BT77918- Cist.Cron. Inesp. 77 M 223 15 hom 100
13 C3097 B 9608- Cist.Crén.Inesp. 74 M 230 14  hom 050
14 (36072 B61235-Cist.CrdnEdemat 33  F 239 14  bhm 023
15 C1287  B4125/9- Cist.Crén.Inesp. 33 M 242 155 hom 10D
16 (3976  B12654- Bex. nl, Uretrite 66 F 245 15 hom 100
17 €608 B 2097-Cist. C1dn. Inesp. 26 F 249  1-7  hom 100
18 (41324 B77904-Cist.Crén Inesp. 30 F 250 16  hom 100
19 €816 B 2831- Cist. Intersticial 34 F 1352 16  hom 050
20 480 B 1488- Cist.Crdn.Inesp. 63 M 2352 -3 hom 080
21 C36172  B61507-Cist.Cron.Inesp. 300 M 260 14  hom 042
22 C699 B2366-Cist Crén.Inesp. 7% M 263 16 hom 100
23 €399  BI2644- Cist.Cron.Inesp. 33. M 265 15  hom 100
24 C36496 B 61675-Cist.Cron.Inesp. 54 M 28 24  hom 100
25 (39334  B72240-Cist.Crén.Inesp. 34 M 28 (-5 hom 100
26 (37024 B 64234-Tec./ granulagio 64 M 307 17 thom 054

Acautépsia: Creffologia; Brbiopsin: Mimasculing; F:femining, X: média de pontos AgNORs por célula; var (v): variagio; padr: padrio:

homhomoegénee: soomimero de células contadas,
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CONT. TAB. 1b-RELACAO GERAL da CASUISTICA e RESULTADOS do
GRUPO 2 - Tumores uroteliais de baixo gran ( n: 19)

N - Citologia  Biopsia idade  sexo Graw  Est . . NOR -
o (an)  pade - nec
¥ OCURBG BIE R WM T S R0
W C39565BG  BTRT3 65  0M | A 310 26  hom 100
¥ CY98-AG  B3&E 8 M 12 & 320 {1-6) thom 030
30 C40158-BG  BMIT S0 M 12 A 35T (16  hom 047
3 C3913-BG B664T 6 0 0F 1 A 420 (28  hom 030
32 C28-AG BS54 04 00M 12 A 457 (1112) ket 200
33 CI6109-AG  B6M22 T2 M 12 A 464 (215 het 110
M C2792-BG  BS8® 67 F 12 0 48 (29  hom 100
35 (40020-P0S B2 60 0M 1 O 497 (3%  hom 100
3 C334-BG  BT20 65 0M 1 0 505 (-11) hom 056
37 CI174-BG  B584 68 F i 0 550 (212 hom 110
38 CI93-BG BSB6 45 0M 1 0 550  (3-12)  hom 200
39 C37989-BG  B66207 66 M 1 0 557 (-10)  het 300
40 C2038-AG  Bed9S 4 M 12 0 576 (-I1) hom 200
4 C1666POS  BSM2 &3 F 1 0 604 (2-18) hom 100
2 CI55BG  B429%8 6 M j 0 632 (210) hem 100
3 CIB47TBG BEIR2 57T M 1 A 642 (3-12) hom 050
4 CIIS9LBG B6SO3 7T M 12 0 680 (412) hem 020
45 C2524POS B7R66 66 200M 12 0 751 (3-25) hom 190

AGrAllo Graw: BG:Baixe Grawy X média de pontos AgNOHs; varvariaglo minima ¢ maxima de pemios AgNOR; padr: padrio;
hom:homogénee;  hetheterogdnes. necind 0 de células o fas: CGraus de KOSS (19925 1612 (BN 2, 2.3 ¢ 3 (AGY, Est; Estidio
de JEWETT-5TRONG MARSHALL (1962).
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CONT.TAB. lc -RELACAO GERAL da CASUISTICA e RESULTADOS do
GRUPO 3 - Tumores ursteliais de alto grau { n:25)

N~ Citologia .~ Biopsia ™ idade sexo  Graw  Est: -  Ag. R0 T pp—

- L | : T e Cpadr mee
% TWGEAG | BRI R M I3 B SO e
47 C40823-BG B6699 61 M 23 A 361 (1-12)  het 190
48 C37507-BG  B628IS 3 0M 2 A 364 (18)  het 090
¥ CHOT-AG  BIISS 87 M 2 A 375 (216) het 153
S0 C41732-AG B7897 T2 M 2 B 420 (210) het 050
51 C 294G B 63 67 M 23 B 438 (112) het 100
$2 CH043AG  B7S83 56 M 23 B 524 (-14) hom 100
53 O35899-AG  B60S2S ST M 2 0 567  (1-14)  het 100
54 C I138POS  B305 78 M 23 B 570 (3200 het 010
55 C408258BG  B76702 79 M 2 B 577 (3100 hem 100
5% C2414BG  B7534 78 0M 2 A 590 (19  hom 100
57 C40093-AG  B74571 60 M 2 B 669 (217 het 100
S8  C40530-BG  B7S724 67 M 2 A 699 (12D het 100
8 CI130AG B35 71 M 23 B 703 (320) het 100
60 CI7109-BG  Bed2dl 55 0 0M 2 B 704 (315 hom 100
61 C2897-AG  B8I65 S8 M 2 B 729 (-17)  het 100
62 C211-AG  B7532 74 M 2 A 729 @20)  het 200
63 C39282-AG  BTW064 T2 M 231 C 137 (-15) ket 100
§4  C39498-AG  B388 0TI M 2 O 753 (4-10)  het 015
65 C2527-AG  B9%I2 60 M 2 A 764 247 ket 200
66 C39378-AG  BIBSS 48 M 213 B 834 (522) het 095
67 C33783-AG  BSI%0 63 M 23 B 875  (5-13) hom 050
68 C2727-POS  BEx. 76 M 2 A 1051 (530) hom 100
69  C37679BG  B65703 66 M 2 0 W77 (332)  het 100
M CT27-AG B6MS 72 M 3 C 1204 (2%  het 100

AG: Alto Grau; BG: Baive Grauw: X média de pontos AgNORs: padripadeie, nocnimero do colilas contadas: varvariacio minima e
maxima de pontos AgNOR. hom: homogéneo; het; heterogineo; Graus de KOSS {1992y 1 e 1.2 (BGY, 2. 23 e 3 {AGL
Est: Estadio de JEWETT-STRONG/MARSHALL. (1962),
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FIG. 1 - (CASOS:-7. 12 ¢ 13) - Células uroteliais normais/reacionais mostrando AgNORs
pequenos, regulares ¢ de padrdo homogéneo. Média de AgNORs por nucleo: a) 2,10; b) 2.23;
¢) 2,30. (Téc. Ag-NOR, a) x 160, b e c) imersio).
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FIG. 2 - (CASO 35) - Tumor urotelial de baixo grau. a) Papila bem formada vista no sedimento
urinario. com células uroteliais de volume um pouco aumentado. b) Tumor urotelial grau I de
KOSS, exame histopatologico. (HE, a) x 400 e b) x 125) c) AgNORs pequenos, numerosos e
homogéncos. Média de AgNORs=4,97 (Téc. AgNOR, imersio).
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FIG. 3 - (CASOS a)- 35, b)- 43) Tumor urotelial de baixo grau. Iniimeros pequenos pontos
agrupados, com padrio homogéneo. A média das AgNORs foi a)4,97¢ b) 6,42 (Téc. AgNOR),

a) x 200, b) imersio).

RESULTADOS
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e P =P o

FIG. 4 - (CASO 70) Tumor urotelial de alto grau. a) Células neoplasicas com acentuada
anisonucleose, cromatina muito densa e hipercorada (HE, x 125). b) AgNORs muito pequenas,

incontaveis, as vezes, interligadas. O padrio morfologico € heterogéneo. A média de AgNORs foi

12,04 (Téc. AgNOR, imersio).
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FIG. 5- (CASO 48) Tumor urotelial de alto grau. a) O sedimento do lavado urinario, corado por

hipercorados ¢ moderada

hematoxilina-cosina, ja mostra células muito volumosas, com nucleos

anisocitose. Ha também células necréticas e inflamatérias (HE, x250). As AgNORs nas células

forma e no tamanho. A média das

rogéneo, com grande variagdo na

AgNOR:s foi de 3,64 (Téc. AgNOR, imersdo).

tumorais tém padrdo hete

47
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GRAFICO 1:

TECNICA AgNOR: estudo urocitolégico

AgNORs MEDIAS POR GRUPO

AgNORs .
08 | VARIACAO de N° de AgNORs
1 Miéximo | 14
- Minimo | 12 =
- Média 19: .
__________________________________ 8 ——
6 ..............
« N S
2 .,WE,__
Maxime 347 7.51 12,54
Minimo 1.8 2.9 3.42
Média 2.33 5.07 8.73
Gl G2 G3

GRUPOS Gi-Controle
G2-Tumor/Baixe Grav
G3-Tumor/Alte Graw
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4.2. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

4.2.1, CURVAS DA DISTRIBUICAQ DE CASOS POR NUMERO MEDIO DE
AgNORS. DETERMINACAO DO PONTO DE CORTE ENTRE AS
CURVAS.

Aplicando-se o teste Qui-quadrado de aderéncia (ou de aproximagio)
(STEVENSON, 1986) demonstramos que a curva de distribui¢io de pontos do grupo
controle (G1) € bem superponivel a curva de Gauss {da distribuigdo normal de valores)
{a Ho ou hipotese nula ). Com n=26, a media X=2,33, dp= 0,3288 e p<10%, o valor
critico foi T=0,45852 < 2,77, o valor de T critico que corresponde ao nivel de significdncia
de alfa de 10%. Portanto, a hipétese nula Ho, de semelhanga das curvas, ndo pode ser

rejeitada e elas foram consideradas superponiveis.

Para o grupo tumoral (G2+G3), com n=44, a média X= 58239, dp= 22291 e
p<10%, o teste Qui-quadrado de aderéncia ndio demonstrou semethanca com a curva de
(auss. Porém, apds logaritmizagio de seus valores (a fim de compactar a curva), esta pode
ter uma boa aproximacgio com a curva de Gauss (T= 5,43 <6,251, o T critico ao nivel de

significincia de alfa de 10%, com 3 graus de liberdade).

A partir da demonstragdo grafica da distribuigiio de casos, em porcentagens,
por ninmeros medios das AgNORs, no grupo controle e no grupo tumoral geral,
determinaram-se valores criticos no ponto de corte de intersecfio das curvas obtidas dos

dois grupos estudados. (Ver grafico 2).

Assim, a partir do ponto de corte entre as curvas ("cut off"), que corresponde
a 2,96 pontos AgNORs, observamos, acima deste valor, 97,1% da érea definida pela curva,
de casos neoplasicos. Igualmente, observamos 97,1% da é&rea dos valores AgNORs do

grupo controle, abaixo deste,
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Ele também delimita os falsos negativos na area definida pela curva do grupo

tumoral, que s#o 2,9% dos casos e, na curva do grupo controle, os falsos positivos, outros

2,9% de casos.

Portanto, pode-se concluir que, ao nivel de corte de 2,96 pontos AgNORs,
temos, segundo BAAK et al. (1983):

Especificidade (100 x VN/VN+FP ) = 96,29%

Sensibilidade (100 x VP/VP+FN) = 97, 77%

Acuracia (100 x VN + VP/VN+VP+FN+FP) = 97,22%

Valor preditivo de um resultado negativo (100 x VN/ VN+FN) = 96,97%

Valor preditivo de um resultado positivo (100 x VP/ VP+FP) = 97,77%
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GRAFICO 2:

TECNICA AgNOR:
Um auxilio no diagnostico diferencial em citologia urinaria

% rasos
8¢ | 50
L
60 - i "‘I. -
: ! % dos AgNORs
,. At S
e e e CONTROLE
e T __‘;I_I_ L —— 20 , R TUMORAL

L

S

TG

"“»;/

08 08 T 12 14 18 18 2 22 24

AaNORs logaritmados

DISTRIBUICAO em % dos VALORES AgNORS LOGARITMADOS

Ponto de corte em 2,9% = erro {falso +/+)
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4.2.2. NUMERQ de AgNORs POR GRUPQ (CONTROLE versus TUMORAL )

Houve significincia estatistica (p<0,001) entre as diferencas das médias de
AgNORs, nos casos tumorais uroteliais primérios vesicais e nos controles, aplicando-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para duas amostras independentes (SIEGEL,
1975, STEVENSON, 1986). (Tabela 2}.

TABELA 2 - NUMEROS MEDIOS das AgNORS NOS GRUPOS 1 (CONTROLE) e
GRUPO (G2+3) TUMORAL GERAL

Gl 2.33 (.3288 14%
G2+ 582 2,2291 39%

SD=desvio padrio
Analise estatistica-Teste de Mann-Whitney
Gl- GRUPO CONTROLE X (G2 +G3)-GRUPQO TUMORAL
(p<0,001)

O histograma da distribui¢fio de mimero AgNORs por grupos: G1 (na cor

vermetha) e (i2+3 (na cor verde); pode ser visto no Gréfico 3, a seguir,
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GRAFICO 3 - Histograma da distribui¢do de numero AgNORs por grupos: G1 (na cor

vermelha) e G2+3 (na cor verde).

bm

I controle

B neoplasia

10 7 T P e )
5 R L L U S .
o Rl 1 e N s e S al
4 e GESEEREAE s ] B e e R R R ] S (R U i
2 — | i g O SEE [N R N N N =l
Q—4F——— B 8 51 iy N B 8 8 8 8 M 8 8 8 5 & 8 8 : L u
0 i 4 6 8 10 12

AgNORS/nucleo

RESULTADOS

53



4.2.3. TESTE DE COMPARACAOQ ENTRE OS TRES GRUPOS
SIMULTANEAMENTE

Para a comparagdo simultdnea do grupo 1 contra o grupo 2 e contra o grupo 3,

usou-se o teste nao parametrico de Kruskal-Wallis, obtendo-se: H= 50,859 com 2 graus de

liberdade e p<0,01 (p= 9,04 x 10-12). Portanto, ha alguma diferenga nas médias das

AgNORs entre os trés 3 grupos, comparando-os simultaneamente.
COMPARACOES ENTRE OS GRUPOS DOIS A DOIS

Resultados do teste de DUNN (1961)- para comparag¢des multiplas, 2 a 2, entre

os diferentes grupos do estudo , apresentam-se naTabela 4.
(As médias nos 3 grupos foram: G1=2,33, G2=5,07, G3=8,73).

TABELA 3 - TESTE DE DUNN-PARA COMPARACAO 2 A 2 ENTRE OS GRUPOS

GRUPOS ~ DIFERENCA R R
G3xG1 52.86-13,54=39,32 5,7 SIM
G3xG2 52,86-42,71=19,15 6,19 NAO
G2xGl 42.71-13,54=29.17 6,19 SIM

Na comparag@o entre os grupos controle versus o tumoral de baixo ou do grupo
controle versus o tumoral de alto grau, consecutivamente, observam-se diferencas
estatisticamente significantes, com valores de p<0,05. Ja na comparagdo entre os dois
grupos tumorais n3o houve diferenga significante, com p> 0,05. Observe-se no Grafico 4 o
histograma da distribui¢do de casos por numeros de AgNORs nos dois grupos tumorais

(G2-tumoral de baixo grau, em vermelho € G3- tumoral de alto grau, em verde).
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GRAFICO 4 - Histograma da distribui¢do de nimero AgNORs por grupo, de baixo grau

(G2) e de alto grau (G3)
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5 B P e N U -

nor
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4.2.4. GRAU HISTOLOGICO TUMORAL versus NUMEROS DE AgNORs

Correlacionamos o grau histologico tumoral com o namero de AgNORs
(tabela 4), pelo teste de correlagdo de dados por postos de Spearman, com corregdo de
empates, técnica ndo-paramétrica para avaliar o grau de relacionamento entre observagoes

emparelhadas de duas variaveis, quando os dados se dispdem em postos.

O coeficiente de correlagdo por postos de Spearman pode variar de -1,00 a +
1,00. Se ficar proximo de 0, sugere auséncia de relacionamento entre os dois conjuntos

(STEVENSON, 1986).
A distribuic@o dos valores foi a seguinte:

TAB. 4- O VALOR MEDIO DE AgNORS POR GRAU HISTOLOGICO TUMORAL

GRAU média variincia desvio padrio moda mediana
HISTOLOGICO AgNORs
TUMORAL
Gl (nll) 5.26 1.02 1,01 550 5.50
G1-2 (n8) 4.86 2.49 1.58 2.90 4.64
G2 (n 16) 6.79 4.92 2.21 29 6.99
G2-3 (n 8) 5.97 3.95 1.98 342 5.67
G40 (nD 12,04 s == 12.04 12.04

Transformamos o grau histologico por ordem crescente dos seguintes niumeros:
grau 1=1, grau 1-2= 1,5, grau 2= 2, grau 2-3= 2.5 e grau 3= 4. Para o tamanho amostral de
n=44, o coeficiente de correlagdo de dados por postos de Spearman é r = 033782 e a
probabilidade de erro p<0,0249 (programa WINSTAT, 1994). Obtivemos, portanto, uma
correlagdo  positiva fraca entre eles, porém, significante estatisticamente.

Vejamos o Grafico 5 com a distribuigao do nimero de AgNORs por graus histologicos.
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GRAFICO 5 - Distribuicdo do namero de AgNORSs por graus histologicos.
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4.2.5. PADRAQ MORFOLOGICO DE APRESENTACAQ DAS AgNORs NOS
GRUPOS

Para a correlagio do grau histologico com o padrio morfolégico de

apresentagio dos pontos AgNORs dos diferentes grupos foi realizado um (1) teste X2
geral=35,016, com 2 graus de liberdade, e p<0,001 (ver tabela 5}, Posteriormente foram
realizados dois (2) testes de Fisher para dados emparelthados: primeiro, com o grupo
controle (G1}) versus o tumoral {(G2+G3) com p<0,001 ¢, no segundo, com o grupo tumoral
de baixo grau (G2) versus o tumoral de alto grau (G3) com p=0,001. Usamos um
procedimento estatistico de corregdo, o ajuste do erro alfa, segundo BORTZ et al. (1990),
para comparacdes de mais de dois (2) grupos, método este que exige um nivel de
significdncia individual de 0,02532 (2,5%), porque sdo dois (2) testes com 5% de

significdncia cada um deles.

COMPARACAO GERAL ENTRE os GRUPOS

TABELA 5 - PADRAO MORFOLOGICO das AgNORs NOS GRUPOS Gl
(CONTROLE), G2 (TU de BG) e G3 (TU de AG)

GRUPOS I ' PADRAO das AgNORs _ o
' o homogéneo .-hetemg:énm o -  TOTAL
Gl 26 00 26
G2 I35 04 149
G3 {6 19 25
TOTAL n (%) 47 (67,1%) 23 (32,9% ) 760 (100%)

TESTE X2 Geral=35,016 (2 graus de liberdade} ¢ p<0,001
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CO'MPARAC&ES ALTERNADAS ENTRE OS GRUPOS:

12 TESTE DE FISHER (exato): Gl x G (2+3), p<0,001.

Sendo que: G 2+3 (n:44) = 21 homogéneos ¢ 23 heterogéneos.

29 TESTE DE FISHER: G2 x G3, com ajuste do erro alfa (BORTZ et al,
1990} & p=0,001.

Dessa forma, conclui-se que € estatisticamente significante a diferenca do
padrio morfologico das AgNORs, quanto ao parimetro "grau” histoldgico dos grupos
controle e o tumoral total (p<0,001) e, também, entre os dois grupos tumorais entre si

(p=0,001),
4.2.6. ANALISE DISCRIMINATORIA:

Com a finalidade de testar a utilidade da contagem de AgNORs para a
classificagiio {correta) do sedimento urinario, aplicamos a analise discriminatoria com o

programa WINSTAT (1994),

Como varidveis independentes, escolhemos a média dos niimeros de AgNORs,
a diferenca entre o valor maximo e 0 minimo da contagem do caso individual € o padrio

morfologico (homogéneo ou heterogeneo).

As distribuicBes destas duas variaveis ndo sdo semelhantes a uma curva de
distribuicio normal, sendo entdo, necessario transforma-las em curvas com boa
aproximacdo 4 curva de Gauss pela fungo "boxcox", apos logaritmizac¢do, com o valor 0,4,
A aproximacio com a curva de Gauss foi obtida pelo teste de Kolmogorov-Smirnof

{WINSTAT, 1994),

Como variaveis dependentes (classificatérias), escolhemos a classificagao
histologica, que definiu os grupos estudados e foi usada como padriio, em "sem neoplasia,

carcinoma de baixo grau e carcinoma de alto grau™
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Para poder avaliar o grau preditivo da analise discriminatoria, pelo método

Jackkmive (LACHENBRUCH, 1975), calculamos para cada um dos setenta (70) casos a

suposta classificagdo histoldgica com a fungio "valor y perdido” (missing y value), a partir

dos dados dos sessenta (69) casos resiantes € os valores da média dag AgNORs, da

diferenga entre maximo e o minimo da contagem do ¢aso em questdo, e também, do padrio

morfologico (homogéneo ou heterogéneo).

Obtivemos cingiienta ¢ nove (59) casos, de um total de setenta (70),

corretamante classificados (84%). O erro total foi de 11/ 70 casos, sendo, dois (2) falsos

negativos; cinco (5) falsos de baixo grau (que eram de alto graus na histologia); quatro (4)

falsos de alto grau (que eram de baixo grau na histologia).

TABELA 6 - ANALISE DISCRIMINATORIA (MATRIZ DE CLASSIFICACAO).

“CLASSIFICACAO. ..:__VAL()RES CALCULADOS PELO C{)MPUTAI)OR S wh
 UREAL 0 o A o T m, A:L__ REAL :
HISTOLOGICA. SRR
8 26 0 0 26
B G2 i3 04 19
A ] 05 20 25
TOTAL n
CALCULADO 28 18 24 70

RESULTADOS
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5. DISCUSSAO




A detecgio citologica de neoplasia urotelial de baixo grau continua a ser um
desafio, devido a crenca de alguns autores de que as lesdes de grau 1 ndo podem ser
diagnosticadas com confianga, principalmente em espécimes obtidos por instrumentagio.

A detecgdo precoce destas lesdes pode ter significado clinico (SACK et al., 1995).

Consideramos 2 técnica AgNOR Gtil no diagndstico de malignidade em
urocitologia oncotica, diferenciando entre atipias neoplésicas e as reacionais. Ela pode
também ser auxiliar no diagnostico diferencial da graduagdo em alto e baixo grau de

malignidade.

O fato de podermos descorar a lAmina corada pela hematoxilina-eosina
{ou outro corante de rotina) para posterior aplicaciio da técnica AgNOR, nos casos de
problema diagndstico ¢ a possibilidade da andlise de é4reas "suspeitas”, previamente
marcadas, torna 2 técnica muito Util ¢ de facil aplicagio (BARSOTTI et al., 1990;
TREVISAN et al,, 1993; TREVISAN, 1995).

QOutra vantagem ¢ a possibilidade, mesmo com pequeno nimero de células,
de se obterem resultados conclusivos quanto a nimero e forma das AgNORs
(RUSCHOFF et al,, 1993).0s autores concluiram que, em efuso humana, a investigagio
de somente frinta (30) nGcleos, presumivelmente malignos, resultava em altas

especificidade e sensibilidade diagnosticas.

Nossos resultados, comparaveis aos de MASUDA et al. (1994), em material
citolégico, com 2.9 pontos AgNORs (+/-0,5) para o grupo controle € 5,5 AgNORs (+/-1,9)
para 0 grupo tumoral (sendo 4,0+/-1,0 no grau 1 e 5,4+/- 2,0 nos de grau 2 ou mais),
foram., respectivamente: 2,33 ( +/-0,32) no grupo controle e 5,82 (+/~ 2,22) no tumoral,
sendo 5,07 (+/-1,26) no baixo grau tumoral ¢ 8,73 (+/-2,32) para o alto grau,

Para ABENOVA et al. (1995), em trinta e cinco (35) casos citolégicos de
neopilasta vesical e de bexigas normais, no grupo controle, o nimero médio foi de 3,76

AgNORs; 7,12, no tumoral bem diferenciado; 15,25, no moderadamente diferenciado e
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29,51, no pouco diferenciado, respectivamente. Na transformacio tumoral hd um aumento

do niimero de AgNORs, indicando atividade proliferativa das células.

As médias de 5 AgNORs no grupo controle e de 8 a 9,5 AgNORs, nos
diferentes graus de diferenciagiio do carcinoma de epitélio de transiciio, em cortes
histologicos, foram obtidos por CAIRNS et al. (1989). Porém, houve um grau de

superposicio entre urotélio normal, inflamatério, displasico e neoplasico.

Também em cortes histolégicos, foram relatados por RUSCHOFF et al. (1992)
os seguintes valores: 3,3 (+/-0,5) AgNORs para o grupo normal e 6,9 (+/-1,1) no grupo
tumoral geral. Em material urocitologico, segundo RUSCHOFF et al. (1989), houve
diferenca entre benigno e maligno, quanto a area meédia (p<0,01) e quanto ao nimero de

AgNORs (p<0,05).

Em patologia experimental, com ratos, os numeros meédios de AgNORs foram
respectivamente: 1,26 (sd=0,09) em urotélio ndo tratado; 1,75 (sd=0,10) para céhula
urotelial vizinha de les@io focal; 2,01 (s5d=0,15) em hiperplasia simples; 2,15 {sd=0,19) na
hiperplasia nodular ou papilifera; 2,37 (sd=0,12) no papiloma urotelial e 3,52 (sd=0,23) em
carcinoma vrotelial (TAKEUCHI et al., 1990).

A atividade proliferativa de neoplasias uroteliais, comparando-as com as de
urotélio normal e determinando sua relacdo com o grau morfologico e com a presenga de
invasfio, foi avaliada por LIMAS et al. {1993}, A contagem média de AgNORs foi 1,57
em epitélio morfologicamente normal, que aumentou progressivamente com o grau do
carcinoma urotelial ndo invasivo, mas variou intensamente em tumores invasivos ¢ nfo se
correlacionou com os indices proliferativos, a incorporacio da bromodeoxyuridina (BrdU)
¢ a imuno-expressdio do antigeno Ki 67. O espectro de valores para ambos os indices
profiferativos ¢ NORs foi particularmente amplo no carcinoma urotelial, grau 2. As atipias
severas, sem crescimento exofitico tinham os mais altos NORs por nucleos, assim como,
aumentos nos indices de BrdU e Ki 67, comparados com tumores urotehais graus 3-4,

invasivos. Os achados destes autores sugerem que a proliferagdo celular do carcinoma
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urotelial pode ser seguramente avaliada com os varios diferentes marcadores e que muitos

destes podem ser correlacionados com grau tumoral mas n3o com o estadio histologico.

De acordo com MASUDA et al. (1994), avaliando trinta (30) casos no £rupo
controle ¢ trinta (30} de carcinoma urotelial, foram obtidos trés (3) resultados falsos
positivos ¢ cinco (5) falsos negativos, ao nivel de corte de 3,5 pontos AgNORs. Os autores
concluiram pela utilidade do método, ja que resultava em valores aceitiveis de 83% de
sensibilidade e 90% de especificidade. Para eles, somente a contagem das AgNORSs niio
pdde discriminar entre os tumores de baixo e alto graus de malignidade. Ndo havia relagio
significante entre o nimero médio de AgNORs ¢ a graduagio histoldgica, porém, os
carcinomas de grav 2, com contagem de AgNORs de 6,0 ou mais, tendiam a uma lesio
mars difusa ou invasiva. Assim, especialmente nestes, o nimero de AgNORs podia prever

o potencial maligno do tumor.

Observando o nosso grafico 2, das curvas da distribuigio das AgNORs, no
grupo controle € no tumoral, no valor critico de corte de 2,96 pontos AgNORs, obtivemos
abaixo deste valor os falsos negativos, 2,9% de casos (1 caso) e acima, os falsos positivos,
2,9%, (1 caso). Respectivamente, hé uma percentagem de 97,1% de acerto diagnéstico em
cada uma das curvas, na controle ¢ na tumoral. Segundo BAAK et al. (1983), pode-se
concluir que ao nivel de corte de 2,96 pontos AgNORs, temos a especificidade de 96,29%
da técnica AgNOR, neste estudo; a sensibilidade de 97,77%; a eficiéncia de 97,22%; o
valor preditivo negativo de  96,97% e o valor preditivo positivo de 97,77%, nio conjunto
dos casos, considerando-se o grafico citado. Em comparacdo com os resultados de

MASUDA et al. (1994), ja referidos, os nossos valores s3o melhores.

Poucos autores se baseiam na forma das areas prata-positivas para diagnostico
de malignidade ¢ diagnéstico diferencial. Para DERENZINI et al. (1989), as AgNORs
estavam mais irregularmente distribuidas no nucléolo e tinham mais variabilidade, quanto
ao tamanho, nas células neoplasicas do que nas células mesoteliais reacionais do seu grupo

de estudo.
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Segundo KODOUSEK & DUSEK (1991), uma acentuada heterogencidade de
AgNORs em tumores malignos individuais foi observada como um quadro comum,
sugerindo a presenca de subpopulagbes celulares ou clones, com diferentes atividades

proliferativas e propriedades metabdlicas.

Para TREVISAN et al. (1995), a heterogeneidade das AgNORs talvez seja o
fator mais importante na detec¢do do caso positivo em mucosa colorretal, o que ja pode ser
evidenciado em médio aumento microscopico. Miltiplas formas das AgNORs, num mesmo

tumor, podem ser encontradas.

Consideramos também a anélise da morfologia das AgNORs atil ao diagnéstico
diferencial entre benigno ¢ maligno e para a graduagio citologica tumoral, entre baixo e
alto grau de malignidade. Na analise morfoldgica dos pontos prata-impregnados, em todos
os casos do grupo controle, encontramos um padrio “homogéneo” das AgNORs, enquanto
que no grupo neoplasico foram observados 23/44 casos de padrdo “heterogéneo”. Nos
neoplasicos de baixo grau de malignidade, 15/19 casos eram de padrio “homogéneo” ¢ o

padriio heterogéneo ocorreu em 76% (19/25), dos de alto grau de malignidade.

Na comparacio da morfologia das AgNORs obtivemos, respectivamente,
diferengas significantes (p<0,001) entre o grupe controle (G1) e o grupo tumoral (G2+G3)
e do grupo tumoral de baixo grau (G2) e o de alto grau {G3) (p=0,001- teste de Fisher).

Pela analise discriminatoria, métode Jackknive, foram classificados
corretamente 84% (59/70) dos casos quanto aos trés grupos, controle, tumoral baixo grau
e tumoral alto grau, {que sdo as varidveis dependentes), e, baseada a analise no nomero
médio, na diferenca da contagem méxima ¢ minima das AgNORs ¢ no padriic morfologico,
as variaveis independentes. O erro total foi de 11/ 70 casos, conforme matriz classificatoria
na tabela 6). Os falsos negativos foram 2 (casos 28 e 29), que eram do grupo de baixo
grau na histologia. Na citologia, com a coloragio de hematoxilina-eosina, um deles foi

considerado de alto grau, e portanto, fot supergraduado {(tabela 1b}).
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Dos positivos, de alto grau na histologia, obtivemos na classificagdo calculada
cinco (5) casos falsos de baixo grau e que, na citologia {hematoxilina-eosina), eram dois
(2) de alto grau (casos 32 e 67, com padrio morfolégico das AgNORs, homogéneo) e trés
(3) casos de baixo grau (casos 55, 56 ¢ 60, com padric homogéneo). Portanto, foram

subgraduados pela analise classificatoria de Jackknive,

Do grupo de baixo grau na histologia, quatro (4) eram falsamente classificados
em alic grau. Portanto, foram superestimados, considerando-se provavelmente a alta
contagem das AgNORs ou o padrio morfologico das mesmas. Na citologia
(hematoxilina-eosina), dois (2) foram classificados como de alto grau (casos 32 e 33 que
tinham padrdo heterogéneo), um (1), de baixo grau {caso 39 que era heterogéneo) e um (1),
positivo, ndo classificado quanto ao grau {caso 45, com 7,51 pontos de AgNORs ¢ um
grande diferencial de AgNORs, que variou de 3-25, apesar de ser homogéneo no padrio).
Deve-se considerar também a possibilidade de que a les3o de alto grau ndio tenha sido
representada histologicamente. Para KOSS (1992), se o sedimento urinario mostra dbvias
células cancerosas e a bidpsia demonstra apenas uma lesdo papilifera de baixo grau, os
achados sugerem que uma outra lesfio maligna de alto grau possa estar presente no trato

uripario, em qualquer nivel.

A analise quantitativa das AgNORs tem valor diagndstico positivo para
neoplasia e no diagnostico diferencial da graduagio citoldgica, entre alto e baixo graus,
apesar de alguns autores, como UNDERWOOD & GIRI (1988), afirmarem que em muitas
circunstancias ha um grau variavel de superposigbes de valores de AgNORs entre as lesdes
benignas ¢ malignas de baixo grau que contra indicariam o uso da técnica como critério
absoluto para o diagnostico. O uso da andlise discriminatoria, porém, permite, pelo
conjunto de diferentes variaveis de AgNORs, em muitos casos (84% dos nossos), uma

analise correta.
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Para confirmar um diagnostico diferencial de carcinoma de baixo grau e
alteragbes reacionais ou artefatuais, consideramos a contagem das AgNORs e o seu padrio
morfoldgico "homogéneo”. Para os tumores de alto grau de malignidade, valorizamos o
padrio morfologico “heterogéneo” das AgNORs, independente da enumeracio das

AgNORs.

Concluimos, portanto, que a téonica AgNOR em citologia oncotica urindria €
um excelente auxilio no diagnéstico diferencial das lesdes vesicais, usando-se os critérios

quantitativo & qualitativo.
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6. CONCLUSAO




i~ A técnica AgNOR ¢ aplicavel em citologia urinaria, permitindo uma analise
quantitativa e qualitativa dos pontos prata-positivos (as AgNORs), observados a

microscopia optica comum, em objetiva de 40x.

2- Ha diferenca estatistica entre a contagem meédia das AgNORs do grupo
controle € o grupo tumoral (que inclui os tumores uroteliais de baixo e de alte graus), com

erro inferior a 6 % { 2,9% de erro em cada grupo).

3- A andlise quantitativa das AgNORs tem valor diagndstico positivo para
carcinoma urotelial vesical. Tem valor também no diagnéstico diferencial da graduacio

citologica tumoral, entre alto e baixo graus.

4- A anélise qualitativa (morfologica) das NORs coradas pela prata contribui
para a graduagdo citologica tumoral, porque concorre para o diagnostico diferencial entre

células uroteliais neopldsicas de alto grau versus de baixo grau de malignidade

5. Ha uma probabilidade de acerto de 84% da verdadeira classificagdo
histologica de cada um dos setenta (70) casos estudados, considerando-se 0 nimero médio
das AgNORs, o diferencial de sua variagio maxima ¢ minima ¢ o seu padrio morfolégico

nos trés grupos estudados, pelo método Jackknive, na analise discriminatoria.
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. SUMMARY




Key words: urinary cytology, AgNORs, carcinoma and differential diagnosis.

The oncocytic urinary cytology is a reliable tool in diagnosis and folow-up of
bladder tumor treatment as well as in the research of more agressive forms of bladder
cancer. According to the literature it is of great value especially in patients who continue
shedding identifiable cancer cells in urinary material after treatment. They are at very high
risk for development of invasive bladder cancer (Koss, 1992). AgNOR technique may be
helpful for the cytological differential diagnosis of bladder urothelial tumors, especially
between those with low malignancy degree and the reactive urothelial cells. This study
consisted of paired cytohistological examinations of patients with (n=44) and without
(0=26) primary vesical urotelial carcinoma. Evaluations were performed with urinary
sediment slides, previously stained by hematoxylin-eosin, unstained, impregnated by
colloidal silver (AgNOR technique) and analyzed under common optic microscope {40 x).
Control (non neoplastic} and neoplastic cases with low and high malignancy degree were
investigated. Qur principal aim was to correlate quantitative (counting) and morphological
qualitative (subjective) analyses of silver-positive nuclear dots in both cases, The averages
of the counted dots  showed a statistically significant  difference in both cases (p<0,001 -
Mann-Withney's test). The grafic of AgNORs distribution of the neoplastic cases is similar
to a logarithmic curve (normal log). The critical cut-off value of 2,96 AgNORs dots was
determined in the intersection of the distribution curves of AgNOR dots in control and
tumoral groups. There was 2,9% of falses negatives cases below this value and 2,9% of

falses posttives above it.

AgNOR morphology was classified into homogeneous and heterogeneous
pattern. Control group presented the former in all cases. In the neoplastic group with low
malignancy degree, 15/19 cases had the homogeneus pattern and in those with high degree,
15/25 had the heterogeneous patiern. According to AgNOR morphology, there are
significamt differences between tumoral and control cases {p<(0,001) and between those
with low and high malignancy degree (p=0,001-Fisher's tests) Thus, AgNOR technigue can
be useful to aid in the differential diagnosis in oncotic urinary cytology by using qualitative

and quantitative criteria.
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ANEXO 1

8.1. CASUISTICA E METODOS- MODELO DE PROTOCOLO

EXAME UROCITOLOGICO

{ IBCG intravesical.
{ y Medicamentos em uso (citar):

Material enviado:- { Jurina espontinea ( ) urina sondada

{ Ylavado vesical ({ ) escovado( ) urinadeureter{ )D ( }E

Biopsia concomitante ( Jsim () nfo. Local ...
Resultado(s)y anterior({es) de citologia ou ... s
BEODBIA ot
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8.2. ANEXO-RESULTADOS QUANTO AO ESTADIO

Freqiiéncia quanto ao estadio, segundo a classificagio de JEWETT, STRONG ¢
modificada por MARSHALL (1962), (baseada no exame das evidéncias histologicas de
extensdo tumoral), que segue: 0- o tumor estd limitado ao urotélio, nfo havendo infiltragio
para a ldmina propria; corresponde a um carcinoma papilifero in sity; A~ infiltra 2 [Amina
propria da mucosa vesical ou o0 proprio conjuntivo da haste papilifera; Bl- infiltra a camada
muscular superficial; B2- ha infiltragdo da muscular profunda; C- o tecido adiposo

perivesical estd infiltrado; D~ ha metastases e M- metastases distantes presentes.

Obtivemos a seguinte frequéncia de casos citologicos tumorais: Estadio- 0=15,
A=16, B=11, C=02, totalizando quarenta e quatro (44) casos. Os Ca in situ (EQ) e os
superficialmente infiltrativos (EA) foram n= 31, correspondendo a 70,4% dos casos. Os
infiltrativos na parede muscular (EB) e na gordura perivesical (EC) foram n=13, que

correspondem a 29,6% da amostra estudada.

ANEXQ 2 - TABELA 7 - FREQUENCIA da DISTRIBUICAC DO ESTADIO (JEWETT-
STRONG ¢ MARSHALL, 1962) NOS GRUPOS TUMORAIS: 2 (TU de BAIX0O GRAU)
¢ 3 (TU de ALTO GRAU).

3 02 10 11 02 25
TOTAL 15 16 11 62 44

teste de Spearman: = 0,16306 ¢ p= 0,29, com n=44.

ANALISE ESTATISTICA: - pelo teste de Spearman, ndo foi observada
correlagdo significante entre os valores de AgNORs e o estadio tumoral (histologicamente

determinado), obtendo-se r=0,16306 e p= 0,29, com n=44 (programa WINSTAT, 1994).
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8.3. ANEXO- COMPARACAO CITO-HISTOLOGICA

1 - QUANTO AO GRAU :

Os resultados citologicos em material corado pela hematoxilina-eosina,
classificados em trés grupos: negativo, tumor de baixo grau e tumor de alto grau (KOSS,
1992} foram comparados com os da graduacio histologica (KOSS, 1975). Excluiram-se
cinco (5) casos citologicos de resultados positivos para neoplasia, porém ndo graduados em
alto ou baixo grau. Destes =3 eram tumores de baixo grau e n=2, tumores de alto grau, na

histologia.

ANEXO 3.1. - TABELA 8 - GRADUACAO CITOLOGICA (KOSS, 1992)  versus
GRADUACAQ HISTOLOGICA (KOSS, 1975 ) nos GRUPOS | (CONTROLE), 2 (TU
de BATXO GRAU), 3 (TU de ALTO GRAU).

GRADUACAO ~ GRADUACAO HISTOLOGICA TUMORAL de KOSS
;:ﬁég.a_;jva o 25 SRS o N

2- Tu Baixo Grau -- 12 04 16

3-Tu Alto Grau - 07 16 23

Total 26 i9 20 63

Tu B. G.= tumeor urotelial de baixe grau de malipnidade {G1 e (G 1-2).
Tu A. G.= tutnor urotelial de alto grav de malignidade {(G2a G 3}
Correlagiio Kappa-ponderada, de concorddncia de acerto (n=63)

K=0.8835 p<(05

ANALISE ESTATISTICA: - ha uma boa concordincia de acerto, pelo teste
"Kappa-ponderada” {(COHEN, 1968), com n=65, K=0,8835 e p<0,05, na comparagio da

graduagdo citologica versus graduacdo histologica, que consta na tabela acima.
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2 « QUANTO AO EST1ADIO TUMORAL :

Um teste de correlagio por postos Kendall T (tau) (SIEGEL, 1975) foi
aplicado para correlacionar os resultados citologicos com os do estddio histolégico

tumoral, onde se consideraram todos os casos citologicos estudados (n=70). Obtivemos o

T (tau}=0,87343, p<0,001 (p=1,1 x 10-26) (WINSTAT, 1994) ¢ concluimos que existe

uma boa correlagdo positiva entre estes resultados, conforme tabela abaixo.

Convém observar que os casos citoldgicos de baixo grau tumoral estic mais
concentrados nos estadios histologicos: 0 (in sifu) e A (limitado & lamina propria da
mucosa). Respectivamente, os de alto grau citologico correspondem a piores estadios
tumorais (B e C). Ha uma 4rea elipsdide obliqua, da esquerda para a direita, de tendéncia
central, na tabela 9, portanto, com a piora do grau citolégico, h4 uma piora do estadio

mmoral.

ANEXO 3.2 - TABELA 9 - CORRELACAO dos RESULTADOS CITOLOGICOS
(KOSS, 1992) versus ESTADIO HISTOLOGICO (J-$/ M, 1962)

oo - — —— . - AR L 25
Baixo grau - 12 08 02 -- 22
Alto grau -- 03 08 (9 02 22

TOTAL 26 15 16 11 02 70

Teste de correlagio de Kendall T {lau) {n=70)

T (tau)=0.87343 p<0.001 (p=1.1 x 10728} (programa WINSTAT, 1994).

ANALISE ESTATISTICA: - demonstrou-se existir uma boa correlagio
positiva entre os resultados citologicos versus estadio histolégico ( p<0,001), no nosso

grupo de estudo.
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