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TN resumo

Carcinoma adendide cistico | A andlise quantitativa das AQNORs e a imunomarcacdo para o PCNA tém sido empregadas de

AgNOR forma independente na avaliacdo da proliferacao celular de vérios tumores, e, em muitos

PONA casos, tém mostrado correlacdo positiva. Entretanto poucos trabalhos tém avaliado, em um
mesmo corte histol4gico, a relacdo entre PCNA e AGNOR. O objetivo deste trabalho foi
Dupla marcaao otimizar a técnica de dupla marcacdo com a finalidade de se estudar simultaneamente a

Quantificagio correlacdo entre PCNA e AgNOR no carcinoma adendide cistico (CAC) de glandulas salivares

menores. Foram selecionados 16 casos de CAC classificados de acordo com o subtipo
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histoldgico. A andlise quantitativa das AGNORs foi feita por meio de andlise de imagens. As
AgNORs foram contadas em cem ntcleos PCNA positivos e em cem nicleos PCNA negativos.
O nimero médio de AGNOR nos nicleos PCNA positivos foi 2,14 + 0,77, e, nos niicleos
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PCNA negativos, 1,97 £ 0,79, entretanto esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente
significante (p = 0,2537). Nosso trabalho ndo mostrou correlacéo entre o nimero de AGNOR
e a imunomarcacdo para o0 PCNA em CAC quando estes marcadores foram demonstrados
simultaneamente através da dupla marcacdo. Quanto a técnica, o uso do microondas
melhorou a coloracdo da AGNOR, permitindo uma redugédo no tempo de incubacdo com a
solucéo de prata e uma melhor individualizacdo das AQNORs, o que facilitou os procedimen-
tos de contagem.

|eliojeloqe euloipaly @ eibojojed ap oJla|iselg [eulof

1. Mestranda em Patologia

Odontoldgica pela Universidade
a bstract S(SAVLelde Federal de Minas Gerais (UFMG,) -
No previous studies have simultaneously assessed the relationship between AGNORs and PCNA | Adenoid cystic carcinoma Canpus g;“g:tolgge": mz“’;tgfg"sscom
expression in salivary gland tumors. We describe a method to demonstrate both PCNA and AGNOR da discipina de Patologia Bucal do
AgNORs in the same slice of routinely processed tissue. We also evaluated the effect of Eﬁﬁ?;:%?;ﬁtgﬁ);ﬂ;'z ﬁ:ﬁﬁ:ﬁ?ﬁffde
microwaving on the AGNORs reaction. Sixteen cases of adenoid cystic carcinoma (ACC) were | PCVA &M‘E‘OQ'? dﬁCU”'VWgadPe FEdelLa‘ de
Inas Gerals - Lampus da Fampuina.
selected and the double staining technique was performed in order to quantify the number of | pouble staining Processo CNPg 30021 0/98. "
AgNORs in PCNA-positive and negative cells. The best results were obtained when AgNOR was eontfat gggzlrot‘)obeiaal\(zjaadGFr’l/aléaculdade de
. .. . . . uantijicacion " .
performed after the immunostaining. The microwave oven heating improved the AGQNORs Parte do trabalho de dissertagéo de
. . L . . mestrado de Elena Riet-Correa Rivero, do
staining. Our results did not show a statistical difference between the mean number of AGNORs in Curso de P Graduagio da Faculdace de
PCNA-negative and positive cells. There is no association between PCNA and AGNOR in ACC Meddna/UFMG, irea de concentragio:.
o Patologia Odontoldgica - Dupla marcacdo
when they are assessed by double-staining. PCNATAGNOR em adenoma pleomérico e
carcinoma adendide itico.
Trabalho apresentado no VIll Congresso e

na XXVI jomada Brasileira de
Estomatologia, realizados em Brasflia, no
periodo de 192 22 de julho de 2000.
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Introducéo

As regides organizadoras nucleolares (NORs) sédo
segmentos de DNA que transcrevem o RNA ribos-
sdmico e estdo localizadas nos bragos curtos dos cro-
mossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21, 22. As NORs
estdo diretamente relacionadas com a sintese protéica
e, por esse motivo, se encontram aumentadas em nd-
mero de acordo com o aumento da atividade celular
(7). A técnica de AgNOR (argyrophilic proteins related
to nucleolar organizer regions) se baseia na ligacao da
prata coloidal as proteinas acidicas, ndo-histonicas, as-
sociadas as NORs (18).

O antigeno de proliferacdo celular (PCNA) é uma pro-
teina nuclear de 36kd, co-fator da polimerase delta, com
importante papel na replicacdo do DNA. Durante o ciclo
celular, esta proteina aparece em altas concentracdes nas
fases G1 tardia e S precoce (2, 3, 28). A imunomarcagéo
para o PCNA tem sido muito utilizada na avaliacdo da pro-
liferacdo celular de diversos tumores.

Muitos trabalhos avaliam a relacdo entre estes dois
marcadores, AQNOR e PCNA, em tumores benignos e
malignos, de forma independente (10, 14, 17, 38), ou
simultaneamente, através da técnica de dupla marca-
cdo (6, 19, 23, 24, 30). De acordo com Munakata e
Hendricks (23), a principal vantagem da técnica da du-
pla marcacado é a possibilidade de analise direta entre
os marcadores devido a co-localizacdo dos mesmos.
Desta forma, o problema da heterogeneidade das
neoplasias € superado, pois a dupla marcacao assegura
que as AgNORs sejam analisadas em um mesmo tipo
celular desejado (24, 30).

Por outro lado, apesar de a quantificacdo das AQNORs
estar fortemente relacionada a proliferacdo celular e ao
prognostico em varios tumores (4, 5, 7, 21), os poucos
estudos em tumores malignos de glandula salivar, em es-
pecial no carcinoma adendide cistico (CAC), apresentam
resultados que deixam ainda dividas quanto ao papel das
NORs nestas lesdes (12, 13, 36).

A coloracao de AgNOR pode ser influenciada pelo
processamento e pela fixacdo tecidual (8). O Comité de
Quantificacdo de AgNOR da Sociedade Européia de Patolo-
gia recomenda o uso do autoclave como forma de pré-trata-
mento na coloracdo por AGQNOR, para se obter uma melhor
qualidade de marcacéo, independente do tempo de fixacdo
e estocagem do material em arquivo (34). O microondas,
apesar de amplamente utilizado em imunoistoquimica, nao
é utilizado rotineiramente na técnica de AGNOR.

O objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica de
dupla marcacdo, utilizando-se o microondas como forma
de pré-tratamento para a coloracéo pela AgQNOR, com a
finalidade de se estudar simultaneamente a correlacédo
entre AQNOR e PCNA em carcinoma adendide cistico de
gléandulas salivares menores, realizando a anélise quanti-
tativa das AQNORs nestas lesoes.

Material e métodos

Foram utilizados 16 casos de CAC emblocados em
parafina, provenientes dos arquivos do Servico de Patolo-
gia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais, da Universidade Federal de Uber-
landia e da Universidade Federal de Pelotas. As lesdes es-
tavam localizadas em glandulas salivares menores. De acor-
do com o arranjo arquitetural predominante, os casos de
CAC foram classificados como cribiformes, tubulares ou
solidos. Seis casos foram classificados como cribiformes,
cinco como tubulares e cinco como sélidos.

Foram obtidos cortes de 3mm em laminas previamen-
te silanizadas para a realizacdo da dupla marcacdo PCNA/
AgNOR. A técnica de AgNOR foi realizada antes e ap6s a
imunoistoquimica. Tratamento dos cortes em forno de mi-
croondas, previamente a coloracdo pela prata, sé foi
realizado quando a técnica de AgNOR sucedeu a imu-
noistoquimica.

Os cortes passaram pelos processos de desparafinizagao
e hidratacao. Para a recuperacédo antigénica, os cortes fo-
ram levados ao forno de microondas (trés ciclos de cinco
minutos), mergulhados em é&cido citrico 10Mm, pH 6,0.
O anticorpo primario utilizado foi o PC10 (Dako
Corporation, Glostrub, Denmark), anti-PCNA, diluido em
1:100 e incubado por 18 horas a 4°C. Os anticorpos se-
cundario e terciario (Biogenex, San Ramon, CA, EUA) fo-
ram diluidos em 1:20 e incubados por 30 minutos em
temperatura ambiente. Para revelacdo da reacao utiliza-
ram-se os cromégenos new fuchsin e fast red (Biogenex,
San Ramon, CA, EUA).

Em seguida os cortes foram submetidos a técnica de
AgNOR, de acordo com Ploton et al. (27), com algumas
modificagcdes, que incluiram lavagem abundante dos cor-
tes com dgua corrente deionizada, previamente a incuba-
¢do, com a solucdo de prata, e posteriormente com agua
deionizada aquecida. O tratamento dos cortes com
celuidina também foi omitido.
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Os cortes passaram previamente em solucdo de acido
acético/etanol (1:3) durante cinco minutos, foram lava-
dos com etanol absoluto (trés vezes) e deixados em dgua
deionizada corrente por 15 minutos. Entdo foram secos
com papel-filtro e receberam a solucdo aquosa de nitrato
de prata (a 50%) misturada com solucdo de gelatina
(@ 2% em 1% de acido férmico) na proporcéo de 2:1.
A solucdo de prata foi incubada em diferentes tempos
(20, 25', 27', 30"), em temperatura ambiente e em estufa
a 45°C, esta Ultima sendo empregada apenas quando a
técnica de AgNOR precedeu a imunoistoquimica, com um
tempo de incubacdo de 25 minutos. A reacdo foi inter-
rompida com a lavagem dos cortes em agua deionizada.

Quando o cromégeno utilizado para a revelagdo foi o
new fuchsin, os cortes foram desidratados em concentra-
¢bes crescentes de etanol, clareados com xilol e monta-
dos em Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, EUA).
Utilizando-se o cromdgeno fast red apés a revelacdo, os
cortes foram lavados em dgua amoniacal a 10%, e as la-
minas, montadas em meio aquoso. A técnica de AGNOR
nestes casos sempre precedeu a imunoistoquimica.

A analise quantitativa das AGNORs foi feita por meio
de imagens microscopicas captadas por uma camara JVC
TK-1270/RGB, digitalizadas no aumento de 1.000x, atra-
vés do software KS300, contido no analisador de imagens
Kontron Elektronic/Carl Zeiss. Para cada caso foram anali-
sadas cem células PCNA positivas e cem células PCNA ne-
gativas. Foi realizada a contagem das AGNORs para cada
nlcleo em reas representativas do tumor.

Resultados

A visualizacdo da dupla marcacéo foi possivel com a
realizacdo da técnica de AgNOR antes ou apés a imuno-
istoquimica. Entretanto, quando a técnica de AgNOR foi
realizada apés a imunoistoquimica, obtivemos uma exce-
lente visualizacao das NORs e melhor definicédo das célu-
las PCNA positivas, devido a menor coloracdo de fundo.

Neste trabalho definimos, entdo, como melhor proto-
colo para realizacao da dupla marcacdo PCNA/AgNOR, a
técnica de AQNOR sempre sucedendo a imunoistoquimica.
Neste caso, apesar dos bons resultados obtidos tanto
quando da utilizacdo da new fuchsin quanto do fast red, a
opcéo pela primeira tornou-se obrigatéria. O tempo ideal
encontrado para incubagdo com a solucdo de prata, e que
permitiu a melhor visualizacao das AGNORs, foi de 25 mi-
nutos em temperatura ambiente.

O padrao de expressdao do PCNA caracterizou-se por
forte marcacao com padrdo granular, com coloracdo ver-
melha intensa do nicleo. As AgNORs foram observadas
como pontos acastanhados a negros no interior das célu-
las positivas e negativas para o PCNA (Figura).

No CAC, em geral, o nimero de AgNOR/nlcleo variou
de um a seis nas células PCNA negativas, com 74,6% dos
nlcleos analisados contendo de uma a duas AQNORs. Nas
células PCNA positivas, o nimero de AgNOR variou de um a
sete, com 68,8% dos nlcleos contendo uma a duas AGNORs.
Os niimeros médios de AgNOR nas células PCNA positivas e
PCNA negativas foram, respectivamente, 2,14 e 1,97. Esta
diferenca, entretanto, ndo se mostrou estatisticamente
significante (p = 0,2537 — teste t de Student).

Quando a andlise quantitativa das AgNORs foi realizada
separadamente nos diferentes tipos histolégicos de CAC ,in-
dependentemente da imunorreatividade para o PCNA, tam-
bém n&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante.

A Tabela mostra os nimeros médios das AGNORs en-
contrados para cada caso, de acordo com o subtipo histo-
I6gico do tumor.

A técnica de AgNOR tem sido amplamente utilizada
como marcador de proliferacdo celular (4, 32) e na dife-
renciacdo entre tumores benignos e malignos do epitélio
bucal (4) e de glandulas salivares (9, 22). Existem, entre-
tanto, controvérsias quanto ao papel das AGQNORs como
marcadores de proliferacdo celular. Para alguns autores, o
nimero de NOR pode estar associado com variagdes no
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Figura - Dupla marcagio PCNA/AGNOR em CAC. Observar a individualizagdo das
AgNORs nos nticleos PCNA positivos (seta maior) e PCNA negativos (setas menores) —
imunoistoquimica - streptavidina + fosfatase alcalina/histoquimica — AgNOR
(imersdo, 1.000x)
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Valores percentuais referentes ao nimero das AgNORs dos niicleos PCNA positivos

Tabela

Nimero do caso/
classificacao histologica

e PCNA negativos nos casos de CAC

Nimero médio de AgNORs/
nicleos PCNA positivos

1/cribiforme 1,95
2/cribiforme 2,08
3/cribiforme 2,36
4/cribiforme 1,98
5/cribiforme 2,47
6/ cribiforme 2,39
7/tubular 1,35
8/tubular 1,54
9/tubular 1,79
10/tubular 1,95
11/tubular 2,27
12/s6lido 2,65
13/s6lido 2,56
14/s6lido 2,03
15/s6lido 2,32
16/s6lido 2,55
Média geral 2,14

Nimero médio de AGNORs/
nicleos PCNA negativos

1,42
1,87
2,22
1,95
2,56
2,30
1,29
1,69
1,92
2,08
1,93
1,82
1,91
1,76
2,01
2,79
1,97

Valor de p = 0,2537 - teste t de Student.

metabolismo ou na atividade transcricional da célula (5),
ou ainda pode ser influenciado pela producdo de citocinas
(21). No carcinoma adendide cistico, a analise simultanea
de AgNOR e PCNA pode vir a esclarecer o papel da AQNOR
nesta neoplasia como marcador de proliferacdo ou, sim-
plesmente, da atividade metabdlica das células tumorais.

Neste trabalho, ndo encontramos diferenca estatisti-
camente significante no ndmero de AGNOR entre os nd-
cleos PCNA positivos e negativos no CAC.

Nés nédo estabelecemos um indice de PCNA para os
tumores estudados, uma vez que nosso objetivo era ape-
nas correlacionar o nimero de AGQNOR com a imunor-
reatividade para o PCNA. No entanto o PCNA tem sido
utilizado na avaliacéo do indice proliferativo de neoplasias
de glandula salivar, mostrando-se Gtil na discriminacdo
entre neoplasias benignas e malignas (33, 40) e na corre-
lacdo com o grau de malignidade (11, 37). Além disso,
apesar das suas limitacdes como marcador de prolifera-
cao celular (16), o PCNA mostra boa correlagao com ou-
tros marcadores, como o Ki-67.

Embora alguns trabalhos tenham mostrado correlacdo
entre PCNA e nimero de AgNOR através da técnica de dupla
marcacao (6, 19, 30), vérios relatos apontam a falta de corre-
lagdo entre PCNA e AgNOR quando os mesmos sao analisa-
dos separadamente nas mais diversas lesoes (10, 12, 17, 38).

De acordo com a literatura, o nimero de AgNOR esta
relacionado ndo apenas com proliferacdo celular, mas tam-
bém com varia¢des na atividade metabdlica e transcricional
(5, 21), com a ploidia celular (15, 29) e com a sintese
protéica (4). Em nossa opinido, todos estes fatores podem
estar relacionados a falta de correlagdo com o PCNA en-
contrada em nossos resultados.

O CAC tem sido classificado, de acordo com o seu pa-
dréo histolégico predominante, como tubular, cribiforme
ou sélido, e ao tipo sdlido tem sido atribuido um pior prog-
néstico. Neste trabalho, nés ndo encontramos diferenca
estatisticamente significante no ndmero de AgNOR entre
os diferentes tipos histolégicos. Através da andlise quanti-
tativa das AQNORs, Freitas et al. (13) conseguiram distin-
guir os subtipos cribiforme e sélido do CAC do subtipo
tubular, com ndmeros médios de AQNOR muito semelhan-
tes nas duas primeiras variantes. Por outro lado, Fonseca e
Soares (12) e Van Heerden e Raubenheimer (35) encontra-
ram as mais altas contagens de AQNOR nas formas glandu-
lares do CAC.

Em seu estudo, Vuhahula et al. (36) encontraram uma
correlacdo positiva do nimero de AgNOR com a classifi-
cacdo clinica dos tumores, a despeito do subtipo
histolégico, com todos os casos de prognéstico clinico
desfavoravel apresentando altas contagens de AGQNOR. Os
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autores sugeriram que, no CAC, o nimero médio de
AgNOR pode ser mais indicativo do potencial de maligni-
dade da lesdo do que de sua atividade proliferativa.

Ao nosso ver, a auséncia de relacdo da AgNOR com os
subtipos histolégicos do CAC nao descarta o seu uso como
marcador de agressividade da lesdo, pelo contrario. Con-
cordamos com Vuhahula et al. (36) em que o método de
AgNOR pode demonstrar alteracdes metabdlicas que
independem da histologia, servindo desta forma para iden-
tificar lesdes agressivas em pequenas bidpsias, 0 que cos-
tuma ser o caso das lesdes biopsiadas na cavidade bucal.

Por outro lado, o estudo de grandes séries de casos (25, 31)
tem mostrado que o progndstico do CAC deve ser estabele-
cido com base nédo apenas nos dados histol6gicos, mas tam-
bém em relacdo ao estadiamento clinico da leséo na época
do diagndstico. Assim, a utilizacdo da anélise das AQNORs
como ajuda para estabelecimento do prognéstico em CAC
merece ser mais bem analisada.

Apesar de ser barata e facil de ser empregada em material
rotineiramente processado, a técnica de AgNOR ¢é bastante
sensivel a varios fatores, tais como fixacdo dos tecidos, es-
pessura dos cortes, tempo de incubacdo da prata, prepara-
¢do das solugbes empregadas, precipitacdo da prata (39).
Para a técnica de dupla marcacdo, a perfeita marcacdo das
AgNORs, sem a coloracdo escura de fundo, ¢ indispensével
para possibilitar a visualizacdo das células marcadas pela
imunoistoquimica. No presente trabalho, quando a técnica de
AgNOR sucedeu a imunoistoquimica, tempos de incubagéo da
prata superiores a 25 minutos em temperatura ambiente resul-
taram em uma coloracdo escura dos nucleos das células,
possibilitando ainda a observacdo das AgQNORs, mas nao a
coloragdo avermelhada dos nlcleos marcados positivamen-
te para o PCNA pela imunoistoquimica.

Apesar dos bons resultados obtidos, tanto quando da
utilizacdo da new fuchsin quanto do fast red como cromé-
genos, quando se utiliza o fast red a técnica de AQNOR

deve sempre preceder a imunoistoquimica, ja que o fast
red é sollvel em solventes organicos, impossibilitando a
pés-fixacdo em acido acético/etanol, etapa importante da
técnica de AgNOR. Além disso, este Gltimo requer um meio
de montagem aquoso, o que compromete o armazena-
mento dos casos para posterior avaliagdo.

Alguns autores defendem o uso da autoclave como for-
ma de pré-tratamento dos espécimens a serem tratados pela
técnica de AgNOR, tornando, desta forma, as subestruturas
nucleolares mais visiveis e distintas (1, 26). De acordo com Li
et al. (20), o uso do microondas para a incubacéo da prata
diminui o tempo necessario para a marcacéo e melhora os
resultados, pois diminui o precipitado de prata.

Foi observada neste trabalho uma perfeita visualizacdo
da dupla marcagdo quando a técnica de AgNOR sucedeu
a imunoistoquimica, utilizando-se um tempo de incuba-
¢ao da prata de 25 minutos em temperatura ambiente.
Acreditamos que o tratamento prévio em forno de micro-
ondas melhora a marcacdo da AgNOR, diminuindo a co-
loracdo de fundo e tornando mais nitida a diferenca entre
as células PCNA positivas (ndcleos corados em vermelho)
e as PCNA negativas, com visualizacdo das NORs como
pontos escuros bem definidos no interior dos nucleos.

Conclusoes

Utilizando-se a técnica de dupla marcagdo, nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre
o nimero médio de AGNOR nos nicleos PCNA positivos e
negativos. Os melhores resultados para realizacdo da téc-
nica de dupla marcacdo foram obtidos quando a técnica
de AgNOR foi realizada apds a imunoistoquimica, em tem-
peratura ambiente por 25 minutos, utilizando-se o
cromégeno new fuchsin para revelacdo do PCNA. O mi-
croondas como pré-tratamento mostrou-se Gtil na
otimizacdo da técnica de AGNOR.
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