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AgNOR EM CANCER GASTRICO

Celina Tizuko Fujiyama OSHIMA* ¢ Nora Manoukian FORONES**

RESUMO - Objetivo — Estudar a proliferacdo celular através das contagens das AgNORs (regides argirofilicas organizado-
ras nucleolares) nos tecidos de cancer gastrico e/ou da mucosa normal adjacente e correlacionar com as variaveis clinico-
patologicas. Casuistica e Método - Foram estudados 34 casos de adenocarcinoma gastrico, 23 do tipo intestinal e 11 do
tipo difuso de Lauren. A colorag¢do das AgNOR:s foi realizada em cortes histologicos e a andlise quantitativa foi realizada
pela contagem de um total de 100 niicleos de células neoplasicas e 100 de células da mucosa de aspecto normal. Resultados
- O numero de AgNORs nos nucleos das células normais variou entre 1 e 2 pontos castanho-escuros, enquanto nos nicleos
das células neopldsicas estes eram numerosos, pequenos, agregados ou unicos e maiores. A média das contagens das
AgNORs nos nucleos das células neoplasicas (3,86) foi significativamente maior do que nos nuicleos das células da mucosa
gastrica normal (1,25). Esta diferenga foi também observada entre tumores do tipo intestinal (4,43) e difuso (2,58). Nao
foram observadas correlagdo entre as médias das contagens das AgNORs por niicleo e o sexo ou a idade dos pacientes.
Conclusdo - A contagem das AgNORs pode ser utilizada como marcador de atividade proliferativa, podendo auxiliar no

diagnostico de cancer.

DESCRITORES — Regido organizadora do nucléolo. Neoplasias gastricas.

INTRODUCAO

O cancer gastrico ¢ doenga que ocorre mais freqiientemente
a partir da quinta década da vida e, segundo trabalho
colaborativo da Fundag@o Oncocentro de Sdo Paulo (FOSP) e
Fundagao Sistema Estadual de Analise de Dados (SEADE),
verificaram-se que no Estado de Sdo Paulo o cancer de
estdmago ¢ a segunda causa de morte por neoplasia®.

Histologicamente, os carcinomas gastricos podem ser
classificados em dois tipos'": o intestinal, que ¢ o mais
comum em populagdes de alto risco para o cancer gastrico e
esta associado a fatores ambientais'> ', e o difuso, que ndo
guarda relag@o com a atrofia da mucosa géstrica e acomete
com maior freqiiéncia mulheres e individuos mais jovens.

Pesquisas histopatoldgicas nestes tecidos envolvem, direta
ou indiretamente, a avaliagdo da proliferagao celular, diferen-
ciacdo celular e a regulacdo destes mecanismos.

No cancer gastrico, como em outros canceres, tém sido
realizados varios tipos de medidas da atividade proliferativa,
como a contagem da mitose, indice de marcagdo com timidina
3H, indice de marca¢do com bromo deoxiuridina, analise de
citometria de fluxo, contagens de AgNORSs ¢ a expressdo de
antigenos relacionados a proliferacéo celular, como o Ki-67 e
o PCNA.

O termo regides organizadoras nucleolares ou NORs (do
inglés, “nucleolar organizer regions”) ¢ utilizado para descrever
regides constituidas de fragmentos de cromossomos em torno
das quais se formam os nucléolos no final da mitose. Estas
regides correspondem a alcas do DNA contendo genes
responsaveis pela transcricdo do RNA ribossomico, de 18S e
288, situados no nucléolo da célula® ' e por possuirem
reatividade com a prata, foram chamadas de AgNORs.

No homem, estas regides correspondem a constrigdes

secundarias e se localizam no brago curto dos cromossomos
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acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22. Como as NORs estdo associadas
aos cromossomos acrocéntricos, pensou-se, inicialmente, que
estivessem relacionadas a ploidia. Entretanto, estudos correlacionando
as NORs com as variaveis histologicas convencionais®”, o estudo do
nucleo interfasico através dos métodos citogenéticos®, a cinética
celular®, a imunoreatividade do Ki-67® ¢ a citometria de fluxo®,
sugerem que as AgNORs estejam associadas principalmente a
proliferagdo celular.

PLOTON et al."® padronizaram uma versdo modificada da técnica
de coloragdo pela prata, realizando a reacdo em uma sé fase, a
temperatura ambiente (20 °C) e penumbra. Tal modificagdo permitiu
que estas regides fossem vistas em cortes de tecido em parafina,
fixados em formalina e incluidas em parafina tanto em células em
metafase, como em interfase.

Este estudo teve por objetivo analisar a proliferagao celular através
das contagens das AgNORSs nos tecidos de cancer géstrico e/ou da
mucosa normal adjacente e as possiveis relagdes com as variaveis

clinico-patologicas.
CASUISTICA E METODOS

Foram analisados, retrospectivamente, 34 casos de cancer gastrico
utilizando blocos em parafina obtidos dos arquivos dos servigos de
Anatomia Patologica do Hospital Sdo Paulo da Universidade Federal de
Sao Paulo/UNIFESP/EPM, Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo e
Hospital Sao Judas Tadeu da Fundagao Pio XII de Barretos, SP.

Dos 34 adenocarcinomas géstricos analisados, 25 eram de pacientes
do sexo masculino e 9 do sexo feminino. Dezenove tumores eram de
estadios menos agressivos (I + II), enquanto 10, mais avangados (I11
+1V). Segundo a classificagdo de LAUREN!D, 23 tumores (67,65%)
eram do tipo intestinal e 11 (32,35%) do tipo difuso. Em relagdo ao
grau histologico dos tumores, 22 (64,70%) eram diferenciados e a
localizagdo predominante foi o antro géstrico.

Os tecidos foram fixados em formalina e processados rotineira-
mente pelo método de inclus@o em parafina, para analise histologica,
no laboratorio de patologia de cada Servigo. Portanto, ndo foi possivel
a padronizagdo prévia da fixacao do tecido.

A coloragdo das AgNORs foi realizada em cortes histologicos com
3 um de espessura. A solugdo de incubagao foi preparada dissolvendo-
se 0,2 g de gelatina em 10 mL de agua destilada e desionizada a 60 °C,
acrescentando-se 100 pL de acido formico a solugdo fria. Esta solugdo
foi misturada com outra de nitrato de prata 30% (modificado de
PLOTON et al."), na propor¢do de 1:2. A solugdo resultante foi
gotejada sobre o corte histoldgico e incubado por 30 minutos a 37 °C
em camara escura. Apos este tempo, as ldminas foram lavadas em
agua desionizada, desidratadas e montadas em meio sintético.

Agua destilada e desionizada foi utilizada para o preparo das
solugdes, reagdes e lavagens, a fim de reduzir-se a coloragédo de fundo.
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Os cortes histologicos ndo foram contracorados e como resultado,
obtiveram-se os cortes corados em tom amarelo-acastanhado claro e
os AgNORs como pontos negros ou castanho-escuros.

A andlise quantitativa das AgNORs foi realizada por microscopia
optica, onde um total de 100 nucleos de células neoplasicas e 100
nucleos de células da mucosa ndo-neoplasica, de aspecto normal, ao
acaso, foram analisadas com aumento de 1.000 vezes em um microscopio
Nikon. As células em “anel de sinete” foram excluidas da contagem.

Foram selecionados os nicleos com maior nimero de pontos
corados, nao superpostos, sendo realizada busca extensa em grandes
areas e para que nao houvesse repeticdo dos campos observados.

A escala de coloragdo para visualizagdo dos pontos das AgNORs
foi selecionada individualmente, apds aumento do contraste, até o
momento em que os pontos das AgNORs fossem facilmente
identificados como pontos negros ou castanho-escuros dentro do
nucleo. Esses pontos podiam se apresentar isolados e arredondados,
aglomerados, formando cachos ou dispersos pelo nucleo.

Analise Estatistica

O teste t para duas amostras independentes foi aplicado para
verificacdo da igualdade entre as médias dos dois grupos (AGNN —
contagens das AgNORs em nucleos das células normais da mucosa
gastrica e AGNT — contagens das AgNORs em nucleos das células
tumorais). Adotou-se um nivel de significancia de 0,05 (5%). Niveis
descritivos (P) inferiores a esse valor foram considerados significativos.

RESULTADOS

A média e a mediana das contagens das AgNORs nas células
neoplasicas (385,7) foi significativamente mais alta do que nas células
normais (124,68) da mucosa gastrica (P <0,001*) (Tabela 1). Portanto,
amédia de AgNORs no niicleo neoplasico e normal foi de 3,86 ¢ 1,25,
respectivamente.

A Figura 1 representa o “boxplot* das varidveis AGNT e AGNN.
A parte inferior da caixa indica o primeiro quartil, onde 25% das
contagens estdo abaixo do valor de Q1 e a parte superior, o terceiro
quartil, onde 75% das contagens estdo abaixo do valor de Q3. A linha
horizontal interna da caixa representa a mediana. Valores maiores que
1,5 (Q3-Q1), acima ou abaixo da caixa sdo valores atipicos (ou possiveis
“outliers”). As linhas verticais representam o maior € o menor valor
observado. As médias (representadas no “boxplot” por um ponto) das
contagens das AGNT e AGNN foram estatisticamente diferentes (teste
t para duas amostras independentes, P <0,001%).

Observou-se diferenga estatistica entre a média das contagens nas
células tumorais do tipo intestinal (443,1) e difuso (258,3) (P=0,0075)
(Figura 2). Nao se observaram diferengas entre as contagens das
AgNORSs nas células normais e nas células neoplésicas, nos dois sexos,
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e nas faixas etarias acima ou abaixo de 50 anos. Nao se observou,
também, diferenga entre o nimero de AgNORs entre os doentes
estadios I e I versus IIII e IV (P >0,05).

Observa-se na fotomicrografia da Figura 3, uma glandula géstrica
normal, com 1 a 2 AgNORs intranucleares de cor castanho-escuro ¢
nas fotomicrografias das Figuras 4 e 5, glandulas neoplasicas contendo
AgNORs intranucleares corados em castanho-escuro, isolados e
maiores, pequenos € numerosos ou agrupados.

TABELA 1- Média, erro padrdo e mediana das contagens das
AgNORs nas células neoplésicas e nas células normais
da mucosa gastrica. Teste t para duas amostras inde-

pendentes (P <0,001%*) FIGURA 3 —Fotomicrografia mostrando uma glandula gastrica
normal. Observar pontos intranucleares corados em
Células Média + erro padrao Mediana castanho (AgNOR). Coloragdo: impregnacao pela prata.
Normais 124,68 + 4,18 119,00 Aumento: 1.000X
Neoplasicas 385,70 + 44,30 300,00
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DISCUSSAO

O interesse na suplementa¢do dos métodos tradicionais usados
para avaliar o progndstico do cancer tem levado ao desenvolvimento
de diferentes tipos de marcadores tumorais. A descoberta destes
marcadores permitiria discriminar com maior clareza pacientes que
seriam favorecidos com a cirurgia, cirurgia associada a quimioterapia,
tratamentos mais agressivos ou protocolos experimentais.

CROCKER et al.® sugeriram que a técnica de AgNOR teria
utilidade pratica em patologia, para demonstragdo de potencial
neoplasico e para avaliagdo de progndstico e agressividade de neoplasias
malignas. Em vista disso, a quantificagdo das AgNORs foi introduzida
em histopatologia como marcador da atividade celular e nucleolar.

A andlise da expressdo das AgNORs pode ser realizada pela
contagem e pelo padrdo de distribui¢do dos pontos negros dentro do
nucleo na microscopia dptica e pela medida de sua area por analise de
imagem ou pelo calculo de coeficientes que relacionam esses dois
critérios!?.

As AgNORs variam em tamanho e forma, de acordo com a
transcri¢@o nucleolar, e estdo intimamente relacionadas ao ciclo celular,
a proliferacdo e a ploidia*®.

Observaram-se que as AgNORs se apresentaram como pontos
intranucleares castanhos-escuro isolados e grandes, pequenos e
numerosos e aglomerados.

Evitou-se a andlise em regides com representa¢des incompletas
do nucleo e quando os pontos apareciam sobrepostos, de forma
aglomerada, dificultando a visualizagao.

Nucleos de células, supostamente normais, apresentaram 1 a 2
pontos castanho-escuros, enquanto os nicleos das células neoplasicas
apresentaram niimero variavel de pontos com diferentes tamanhos e
formas.

Apesar de nao terem sido realizadas contagens das AgNORs nos
nucleos das células da regido de transi¢do entre mucosa normal e
neoplasica, aparentemente normais em coloragdo de hematoxilina-
eosina, observaram-se que estes nucleos apresentavam padroes de
AgNOR intermediarios, aproximando-se na maioria das vezes mais
ao padrdo neoplasico do que ao normal, semelhante ao observado por
IRAZUSTA et al.®.
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Utilizando a contagem dos pontos negros dentro do nucleo,
encontrou-se resultado semelhante ao de outros autores®™ ' ' que
também observaram maior nimero de AgNORSs no tecido tumoral. A
média das contagens das AgNORs em nucleos das células neoplasicas
(média de 3,85) foi superior a de células normais (média de 1,25). Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (P <0,001).

Segundo TREVISAN®Y, se o ciclo celular estiver acelerado, a
coloragdo pela prata vai demonstrar varios pontos negros nos nucleos,
indicando, indiretamente, os locais onde os genes do RNA ribossomico
estdo ativos. As observagdes deste estudo mostraram que nticleos de
células normais, aparentemente em repouso, apresentaram 1 a 2 pontos
castanho-escuro, enquanto os nucleos das células neoplasicas, com
atividade nuclear aumentada, um nimero variavel de pontos com
diferentes tamanhos e formas.

A diferenca observada entre as contagens nas células tumorais do
tipo intestinal e difuso sugerem que tumores bem diferenciados
possuem atividade proliferativa mais intensa. Por outro lado, os
ntcleos dos tumores do tipo intestinal sdo maiores, facilitando a
contagem de AgNORs.

Apesar de observar-se uma atividade proliferativa intensa, isto
ndo indica o tempo de duplicacdo das células, podendo as células
tumorais do tipo intestinal ter o seu tempo de duplicagdo superior ao
do tipo difuso.

Assim como OFNER et al.(¥, chama-se a atenc#o para a qualidade
da coloragdo como fator limitante na reproducdo dos resultados da
contagem das AgNORs.

Sugere-se apds estas observagdes que estudo mais acurado das
areas de displasias através do uso da técnica de AgNOR possa auxiliar
na detecgdo das lesdes malignas precoces e que possa ser utilizada
como marcador de atividade proliferativa no diagnostico do cancer
gastrico.
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Oshima CTF, Forones NM. AgNOR in cancer of the stomach. Arq Gastroenterol 2001,38(2):89-93.

ABSTRACT - Objective — To study the proliferative activity of AgNORs (argyropholic nucleolar organizer region) in gastric cancer tissue and

in the adjacent normal tissue and correlate with the clinical and pathological parameters. Material and Methods — Thirty four formalin-

fixed paraffin-embedded tissues sections of patients with adenocarcinoma of the stomach were analysed retrospectively, being 23 of

intestinal and 11 of diffuse type of Lauren. The AGNORs can be detected by a specific silver staining and the number de AGNORs was counted
in 100 nucleus of tumoral cells and in 100 nucleus of the adjacent normal tissue. Results - The tumoral cells had numerous, smaller,
aggregated or one solitary and bigger AgNORs in the nuclei, while the normal cells had one or two AgGNORs by nuclei. A significant
difference was found between the mean numbers of AgNORs in the nuclei of tumor (3.86) and the normal tissue (1.25). There was also a
significant difference between intestinal (4.43) and diffuse type (2.58) means. No significant correlation was found between mean AgNOR
count and sex or age of the patients. Conclusions - The quantification of AgNORs can be used as a marker of proliferative activity, helping

on the diagnosis of cancer.

HEADINGS — Nucleolus organizer region. Stomach neoplasms.
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