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RESUMO

As taxas de sobrevida do céncer de reto ndo vém
apresentando alteragdes nas UGltimas décadas e a busca de
informagdes progndsticas, com ¢ intuito de se melhorarem
08 resultadeos do tratamento, tem levado ao estudo do
comportamento biolégico do tumor em seus varios aspectos.
A proliferag8o celular, estd relacionada & agressividade
tumoral, e pode ser estudada através das regides
organizadoras de nucléolo ( "nucleolar organizer regions®

- NORs). As NORs sdo al¢as de rDNA presentes em cinco

cromossomos (13, 14, 15, 21 e 22), sendo responsaveis
pela produgdc de ribossomas, e consegientemente de
proteinas. Podem ser avaliadas em seus aspectos

quantitativos e morfoldgicos, uma vez gque variam de
acordo com o© ciclo celular e o estado funcional do

nucléclo.

A analise morfoldgica e contagem das NORs foram
realizadas em 46 doentes portadores de lesdes malignas do
reto, sendo comparadas com a evelugdao clinica e fatores
prognésticos conhecidos (idade, invasdo tiggular tumoral,

diferenciacdo histopatoldgica e localizag8o do tumor) .



Com relagdo aos aspectos morfolégicos, as NORs foram
divididas em dois grupos denominados M1 (pontos peguencs
médios ou grandes, agrupados ou ndo} e M2 (estruturas
grandes arredondadas ou disformes, com centro clarc e
contornos variados). A contagem foi realizada em
fotografias de léminas coradas pela prata, obtendo-se a
média de pontos por cada casc. N3o se observou diferenca
estatistica dos aspectos estudados em relagdo 3 evolucdo
clinica, invasdo tissular tumoral e localizacdo da lesdo
(p > 0,05) e da comparagdo dos aspectos morfoldgicos com
a diferenciagdo histopatoldgica das neoplasias e idade
dos doentes. Apesar da contagem de NORs ter sido
significativamente maior nas lesdes bem diferenciadas
(H1) em relagdo aos tumores moderadamente ou pouco
diferenciados (H2) (p < 0,01), e nos pacientes de idade
menor ou igual a 40 anos em relagfo aos com mais de 40
anos (p < 0,01}, esses dados nfo tiveram o respectivo
significado clinico e ndo puderam ser utilizados como

informagdes prognésticas ou diagnésticas.

Conclui-se ser a técnica de coloraglo pela prata de
NORs um mé&todo acessivel e de facil realizag3o. &as
contagens e andlises morfolégicas empregadas nao
permitiram estabelecer informagdes a respeito do

progndstico do adenocarcinoma de reto.
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1 - INTRODUGAO

0 comportamento bioclbgico dos tumores pode estar
diretamente relacionado a velocidade de seu crescimento.
A intensidade de proliferacgdo de células neoplasicas pode
corresponder ao seu potencial de causar metastases ou de
recidivar, conseqlientemente influinde na taxa de
sobrevida. Nos (ltimos anos muito se tem estudado quanto
a proliferagdo celular nas neoplasias, com o intuito de
se avaliar o progndstico do paciente. Agsim, varios
métodos existem, sendo entretanto, alguns de custo

elevado ou de baixa reprodutibilidade.

0 estudo das regides organizadoras de nucléolo
{("nucleclar organizer regions" - NORs), no cincer
colorretal, apresenta-se atualmente como metodologia
acessivel e confidvel. As NORs sdo algas de A&cido
desoxirribonucleico ribossémico (rDNA) existentes no
nucléolo, encontradas em c¢inco cromossomos humanos
acrocéntriceos(13, 14, 15, 21 e 22) e 580 responsaveils
pela produgdo de ribossomas. As proteinas associadas as
NORs podem ser coradas pela prata e examinadas a

microscopia Optica e eletrdnica, onde aparecem Como



pontos ou grupamentos de pontos de forma e tamanho
variadog, e assim, posgibilitar uma andlise quantitativa

e morfoldgica das mesmas.

As NORs tém sido correlacionadas & proliferagéo
celular, uma vez que s8o mais numercsas em células em
processo de divisdo mais rapido. Considerando ser essa a
condigdo das células tumorais, através do estudo das
NORs, poder-se-ia prever o comportamento tumoral e
estabelecer a estratégia terapé&utica mais adequada a cada

caso.,

Levando-se em conta a exeqiibilidade do mé&todo, seu
baixo custo e a possibilidade de estudo em material
previamente fixado em formol e incluido em parafina,
decidiu-se pela realizacgdo de estudo prospectivo em uma
série de pacientes portadores de carcinoma de reto,

visando aos seguintes objetivos:

- estudar a importdncia da andlise quantitativa e
aspectos morfoldgicos dag NORs no niicleo da célula
neoplédsica, como um dos  pardmetros  de comportamento
bioldégico do carcinoma do reto, observando suas relagdes

com fatores progndsticos conhecidos.

- Avaliar se ag NORs apregentam-se como varidvel

progndstica independente no cancer de reto.



1 . 1 - pDados de literatura

1. 1. 1 - Considerag¢des gerais

Q0 carcinoma colorretal & freqgiiente em paises da
Europa Ocidental, Estados Unidos da América, Austrédlia e

Nova Zelédndia, segundo WYNDER & REDDY (1980).

Segundo WEISBURGER (1991) & raro nos paises
africanos, e também na India, China e Japdo. A
casuistica mundial apresenta grandes varia¢des nos
coeficientes de incidéncia, entre 3,5 cascs por 100.000
habitantes na India, a 32,3 casos por 100.000 habitantes

em Connecticut, Estados Unidos da América.

BORING et al. (1992} mostraram gue nos Estados
Unidos Unidos da América é o terceiro tumor mais
freqliente em ambos og sgexos, com incidéncia de 14%. Em
1991, foram diagnosticados nagquele pais cerca de 157.500
novos casos, 112.000 localizados no c¢bélon e 45.500 no

reto.

Dados do Registro Nacional de Patologia
Tumoral (1986), em levantamento realizadc no Brasgil, no

periodo compreendido entre 1981 a 1985, permitiram



contabilizar 5837 casos de carcinoma de reto
diagnosticados por exame histopatolégico, correspondendo

a 2,3% de todos os casos de neoplasia no pais.

Segundo SCHWARSMANN et al. (1991), dentre osg
tumores do trato gastrintestinal, o carcinoma de reto
corresponde a 17% das lesBes, sendo precedido pelos

tumores do estdmago (42,6%) e do esdfago (19, 7%).

0Os Registros de Base Populacional do Instituto
Nacional de Céncer do Ministério da Satde(1991)
demonstram que o coeficiente de incidéncia dessa forma de
cdncer no sexo masculino & de 5,8 casos por 100.000
habitantes e de 7,3 casos por 100.000 habitantes no sexo
feminino. A menor incidéncia ocorre em Belém (8,2
casos/100.000 habitantes) e a maior em Porto Alegre (24
casos/100.000 habitantes). Constitui-se na quarta
localizag8o de cancer mais freqlente em ambos 08 sexos
nas cidades de Belém, Fortaleza, 880 Paulo e Porto
Alegre, sendo superado apenas pelos tumores de estdmago,
préstata e pulmdo. Na cidade de S&o Paulo, a incidéncia
no sexo masculino em 1978 foi de 5,8 casos/1006.000, e no

gsexo feminineo 7,3 casos/100.000,

SCHWARSMANN et al. (1991}, em levantamento

realizado no Brasil, cbhgervaram gque as taxas de



mortalidade foram, respectivamente, de 1,9/100.000 em

homens e de 2,8/100.000 em mulheres

Acredita-se que os tumores colorretais sejam
oriundos da interagdo de fatores ambientais e genéticos,
sendo dada drande import@ncia & dieta. Esta, gquando
pobre em fibras e com grande quantidade de gordura de
origem animal & considerada como importante fator na
carcinogénese colorretal (NIGRO et al.,1975). Alteracdes
nas taxas de incidéncia e mortalidade em populagdes
migrantes do Japdo para os Estados Unidos da América, sio
atribuidas a alteracdes de habitos
alimentares (SCHOTTENFELD & FRAUMENI, 1991). Da mesma
forma, migrantes oriundos de &reas de alto risco para
neoplasia de cdlon e reto, como a Escdcia, apresentaram
redugédo do mesme quando de sua transferéncia para a

Austraiia (McMICHAEL et al., 1980).

Porém, HILL et al. (1983} atribuiram aos fatores
alimentares papel secunddrio na génese tumoral. Esses
fatores causariam alteragdes no metabolismo biliar e na
flora bacteriana do célon, promovendo assim, de alguma
forma, altera¢des na luz intestinal, o que desencadearia

proliferagdo celular andmala.

Na patogénese do carcinoma colorretal & dada grande

importancia & seqfiéncia adenoma-carcinoma. MORSON (1974)



demongtrou que a maioria dos carcinomas ceolorretais s3o
oriundos de adenomas, e ¢ risco de transformagdo maligna
aumenta com o tamanho do pdlipo, padric de crescimento e

atipia epitelial.

830 conhecidos também fatores hereditdrios para o
degenvolvimento das neoplasias colorretais, como a
polipose miltipla familiar (GOLIGHER, 1984) e a sindrome
do cancer colorretal hereditdrio (LYNCH & KRUSCH, 1967).
Sendo assim, as alteracdes genéticas despertam interesse
e seu estudo visa a correlacionar tais alteragdes ao
desenvolvimento dos tumores. VOLGESTEIN et al. {1988)
observaram gue as alteragdes no cromossomo 18 ocorreram
em 73% das neoplasias malignas e ocasionalmente nos
adenomas menores e com baixo grau de displasia (11% a
13%), enguanto que ancormalidades no cromossomo 17 foram

observadas apenas em carcinomas (75%) .

0Os melhores 1indices de cura sdoc cbtidos com a
cirurgia. O tratamento radical pode implicar a remogdo de
estruturas vizinhas e de metdstases a disténcia, além da
remogd&o do segmento afetado, do mesocdlon correspondente
e das A&reas de drenagem linfatica potencialmente

acometidas.

0Os resultados c¢om o emprego de tratamentos

adjuvantes encontrados na literatura sS80 CONtroversos.



BUYSE et al. (1988} revisaram os protocclos de
tratamento de caéncer colorretal publicados na literatura
inglesa antes de 1986 e observaram que a utilizacdo de
5-fluorocuracil apds a cirurgia promoveu um aumento de

apenas 3,4% nas taxas de sobrevida em cinco anocs.

LAURIE et al. (1989) associaram 5-fluorouracil e
levamigole em estudo prospectivo em 401 doentes
portadores de carcinoma do c¢dlon nos estdgios B2, B3 e C
de DUKES e obtiveram com o tratamento quimioterdpico
aumento estatisticamente significante da sobrevida livre
de doenga em cinco anos para os doentes do estdgio C,
quandc comparado ao tratamento cirdrgico isolade, de 48%

e 37%, respectivamente.

Da mesma forma, MOERTEL et al. (1990), utilizando
protocolo idéntico em 929 doentes com lesdes
clagsificadas como estagio C de DUKES, obtiveram taxas de
sobrevida de 71% em tré&s anos, significativamente maior

que © tratamento cirtGrgiceo isolado, que foi de 55%.

CUNHA et al. (1992), associando 5-fluorcuracil,
interferom alfa-2a-recombinante e &cido folinico em 19
doentes com adencocarcinoma colorretal avangado, obtiveram
remissdo completa ou parcial em sete doentes (36%) e
sobrevida livre de progressdo de doenga projetada a 21

meses de 27%.



Com o wuso de radicterapia pré-operatdria em
carcinoma retal, ROSWIT et al. (1975) obtiveram melhores
taxas de sobrevida em cinco anos (40,8%), quando
comparadas ao grupo de pacientes submetidos apenas A&

cirurgia (28,4%).

Ac contrdrio, HIGGINS et al {1986), utilizando a
dose pré-operatdria de 3150 c@Qy, obtiveram os mesmos
niveis de sobrevida em c¢inco anos (50%), quando
comparados ao grupo de doentes sgubmetidos ao tratamento

cirdrgico isclado.

1.1 . 2 - Fatores progndsticos

As classgificagdes de DUKES (1932}, de ASTLER &
COLER (1954), JASS et al. (1986) e © estudo da
diferenciagdo celular proposto por BRODERS (1925), sdo

pardmetros utilizados até os dias atuais como indicadores

progndsticos.



DUKES (1932) propds a classificacio dos tumcres
colorretais baseada no grau de invasio do carcinoma
através da parede intestinal e na presenca ou nio de
linfonodos acometidos pela neoplasia. Dessa forma, o
estdgio A corresponde aos tumores confinados a parede,
no estidgio B a lesdo neopléasica estende-se além da
parede, acometendo a gordura perirretal, e no estégio C
ocorre o acometimento de linfonodos regionals por células
neoplasicas. DUKES, em seu trabalho original, demonstrou
taxas de sobrevida de 80%, 73%, e 7% para os estagios a,

B, e C, respectivamente, em cinco anocs.

GABRIEL et al.(1935) modificaram a classificacio,
subdividindo o estdgio C em Cl1 e C2. Os tumores com
metastases para linfonodos regionais seriam
clagsificados como Cl1 e aqueles com acometimetimento no

nivel da ligadura dos vasos mesentéricos como C2.

TURNBULL et al. {1967), aumentandc a abrangéncia da
classificagdo de DUKES, denominaram como estdgio D os
casos de carcinoma retal com metéstases em o&rgidos &

disténcia.

ASTLER & COLLER (1954) propuseram subdivisdes na
classificagdc de DUKES. Assim, o estdgic A corresponde
acs tumores confinados a mucosa, o estdgio Bl 4 invasdo

tumoral até a muscularis prépria; o estidgio B2 com a
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disseminagdo tumoral além da muscularis prépria até os
tecidos perirretais. O acometimento de linfonodos nas
lesbes confinadas & parede retal € classificado como €1 e
em lesbes tumorais, atingindo toda a espessura intestinal
e estruturas wvizinhasg, como (2. Originalmente, a
sobrevida de cinco anos descrita para os estdgios A, BL,
B2, C1 e C2 foi, respectivamente, de: 100%, 67%, 54%, 43%

e 22%.

JASS et al. (1986) desenvolveram um sgistema de
classificagdo em que valores numéricos sdo atribuidos &
quantidade de linfonodos acometidos { nenhum =zero; 1 a
4 =4, e 5 ou mais linfonodes =8 ) , & infiltracio
linfocitica na margem distal da lesfc (acentuada = zero;
moderada = 3; pouca = 6 ) e a extensdo da neoplasia
através da parede intestinal { nenhuma = zero; leve a
moderada = 3; extensa = 6 ). Com a soma dos valores
obtidog, de zero a wvinte, clasgificaram ag legBes em
estdgios I ( zero ), IT ( 1 a 6), III (7 a 11), IV ( 12 a
16) e Vv ( 17 a 20 }, com niveis de sobrevida de cinco

anos, resgpectivamente, de 100%, 88%, 72%, 32%, e 6%.

BRODERS (1925) classgificou as neoplasias baseando-
se na quantidade de células diferenciadas. Dessa forma, o
tipo I corresponderia a neoplagias com 75% ou mais de

células diferenciadas; o tipo IT com 75% a 50% de células
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diferenciadas; o tipoc III com 25% a 50% e O tipo IV com

até 25% de células diferenciadas.

Entretanto, até 30% dos pacientegs portadores de
lesbes clagsificadas como estégio C de DUKES apresentam
sobrevida longa. Por outro lado, cerca de um tergo dos
pacientes com lesdes classificadas como estdgio B
apresentam recidivas. Deggas obgervacgdes pode-se
depreender que outros fatores poderiam estar associados
na ocorréncia de comportamento tdo diverso. Por exemplo,
a presenga de metdstases ocultas, ndo diagnosticadas no
ato cirfirgico, poderia ser um fator importante na ma

evolugdo tardia desses pacientes.

No sentido de se obter um conhecimento abrangente
das caracteristicas bioldgicas do tumor e uma avaliacdo
progndéstica mais segura, varios fatores t&m sido
estudados nas {ltimas décadas, para completar o
estadiamentc do paciente: ultra-gsonografia, dosagem
sérica dos antigenos carcinoembriondrio (CEA) e
carbohidrato 19.9 (CA 19.9), andlise do conteldo de DNA

celular e determinagdo da proliferacdo celular.

A preliferagfio celular pode ser avaliada através da
contagem de mitoses nas células tumorais; da detecgdo de
antigenos pregentes apenas em células que est3o ciclando

( Ki-67 e PCNA); pela quantificaciio de células na fase
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"S"™ do c¢iclo celular através da incorporac¢do de timidina
radiocativa ou de bromedeoxiuridina ou, ainda, pela
avaliag8o das regides organizadoras de nucléolos (NORs) .
Alguns desses métodos, por serem muito caros, nfdo s3o
reprodutiveis na majoria dos laboratérios de anatomia
patolégica. © ideal seria dispor de todos para a
elaboragdc de wum "painel de proliferag8o® de cada
paciente. Esse seria associado &8s classifica¢Bes de DUKES
(1932) ou de ASTLER & COLLER (1954) e a de JASS et al.
(1986}, resultandc em um Iindice prognéstico especifico

para © paciente em estudo.

FPINLAY & McARDLE(1986) demonstraram a ccorréncia de
metédstases hepdticas, nido detectadas pelo cirurgidio em
24% dos pacientes portadores de carcinoma colorretal,
utilizando-se de aparelhos de ultra-som e de tomografia
computadorizada, no periodo de pds-operatdrio imediato.
Nessa casuistica, apenas um dos pacientes com metéstases
hepdticas ocultas apresentou sobrevida de cinco anos
Dentre os pacientes em que ndo foram diagnosticadas
metidstases hepaticas, 9,2% evoluiram para &bito com
doenga disseminada. Os pacientes portadores de neoplasia
de reto, estédgio C da classificagdo de DUKES, sem a
presenga de metédstases hepiticas, apresentaram taxas de

sobrevida de cinco anos em até 80%.
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-

C  antigeno  carcincembrionérioc {CEA) € uma
glicoproteina encontrada no intestino do embridc e pode
ser produzida por células neoplésicas, tendo sido

descoberta GOLD & FREEDMAN(1965) .

HERRERA (1976} evidenciou recidiva tumoral em 82%
dos pacientes nos primeiros 18 meses de pds-operatdrio
gque apresentaram niveis de antigeno elevados no pré-
operatdério, e em 35% quando os niveis pré-operatdrios

encontravam-se dentre o8 valores normais.

Da mesma forma, WANEBC et al. (1978) demonstraram
maiores taxas de recidiva em pacientes portadores de
neoplasia ressecdvel com estdgios B e C de Dukes e

niveis séricos mais altos de antigeno, acima de 5 ng./ml.

O National Institutes of Health (1981) preconizou o
uso rotineiro do CEA come fator progndéstico no periodo

pré-operatbrio.

NORTHOVER (1985) observou gque mnas lesBes pouco
diferenciadas, o CEA é detectado em 30% dos pacientes,
engquanto gque em carcinomas bem diferenciados, encontra-se

com niveis séricos elevados em até 95% das vezes.

SENER et al. (1989} demonstraram a correlagio

existente entre os nivels séricos altos de antigeno
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carcincembriondrio no periodo pré-operatdrio com estagios
mais avangados do céncer colorretal. As taxas de
sobrevida para os doentes com niveis séricos dentro dos
valores normais, moderadamente elevados e muito elevados

foram, respectivamente, de 61%, 50% e 32%.

BEHBEHANTI et al. (1990), em estudo prospectivo com
157 doentes portadores de céncer colorretal, encontraram

niveis elevados de CEA em pacientes com recidiva tumoral.

Segundo CHU et al. (1991), os niveis pré-operatdrios
do CEA sdo preditivos de recidiva tumoral em neoplasias
colorretais, independente do estdgio da c¢lassificacéo

TNM.

WOOLFSON (1991) apontou o provavel uso do CEA
acoplado a anticorpos tumorais na identificac¢fio do local
das recidivas, melhorando assim o seu tratamento e o

progndstico dos pacientes.

Ao contrario, FLETCHER & HILL (1986) o consideraram
apenas como rastreador de recidivas, mas sem correlacdo
entre seu niveis e o progndstico das neoplasias
colorretais, fato também wverificado por LEWI et al.

{1984), LUNDE & HAVIG (1982) e MOERTEL et al. (1986).



Outro marcador tumoral, o antigeno carbohidrato
19.9 (CA 19.9), também tem sido utilizado como fator de

acompanhamento e indicador de progndstico.

SZYMENDERA et al. (1985) apresentaram resultados
semelhantes para fins progndésticos entre os valores

séricos de CEA e CA 19.9.

FILELIA et al. (1922) mostraram que © risco
relativo para a recidiva do céncer colorretal & 2,95
vezes maior em pacientes com niveis de CA 19.9 elevados
no pré-operatério, gquando comparado a pacientes que

apresentavam valores dentro da normalidade.

A citometria de fluxo e estdtica permite a andlise
do conteGdo de DNA e de seu padrdo de distribuicgio na
célula tumoral. Apresenta como desvantagens o elevado
custo do equipamento necesggdrio e a possivel inclusdo de
células ndo neoplisicas na andlise. Porém, o resultado
obtido € objetivo e representa a andlise de um grande
nimero de células, o gue ndo ocorre com os médtodos de

investigagdo da prolifera¢do celular.

FRIEDLANDER et al. {(1984), em revisao da
literatura, demonstraram a importincia da ploidia da
célula tumoral no comportamento biolégico de vdrios tipos

de neoplasias. Segundoc esges autores, 08 tumores



dipldides apregentam melhor progndgtico, quando
comparados aos aneupldides ou multipléides nas neoplasias
hematoldégicas, do trato genital feminino, mama, pulmio,

cdlon e tumores Asseos.

Alguns estudos correlacionaram pior progndstico a
tumores  aneupléides, quando comparados a  tumores

dipléides do cblon e reto.

WOLLEY et al., (1982) atribuiram importéncia
progndstica ao conteddo de DNA no niicleo da célula
tumoral colorretal demonstrado &4 citometria de fluxo.
Sequndo o©s autores, no periodo de seguimento de trés a
cinco anos, 12 dos 13 pacientes com tumores ndo dipldides
evoluiram para o dbito entre quatro e 34 meses. No grupo
de pacienteg portadores de tumores dipldides, apenas seis

pacientes em um grupo de 20 morreram.

ARMITAGE et al.(1%85), em estudo retrospectivo com
134 casos de neoplasia colorretal, demonstraram que a
sobrevida de cinco anes foi de 19% nos pacientes com

tumor aneupléide e de 43% em tumores dipldides.

De forma semelhante, SCOTT et al. (1987) observaram
niveig de sobrevida de 64% em cinco anos para tumores
colorretais dipldides e de 50% para o088 carcinomas

ndo-dipldéides, em um grupo de 264 pacientes,
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JONES et al. (1989) estudaram o contelido do DNA em
123 pacientes  portadores de carcinoma colorretal
evidenciando que o prognéstico é inversamente
proporcional & quantidade de células aneupldides.
Pacientes com populag¢gdes celulares aneupldides menores
apresentaram taxas de sobrevida de trés anos de 48%, 30%
com populagdes aneuplbéides intermedidrias e =zero por

cento com quantidades de células aneupldides maiores.

VERHEST et al. (1990) propuseram, com material
colhido durante a colonoscopia no periodo pré-operatdrio,
0 estudo do potencial de agressividade do carcinoma
colorretal através da andlise da morfologia nuclear,
conteddo de DNA e padrdo de cromatina. Seus resultados
mogtraram em 58 amostras cclhidas através de biépsias ou
espécimes cirdrgicos de muceosa normal, adenomas e
adenocarcinomas, que a maior prolifera¢dc celular
corresponde a um aumento na proporcdo de células

aneupldides.

HEIMANN et al. (1990), estudando 39 pacientes
portadores de adenccarcinoma de reto com tumores menores
do que trés centimetros, evidenciaram pior progndstico
nos casos em que a neoplasia apresentava padréo
aneupldéide. As taxas de sgobrevida de cinco anos nos
doentes com os tumores dipldides foi de 84% e de 49% para

os doentes com lesGes aneupldides.
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Entretanto, outros autores apresentaram resultados
contrdriog na correlagdo entre a evolugdo c¢linica da

doenga e a andlise do contefido nuclear de DNA.

MELAMED (1986), em seu estudo, observou taxas de
sobrevida e distribuig¢8c na c¢lassificag8ioc de DUKES
semelhantes nos grupos de tumores dipléides e

aneupldides.

FINAM et al. (1986) também ndc verificaram
associagdo entre o contefido de DNA e © estadiamento do

tumor avangado colorretal.

ROGNUN et al. (1987) n8o evidenciaram diferenca
estastisticamente significante na sobrevida dos pacientes
com neoplasia do c¢dlon, gquando compararam os tumores

dipldides e aneupldides.

JASS et al.(1989%) demonstraram gue © contedido de
DNA no carcinoma colorretal egtava relacionado acs
estadgios pela classificagBio de DUKES, ndc conferindo
cardter progndstico independente. Evidenciaram também que

dois tergos dos tumores apresentam padrdo aneupldide.
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1.1.2.1 - Proliferag¢do celular

A fase de mitose do ciclo celular & a {nica que
pode ser identificada por exame sgimples morfoldgico e
fornece informagfes prognésticas em virios tipos de
tumores como linfomas, melanoma e sarcomas, sendo
utilizado em cancer de mama para o estadiamento tumoral.
Porém, a utilizag8o da contagem de mitoses como fator de
proliferagdo celular apresenta alguns inconvenientes. Sua
identificagdo pode ser muito dificil e o processo de
mitose em material fixado de forma inadequada pode se
completar, sendo, portanto, subestimado (QUINN & WRIGHT,

1850) .

GERDES et al. (1983) desenvolveram o anticorpo
monoclonal Ki-67 que detecta antigenos presentes apenas
em células que se encontram em proliferacdo, podendo
ser detectado em todas as fages do c¢iclo celular, exceto
na fase Go. A maior limitagdio a geu uso & que os
antigenos podem se deteriorar em material fixado, sendo
necessfria a aplicagdo da técnica em material congelado e

cortado em criostato (HALL & LEVINSON, 1990).

MULDER et al.{1992), em estudo com carcinoma de

bexiga, observaram correlagdo egtastisticamente
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significante entre © nimero de células em que foi
positiva a reag¢do com o anticorpo Ki-67 e o estagiamento

tumoral.

Ao contrario, SHEPHERD et al. (1988), em estudo com
108 pacientes portadores de carcinoma colorretal, nio
observaram gqualguer correlagdc entre Xi-67 e outro

fatores progndsticos, inclusive a classificacgido de Dukes.

As ciclinas s8o proteinas celulares responsiveis
direta ou indiretamente pela proliferacdo celular, sendo
denominadas PCNA ("proliferating cell nuclear antigensgm) .
Anticorpos podem ser usados para a detecgdo dessasg
proteinas sendo  (teis para a semi-quantificacio
histolégica da proliferagio celular (HALL & LEVISON,

1990} .

A cé&lula somdtica mnormal apresenta um genoma
dipléide e durante a fase "S" do ciclo celular ocorre a
duplicagfo da informag8o genética, tornando-se assim
temporariamente tetrapl6ide. A incorporacdo de timidina
radioativa pelo DNA durante a fase "S" pode ser medida,
mas ocorre apenas em cé&lulag vidveis, dificultando desse
modo seu uso rotineiro na préatica c¢linica. (QUINN &

WRIGHT, 199¢).
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A sintese de DNA pelo tecido normal e pelo
neopléasico também pode ser medida através da incorporacio
da bromodeoxiuridina, sendo detectada através de
anticorpos especificos. Degsa forma, o estudo da cinética
celular pode ser obtide sem o uso de substéncias

radioativas (QUINN & WRIGHT, 1990).

C estudo das NORs em material histopatolégico e sua
relagdo com o progndstico foi difundido por CROCKER & NAR

(1987) em linfomas ndc Hodgkin.

PLOTON et al. {(1986) modificaram a técnica de
coloragédc pela prata, diminuindo sua precipitagido quando
a realizaram A& temperatura de 20° C, com conseqiente

melhor visualizac¢doc dos pontos.

CROCKER et al. (1989) propuseram a padronizag¢ido da
técnica de contagem dos NORS, em que todogs oS pontos
corados, intra Ol extra-nucleolares, deveriam ser

considerados.

Sendo essas estruturas passiveis de serem contadas,
foi possivel a demonstragdo, em alguns Orgdos, de
variagflio estatisticamente significante entre as células

reacionais e neopléasicas de um mesmo tecido
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RUSCHOFF et al.(1990a), analisando 52 lesdes
malignas e 30 ©benignas da mama, ndo evidenciaram
alteragfes estastisticamente sgignificantes com relagdo &
contagem de NORS. Houve, porém, significéncia
estastistica com relagdo & &rea medida das NORs na
diferenciagic entre legles benignas e malignas, estas

apresentandc area total de NORs menor.

YANG et al. {(1990), observaram diferentes contagens
de NORs em adenomas tubulares, adenomas vilosos e
adenocarcinomas do cdlon. Segundo os autores, as células
de tumores malignos apresentaram maior quantidade de NORs
e de menor tamanho, gquando comparadas as c¢élulas dos

adenomas.

DERENZINI & TRERE (1991) revisaram a importéancia
das NORs para o diagndstico diferencial entre células
hiperplésicas e neoplasicas e a evidéncia existente entre

a quantidade de NORs e 0 pior progndstico de tumores

malignos.
LEEK et al. (1991), através de modelos
experimentaisg, compararam a proliferagdo de cé&lulas de

vilosidades e criptas de intestino delgado, hepaticas,
prostaticas e de glandula salivar com bromodeoxiuridina

e NOR. C aumento do tamanho observado nag NORs foi
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significativamente maior nos tecidos em proliferacdo,

quando comparado a tecidos normais.

MUSCARA et al. (1991) compararam a contagem de NORs
em células de adenocarcinoma do cblon, adenomas tubulares
com baixo grau de displasia e em adenomas vilosos com
alto grau de displasia e obtiveram valores mais altos nas
células de adenocarcinoma. Com relag8o aos adenomas
vilosos com alto grau de displasia estes apresentaram
valores maiores do que a contagem de NORs nos adencomas
tubulares. Considerando o potencial maligno maior dos
tumores vilosos em relagdo aos tubulares, os autores
concluiram ser a contagem de NORg um fator indicador de

malignidade.

TRERE et al. (1991), observaram a correlagdo
existente entre a soma da édrea de NORs e indices de
proliferagdo celular obtidos pela incorporagdo de
bromedeoxiuridina (BrdU) e do uso do antigeno Ki-67 de
células neoplédsicas de tumores de mama, tiredide, figado

pulmdc e cdlon.

WEEKS et al (1992) em estudo comparando a razio
entre a Aarea de NORs com a do niicleo em adenomas
tubulares e vilosos, observaram gue a mesma € maior nos

adenomas vilosos.



CHIDA et al., (1992), através da medida da Aarea de
NORs em adenocarcinoma e em adenomas tubulares do cdlon,
obtiveram wvalores significativamente mais altos nos

tumores malignos.

BUFO et al.(1992), observaram que a contagem de
NORs mais alta em adenomas com alto grau de displasia &
de valor diagndéstico quando comparada & menor contagem em
pblipos hiperplésicos.

Porém, TREVISAN* et al. (1993) nfo obtiveram
diferengas estatisticamente significantes entre a
contagem média de NORs por célula de mucosa colorretal
normal, mucoga com intensa reagdo inflamatdria crdnica,
mucosa com displasia de baixo grau e adenocarcinoma

colorretal.

SHIRO et al. (1993) correlacionaram aspectos

morfoldgicos das NORs em carcinoma hepatocelular com seu

*TREVISAN, M.A.S. (Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas).Aplicagdo da técnica
Ag-NOR na mucosa colorretal: interpretagles e limitacdes
[Apresentado ao XIX Congresso Brasileiro de Patologia,
Santos, 1993]
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estagiamento tumoral. As NORg foram divididas em doig
tipos: tipo 1 - pontos grandes com margens bem definidas
e tipo 2 - pontos menoresg, agrupados e com bordos
irregulares. 0s autores evidenciaram maior nimero de NORs

do tipo 2 em tumores de pior prognoéstico.

TREVISAN® et al.(1993), em estudo das variacgdes
morfolégicas de NORs em 11 esfregagos de mucosa
colorretal normal e em 11 de adenocarcinomas, observaram
que as NORs apresentavam-se com padrido morfolégico
homogénec e tamanhos menores no tecido normal, enquanto
que 1o carcinoma havia grande variagdo morfolégica
intercelular, sendo gque o8 pontos eram maiores e de

aspectos bizarros.

Outros autores demonstraram uma relagdo direta
entre as contagens elevadas de NORs e progndstico pior de

alguns tumores.

*TREVISAN, M.A.S. (Faculdade de Ci&ncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas).Aplicac8o da técnica
Ag-NOR em esfregagos de mucosa colorretal.Correlagdc com
os respectivos histopatoldégicos. [Apresentado ao XIX
Congresso Brasileiro de Patologia, Santos, 1993]
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A comparag¢do do conteddo de DNA e o nimerc de NORs
em células de cancer colorretal de 51 pacientes feita por
MORAN et al. (1989) com fatores progndsticos evidenciou
que a contagem de NORs & a varidvel independente mais

importante em relagdoc ao progndstico.

0 estudo de 70 pacientes com adenccarcinoma do
cdlon sigmdide e reto por RUSCHOFF et al. (1990b),
evidenciaram que o nimero de NORs contados na célula
tumoral tem importéncia como fator prognéstico
independente. A gobrevida em cinco anos foi de 63,8% com
contagem menor ou igual a sete e de 23,5% quando maior do

que sete.

OFNER et al.(1990), wusando a técnica em 49
espécimes de carcinoma de cblon préviamente fixados,
evidenciaram um nimero médio de NORsS mais baixo (3,04) e
estatisticamente significante nos  pacientes gque
apresentaram boa evolugdoc em um periodo de acompanhamento
de pelo menos 48 meses, guando comparados aos pacientes
gque evoluiram c¢om o aparecimento de metastases (5,40) ou

que foram submetidos a cirurgia paliativa (4,48).

JOYCE et al. (1992) realizaram © método em 164
casos de adenocarcinoma de c¢dlon e verificaram que os
valores de contagem de NORs eram mais altos nos doentes

gue evoluiram para o Sbito, concluinde ser a contagem de
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NORs a variavel mais importante para o prognéstico quando
comparada a <classificag8o de DUKES, diferenciagdo
histopateldgica do tumor e invas8o vascular pela

neoplasia.

Por outro lado, ARENDS & KATE (1984) demonstraram
gue a gimples contagem naoc ge modificava

significativamente nos tecidos neopldsicos e na mucosa

coldnica normal, observando apenas diferencas
morfoldgicas.
KrRAM et al. {19892) n&c observaram diferencas

significativas entre a contagem de NORs, o contetdo de
DNA obtido através da citometria de fluxo e diferenciagéo

histopatoldgica de 44 casos de adenocarcinoma de célon

Da mesma forma, a contagem de NORs em 100 casos de
adenocarcinoma de reto realizada por GRIFFITHS et al.
(1989) em material previamente f£fixado em formol nfo
permitiu que se obtivessem informag¢des progndsticas e ndo

apresentou correlagdo com a ploidia das cé&lulas tumorais.

RAYTER et al. (1992}, em estudo com 95 doentes
portadores de adenocarcinoma de cdlon, verificaram que a
contagem & gsemelhante nos varios estagios da
classificagdo de DUKES e sem diferenga estatisticamente

significante nos tumores de doentes vivos e nos tumores
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dos que eveoluiram para o Obiteo. As contagens de NORs
obtidas pelos autores em células neoplasicas foi
ligeiramente maior do que a cobservada na mucosa normal,

porém sem significncia estatistica.

As alteracgdes existentes nas NORs de células
malignas poderiam ser explicadas através do maior
contetido que as células aneupldides tém de cromossomos,
que, por sua vez, conteriam uma maior quantidade de NORS
(SCHWARZACHER et al.1988). As alteragbes em genes
presentes mnas células neoplasicas poderiam causar um
aumento de proteinas argirofilicas das NORs (ROBERTS et
al 1987) e as variagBes observadas no tamanho e nlmero
das NORs seriam resultado de diferentes estados de
ativagdo do DNA ribossOmico secundario ao aumento da

proliferagdo celular (ZATSEPINA et al. 1988).
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2 - CASUISTICA E METODOS

2.1 - Casuistica

No pericdo compreendido entre 1969 a 1990, dentre
os doentes que realizaram bidpsias para o diagndstico de
carcinoma colorretal no Ambulatdrio de Colo-Proctologia
da Disciplina de Moléstias do Aparelho Digestivo da
Faculdade de Ciéncias Mé&dicas da Universidade Estadual de
Campinas foram inicialmente selecionados 135 doentes
portadores de tumores localizados apenas no reto.

Para se homogeneizar melhor a amostra, foram
incluidos apenas os doentes com seguimento minimo de dois
anog ou aqueles gue evoluiram a O6bito causado pela
neoplasia, independentemente do tempo de pds-operatdrio,
totalizando, respectivamente, 38 e 8 doentes. Dessa
forma, fazem parte do presente trabalho 46 doentes, sendo
gue todos foram submetidos a tratamento cirlGrgico. A
contagem e andlise das NORs foram todas realizadas pelo
autor em conjuntc c<¢om a Professora Doutora Miriam
Aparecida da Silva Trevisan do Departamentc de Anatomia
Patoldégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas.
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2.1.1 - Idade

A idade dos doentes variou entre 36 e 81 anos, com

média de 59,78 anocs.

2.1.2 - Bexo

Dos 46 doenteg, 26 (56,5%) eram do sexo femininc e

20 (43,5%) do masgsculino.

2.1.3 - Grupo étnico

Quanto ao grupo .étnico, 43 (93,4%) eram da racga

branca, 2 {(4,4%) da negra e um (2,2%) da amarela.

2.1.4 - Tempo de seguimento pds-operatdrio

0 tempo de seguimento pds-operatdrio foi
considerado neste estudo, tendo sideo inferior a dois anos
em trés doentes {6,6%) que evoluiram para o dbito devido
4 neoplasia. Em 33 doentes (71,7%) o tempo de seguimento
ficou entre dois e gquatro anos e trés doentes (6,6%)
foram seguidos entre mais do que quatro e cinco anos, e

sete (15,1%) em um pericdo maior do gue cinco anos.
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2.1.5 - Caracterizacgio da amostra

2.1.5.1 - Diferenciagdo histopatoléglca

As neoplasias foram classificadas em doils grupos
quanto & diferenciag¢do tumoral: adenocarcinoma bem
diferenciado (H1) e adenocarcinoma moderadamente ou pouco
diferenciade (H2). Nessa casuistica, em dez doentes
(21,7%) os tumores foram classificados como Hl e em 36

(78,3%) como H2.

2,1.5.2 - Disseminag¢do tumoral

Os doentes foram considerados quanto a disseminagdo
tumoral baseando-se na classificagdo de DUKES (1932).
Dezenove doentes (41,3%) foram considerados como
pertencentes ao estégio A, 14 (30,4%) ao estagio B e 13

(28,3%) ao estagio C.

2.1.5.3 - Cirurgiasg realizadas

Os doentes foram submetidos aos seguintes

procedimentos cirfirgicos: retossigmoidectomia anterior em

16 pacientes (34, 8%), retossigmoidectomia
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abdominoperineal com reconstrugfo de transito intestinal
tipos colo-anal ou colo-retal baixa em dez (21,7%) e

amputagdo abdominoperineal dc reto em 20 (43,5%).

2.1.5.4 - Localizagdo das neoplasias

Para fins de 1localizagdoc tumoral, o© reto foi
dividido em tré&s partes, a saber: inferior até 5 cm da
margem anal, médic de 6 até 10 cm da margem anal e
superior de 11 a 18 cm. As lesdes encontravam-se no reto
inferior em 14 (30,4%) doentes, no reto médioc em 14

(30,4%) e no reto superior em 18 (39,2%) doentes.

2.1.5.5 - Evolugdo pdés-operatdria com e sem doenga

vinte e cinco doentes (54,3%) nfc apresentaram
reaparecimento da neoplasia, que ocorreu em 14(30,4%), no
pericdo de acompanhamento. Destes, cinco evoluiram para o

Obito em decorr@ncia da doenga neoplésica.

2.1.5.6 - Presenga de metdstases & distancia ou

carcinomatose

Foram congideradas metdstases & distinclia todas as

que afetavam drgdos, excluindo-se os linfonodos.
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Sete dcoentes (15,2%) apresentavam metdstases ou
carcinomatose peritoneal, gue foram detectadas ou na
avaliag8o pré-operatdria ou durante o ato cirfirgico.
Destes, trés evoluiram para o 6bito em decorréncia da

evolugdo da doenga.

2.1.6 - Critérios de inclusdo

Foram incluidog neste estudo doentes portadores de
adenocarcincma de reto, com tempo minimo de seguimento de
dois anos de pds-operatdrio. Os doentes que evoluiram
para o© ©Gbito devido & neoplasia foram incluidos
independentemente do tempo de seguimento, uma vez que ©
6bito precoce estd relacionado &4 wmaior agressividade
tumoral. Todos foram submetidos & cirurgia, com ou sem
radioterapia prévia. Ndo foram incluidos os doentes
submetidos apenas a procedimentos de derivagdc, sem

ressecgdo tumoral.
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2.2 - Métodos

2,2.1 - Diagnéstico das neoplasias

0 diagnéstico dos tumores retais foi realizado
através de colheita de bidpsias e estudo histopatoldgico
em nivel ambulatorial. A confirmagdo do diagnéstico
histopatoldgico e o estagiamento quantc & diferenciacgfo e
disseminagdc tumoral foram feitos na pega ciridrgica. A
coloragdo utilizada no preparo das l8minas foi a
hematoxilina-ecsina.

C estudo das regifes organizadoras de nucléolo
("nucleclar organizer regions"- NORg), foi realizado a
partir da coloragdo pela prata de espécime cirGrgico ou
de bidpsia de lesdes neopléasicas de reto, com diagndstico
histopatcldgico de adenocarcinoma, previamente fixados em
formol e incluidos em parafina. O estudo quantitativo e
morfolégico das NORs foi realizado tanto no material de
bidpsia como na pega cirlrgica e desenvolvido no
Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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2.2.2 - Técnica Ag-NOR

E aplicada em cortes de material fixado em formol e
incluide em parafina. A solugdo corante & preparada no
momento do usc e consta de um volume de gelatina a 2% em
acido formico a 1% e dois volumes de nitrato de prata a
50%. A solugdo & colocada diretamente sobre o corte, que

& recoberto por laminula. A reacgdo ge processa no escuro,

s

temperatura ambiente durante trinta minutos. A seguir,
0 corte & generosamente lavado com Aagua destilada e
submetide ao procedimento habitual para montagem com

resina gsintética e laminula.

2.2.3 - Contagem dos pontos corados pela prata

As laminags coradas foram fotografadas em objetiva
com aumento de 40 vezes, e cada estrutura
individualizavel corada pela prata, independentemente de
seu tamanho, fol considerada como um ponto. A contagem
dog pontos levou ao c&lcule da média de pontos por ndacleo

em cada caso.
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2.2.4 - Aspectos morfoldgicos das NORs

A anadlise morfolégica das NORs permitiu a separacdo
em dois tipos de estruturas coradas ©pela prata,
denominados M1 e M2. No tipoc M1 (Fig.1l), os pontos s€do
pequenos, médios ou grandes, agrupados ou ndo e no tipo
M2 (Fig.2), as estruturas sdo grandes, arredondadas ou
disformes, com centro claro e contornos variadcs. Cada
caso foi rotulado como M1 ou M2 de acordo com o tipo
predominante, porque ndo raramente os dois tipos estavam

presentes em um mesmo nicleo.

2,2.5 - Definigdo dos grupos de estudo

0s doentes foram dividos, conforme o estagiamento
pré, intra e acompanhamento pds-operatdrioc, em trés
grupos denominados I, II e III,

Grupo I - Constituido por 25 doentes que
foram submetidos & cirurgia com
intuito curativo, livres de
metdstases & distlncia e sem
recidiva durante o periodo de
gseguimento.

Grupo II - Constituido por 14 doentes que
foram submetidos & c¢irurgia com

intuito curativo livres de
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metastases na avaliagdoc pré e
intra-operatdéria, mas que a
apresentaram nc periodoc de

seguimento.

Grupo III - Constituido por sete doentes que
apresentavam carcinomatose ou
metastases a distlncia detectadas
no pré ou intra-operatdrio, mas
que se submeteram a ressecgleg

paliativas.

2.2.6 - Andlise dos resultados

As contagens e aspectos morfoldgicos das NORs foram
comparadas com a evolugdo clinica (c¢om e sem doenga),
presenga de metastases 4a disténcia ou carcinomatose,
idade, diferenciagao histopatolégica, diggeminacio
tumoral, segundo a classificag¢do de DUKES e localizagdo

do tumor.
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2.2,.7 - Metodologia

2.2,7.1 - Contagem e analise morfoldégica das HNORs
em fungdo da evolugfio clinica e presenga de metdstases ou

carclnomatose

As contagens das NORs foram comparadas entre os
pacientes pertencentes aos grupos estudades (I, ITI e III)
agsociados aos aspectos morfoldgicog (tipos ML e M2),
para eventuals demonstragbes de variagdes significativas
entre eles, no gentido de ge obterem informagdes validas

quanto ao progndstico tumoral.

2.2,7.2 - Contagem e analise morfoldégica das NORs

em funcdo de fatores progndsticos.

Com relagéo aos fatores prognésticos, idade,
diferenciagdo histopatoltgica, disseminag¢do tumoral e
localizagdo do tumor, a anadlise estatistica foi realizada
com a contagem e morfologia das NORs guanto a seus dois

tipog, M1 e M2,
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2,2.7.2.1 - Contagem e andlise morfoldgica das NORs

em fungfo da idade

A contagem média de NORs por célula foi comparada
nos pacientes com idade menor ou igual a 40 anos com
agquelegs de idade superior a esta. A andlise morfoldgica
foi analisada considerando-se a média de idade em cada

grupo estudado (I, II, III).

2.2.7.2.2 - Contagem e andlise morfoldgica das NORs

em fungdo da diferenciagdo histopatoldgica

De acordo com a diferenciag&c celular em cada grupo
(I, II e III} foi realizada a analise estatistica da

contagem e andlise morfdlcgica das NORs.

2.2.7.2.3 - Contagem e an&lise morfolégica das NORs

em fungdc da disseminagio tumoral

A compara¢do entre a contagem e andlise morfoldgica
das NORs com o grau de disseminagdo tumoral, segundc os
critérios de invas8o tissular de DUKES, fol realizada em

cada um dos grupos estudados (I, II e III).
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2.2,7.2,4 - Contagem e andlise morfoldgica das NORs

em fungdio da localizagdo do tumor

A contagem e andlise morfoldgica das NORs foil

realizada considerando-se a localizagfo do tumor.

2.2.8 - Andlise estatistica

No presente trabalho, foram utilizados © teste do
qui-quadrado para a comparagdc de proporgdes, © teste t
de Student e andlise de variéncia segundo o© modelo
fatorial no estudo comparativo das médias
(REIGUELMAN, 1991) .

Os dados coletados foram tabulados em programa
Microsoft Excel versdo 4.0 (1292), em computador tipo PC

de 16 bits.
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Figura 1 - NORs do tipo Ml
Pontos pequenos, médios ou grandes,
agrupados ou ndo
a) média de NORs = 3,08

b) média de NORs = 3,24
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NORs do tipo M2
Pontos grandes, arredondados ou

disformes, com centro claro e contornos

variados
a) média de NORs = 2,78
b) média de NORS = 2,57
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3 - RESULTADOS

3.1 - Contagem e andlise morfoldgica das NORs em
funcdo da evolugdio clinica e presenga de metdstases ou

carcinomatose

A contagem de NORs nos trés grupos (I, IT e III),
comparados aos tipos morfoldgicos M1 e M2, ndo evidenciou
diferencas estatisticamente significantes entre 03 mesmos
(p > 0,05) e os resultados observados encontram-se na

takela 1.

3.2 - Contagem e andlise morfoldgica das NORs em

fungdo da idade

O tipo morfolégico M1 ocorreu em um paciente com
menos de 40 anos € em outros 24 com idades mais
avancadas. Com relagdo ao tipo M2, este ocorreu em dois
tumores de pacientes com idades menores de 40 ancos e em
19 com idade superior a essa. O estudo estatistico entre
os tipos morfoldgicos e a média de idade em cada grupo
encontra-se na tabela 2. A comparagdc entre a contagem
média de NORs por c¢élula nog doenteg com 40 anos ou

menos, que foi de 2,36, e nagueles com idades superiores
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a essa, média de 3,11, evidenciou variagéo
estatisticamente gignificante (p< 0,01), e 08 resultados

encontram-se na tabela 3.

3.3 - Contagem e anilige morfoldgica das NORs em

funcdo da diferenciagdo histopatoldgica

0 tipo histopatoldgico  H1 {necplasias bem
diferenciadas) esteve presente em dez lesdes neoplasicas,
sendo gue em oito o tipo morfoldgico observado foi o Mi,
e em dois foi o M2. Com relagdo as neoplasias
claggificadas como H2 (tumores moderadamente ou pPoOuco
diferenciados) o tipo M1l ocorreu em 19 lesfes e ¢ M2 em
17 {(p > 0,05). 0s resultados encontram-se na tabela 4.
Com relagio A&s contagens de NORs, a média de pontos
corados por célula no tipo H1l foi de 3,71 e no H2 foi de
2,89 (P <« 0,01) e os resultados encontram-se na tabela 5.
0 valor de interseccdo para as contagens dos tipos H1l e

H2 foi de 3,96 {tabela 5).

3.4 - Contagem e andlise morfologica das NORs em

fungio da disseminag@o tumoral

Dentre ag lesdes pertencentes ao estdgio A da

classificagdo de Dukes, em 13 o aspecto morfoldgico
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predominante foi o tipo M1 e do tipo M2 em seis. Nos
tumores do estdgio B de Dukes, seis foram classificados
como tipo M1 e oito c¢omo sendo do tipo M2, e as
neoplasias do estégic C totalizaram em relagdo aos tipos
morfoldgicos M1 e M2 seis e sete, respectivamente
(p » 0,05 ; tabela 6). Os valores médios de contagens de
NORs por célula para os tumores dos estégios A, B e C
foram, respectivamente, de 3,12; 2,89 e 3,15, sem
gignificincia estatistica entre o8 mesmos (p> 0,05;

tabela 7).

3.5 - Contagem e andlise morfoldogica das NORs em

fungdo da localizagdo do tumor

0s resultados verificados apds a comparagido da
localizacdo tumoral com aspectos morfolégicos mnéo
permitiu que se obtivessem resultados com significdncia
estatistica ( tabela 8 ). As contagens médias de NORS por
célula foram de 2,99 para as lesdes localizadas no reto
superior, de 2,95 para as localizadas no reto médio e no
inferior de 3,26, nao ocorrendo diferenca

estatisticamente significante (p> 0,05; tabela 2).



TABELA 1

CONTAGEM DE NORs EM FUNCAO DE

ASPECTOS MORFOLOGICOS, EVOLUGAO CLINICA
E PRESENCA DE METASTASES OU CARCINOMATOSE

GRUPO* n média Dp

I M1 13 3,11 0,84

1 M2 12 2,83 0,73

1 M1 8 3,47 1,02

I M2 6 3,15 0,66

I M1 4 3.4 0,69

M2 3 2.4 0,66

TOTAL 46 3,09 0,82
fonte de variacda SO GL QM f p
prognéstico 183.97 2 91.985 0.7254 > 0,05
morfologia 0.5992 1 0.0599 0.0047 > 0,05
interacio 20.523 2 10.261 0.0809 > 0,05
residuo 5199 40 126.8
total 5382.9 45

Dp =desvio padrio; SQ=soma de guadrades

GL:= graus de liberdade; QM= quadrado médio; f= frequéncia

Grupo | = cirurgia curativa, sem recidiva
Grupo Hl= cirurgia curativa, com recidiva
Grupo 'l = cirurgia paliativa, metdstases ou carcinomatose

M1 = pontos grandes, médios ou pequenos, agrupados ou ndo

M2 = estruturas grandes arredondadas ou disformes, com centro claro € contarnos variados

* associado ao tipo morfolégico
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TABELA 2

ANALISE MORFOLOGICA DE NORS ASSOCIADA A
EVOLUCAO CLINICA, PRESENCA DE METASTASES OU
CARCINOMATOSE EM FUNCAO DA IDADE MEDIA POR GRUPO

49

GRUPO* n idade* *

I M1 13 61.62

I M2 12 60.08

I M1 8 59.56

M2 6 60.33

M 4 54.75

M2 3 56.33

TOTAL 46
fonte de variacdo SQ GL aM f p
progndstico 183.9704 2 91.985 0.7254 > 0,05
morfologia 0.5992 1 0.0599 0.0047 > 0,05
interacdo 20.5226 2 10.261 0.0809 > 0,05
residuo 5198.9658 40 126.8
total 5382.9362 45

Dp=desvio padriao; S0 =soma de quadrados

GL=graus de liberdade; QM= guadrado médio; f= frequéncia

Grupo | = cirurgia curativa, sem recidiva

Grupo H= cirurgia curativa, com recidiva

Grupo I = cirurgia paliativa, metdstases ou carcinomatose

M1= pontos grandes, médios ou pequenos, agrupades ou ndo

M2 = estruturas grandes, arredondads ou disformes, com centro clare e conternos variados

* associado ao tipo morfolégico

** jdade média por grupo



TABELA 3
CONTAGEM MEDIA DE NORs
EM FUNCAO DA FAIXA ETARIA

FAIXA ETARIA n média  Dp
menor ou igual a 40 anos 3 2,36 0,29
maior do que 40 anos 43 3,11 0,82

t = 3,69; GL= 45; p< 0,01

Dp = desvio padrio
GL = graus de liberdade
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TABELA 4 - ANALISE MORFOLOGICA DE NORs
EM FUNCAO DA DIFERENCIACAO HISTOPATOLOGICA

51

DIFERENCIACAO TIPO MORFOLOGICO
HISTOPATOLOGICA M1 M2 TOTAL
H1 8 2 10
H2 19 17 36
TOTAL 27 19 46
.2

X =0,235GL = 2;,p > 0,05

GL= graus de liberdade

H1= adenocarcinoma bem diferenciado

H2 = adenocarcinoma moderadamente ou pouce diferenciado
M1 = pontos grandes, médios ou pequenos; agrupados ou ndo

M2= estruturas grandes, arredondadas ou disformes com centro claro e contornos variados



TABELA 5
CONTAGEM MEDIA DE NORs EM FUNCAO
DA DIFERENCIACAO HISTOPATOLOGICA
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DIFERENCIACAO

HISTOPATOLOGICA MEDIA Dp TOTAL
H1 3,71 0,68 10
H2 2,89 0,76 36

t = 3,15;: GL = 44; p < 0,01

Valor de interseccdo H1/H2 = 3,96
P(H2) = 3,25% (valores > 3,96)
P (H1) =64,22% {valores < 3,96)

Dp = desvio padréo

gl = graus de liberdade

H1 = adenocarcinoma bem diferenciado

H2 = adenocarcinoma moderadamente ou pouco diferenciado



TABELA 6
ANALISE MORFOLOGICA DE NORs
EM FUNCAO DA CLASSIFICACAO DE DUKES

TIPO MORFOLOGICO
DUKES M1 M2 TOTAL
A 13 6 19
B 6 8 14
C 6 7 13
TOTAL 25 21 46
2

X =2,614; GL=2; p> 0,05

GlL= graus de liberdade
M1 = pontos grandes, médios ou pequenos, agrupados ou ndo

M2 = estruturas grandes arredondadas ou disformes

53



TABELA 7
CONTAGEM MEDIA DE NORs

EM FUNCAO DA CLASSIFICAGAO DE DUKES

54

DUKES n média Dp

A 19 3,12 0,89

B 14 2,90 0,53

C 13 3,16 0,99

TOTAL 46 3,09 0,82

fonte de variacdo SQ GL oM f p
entre 0,55 2 0,28 0,404 > 0,05
dentro 29,70 43 0,70

total 30,25 45

Dp=desvio padrido; SQ=soma de quadrados

GL= graus de liberdade; OM = quadrade médio; f= frequéncia



TABELA 8
ANALISE MORFOLOGICA DE NORs
EM FUNCAO DA LOCALIZACAO DO TUMOR

55

TIPO MORFOLOGICO

LOCALIZACAO M1 M2 TOTAL
SUPERIOR 9 9 18
MEDIO 7 7 14
INFERIOR 9 5 14
TOTAL 25 21 46

2

X = 0,801; GL=2; p. 0,05

GL= graus de liberdade
M1 = pontos grandes, médios ou pequenos, agrupados ou ndo

M2 = estruturas grandes arredondadas ou disformes



TABELA 9
CONTAGEM MEDIA DE NORs

EM FUNCAO DA LOCALIZACAO DO TUMOR

56

LOCALIZACAO n média  Dp

SUPERIOR 18 3,00 0,70

MEDIO 14 2,95 0,78

INFERIOR 14 3,26 1,01

TOTAL 46 3,09 0,82

fonte de variagdo SO GL am f p
entre 0,81 2 0,41 0,59 > 0,05
dentro 29,44 43 0,68

total 30,25 45

Dp=desvio padrio; SQ=soma de quadrados

GL= graus de liberdade; QM= quadrado médic; f= frequéncia
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4 - DISCUSSAO

0 estudo da proliferag¢dc celular tem representado
um importante tdpico da pesguisa em cancer, uma vez gue
esta diretamente relacicnado a agressividade da
neoplasia, sendo, portanto, alternativa para se
compreender a c¢inética tumoral e tentar estabelecer
pardmetros para a terapdutica. Dessa forma, varios
métodos foram propostos, e, dentre estes, destaca-se a
andlise guantitativa e morfoldgica das regides

organizadoras de nuclé&olo coradas pela prata(NCRs).

As variagBes morfolbdgicas cobservadas nos nucléolos
de c¢élulas tumorais, em gue estes sSe apresentam como
estruturas malores e irregulares, s&o fregqlentes e
bastante conhecidos (BOLOGNARI & CONTINI, 1981). Porém,
devide as dificuldades para sua quantificagdo, essas
alteragles té&m sido de pouca utilidade, gquando usadas
para fins diagndsticos. Contudo, com a utilizagdoc de
métodos recentes de andlise de imagem computadorizada,
foi peossivel a MULDER et al. (1992) relacionarem aspectos
morfolégicos, assim como a medida da &drea de ndcleos de

c&lulas de neoplasiags colorretais ac comportamento
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pioldégico desses tumores. Entretanto, a importédncia do
nucléolo tem sido reavaliada a partir do uso de um novo
parimetro, as NORs, gque permitem avaliar de forma
objetiva a atividade celular e também seu emprego

rotineiroc.

0 estudo de NORs como variavel progndstica vem
sendo desenvolvido a partir das observagBes de CROCKER &
NAR (1987) com linfomas n8c-Hodgkin, em gue aspectos
morfoldgicos de NORs, assim comoc sua contagem, foram
relacionados a tumores de alto e baixo grau de
malignidade. Vdrios trabalhos tém procurado comparar
esses valores obtidos com outros pardmetros, para se
avaliar a populagdc celular em proliferag8o. Cbservou-se
a correlacdoc linear dos valores obtidos com 0s métodos de
incorporagio da bromodeoxiuridina e detecgio do anticorpo

monoclonal Ki-67 (LEEK et al., 1991; TRERE et al., 1991)

A contagem dos pontos pode ser influenciada por
fatores técnicos no momento da c¢oloragde pela prata e,
assim, alterar os resultados. RUSCHOFF e cols (1990a)
observaram que tempos maiores de coloragdo diminuem as
diferencas de contagens entre as lesBes benignas e
malignas, uma vez gue levariam & coloragdo excessiva de
todo o nucléolo, e este apresentar-se-ia como ponto dnico
e grande. Dessa forma, propuseram dgue o© tempo de

colorag8o com a prata, de um determinado tecido
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préviamente fixado, seja individualizado e padronizado de
acordo com a coloragdo de <células ndo-neopléasicas
presentes no tecido fixado, por exemplo, linfdcitos. Nas
neoplasias do sigmbéide e reto, os autores referidos
observaram que © tempo 6timo para a adequada coloragéo

encontra-se ao redor de 27 minutos.

PLOTON et al. (1986), para a melhor visualizagdo
dos pontos, propuseram que a coloragdo fosse realizada a
20° ¢, o que diminuiria a precipitagdo da prata. CRCCKER
et al.(1989) utilizaram filtros wverdes para a contagem
que reduziram as alterag¢fes cromidticas, tornande mais

nitida a borda dos pontos.

Outro dado a ser consgiderado na andlise dos
resultados neste trabalho diz respeito & metcedologia de
contagem empregada. A opg¢do pela realizagdo da mesma,
através de fotografias, tornou-a menos cansativa, de
facil execugdo e, portanto, sujeita a erros menores.
Também  facilitou a correlagdo de varios casos
gimultaneamente e o© estudo detalhado dos aspectos

morfoldgicos.

CROCKER et al.{1989) estabeleceram gue tcdas as
estruturas coradas pela prata fossem contadas. Porém,
guando agrupadas na forma de pontos agregados

("clusters"), estas deveriam gser consideradas como
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estrutura UGnica. Também, gquando o8 pontos fossem
individualizados dentro do nucléolo, cada NOR poderia ser

considerada comc unidade de contagem.

Com técnicas computadorizadas de andlise de imagem,
foli possivel a padronizag¢do da contagem e obtengdo de
informaces a respeito da somatdria das Areas (RUSCHOFF
et al., 19%0a; WEEKS et al.,1992). Essa medida poderia
ser mais confidvel do que a simples contagem, pois ndo
raramente os pontos apresentam-se agrupados, dificultando
assim, sua individualizagdo. De fato, RUSCHOFF et
al.(1990a}, observaram valoregs de contagens semelhantes
em tumores benignos e malignos da mama, gue no entanto se
mogtraram distintos quando se considerou a soma das Areas
das NORsg. Entretanto, pode-se dizer que o8 dados
exigtentes na literatura ainda s3c conflitantes, talve=z
por ser © método de aplicagdo recente e pelo limitado
conhecimento ainda do papel das NORs na proliferacgdo

celular.

Nesse estudo, procurou-se correlacionar a contagem
média de pontos por célula e a variagdoc morfeldgica das
NORS com  alguns fatores prognésticos que mais
freqientemente v&m sendc analisados e, dessa forma,
estabelecer o tipo de comportamentc das NORsS em face

desses fatores de influéncia no comportamento tumoral.
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A contagem de NORs e suas variagdes morfoldgicas
desta casuistica foram comparadas ao tipo de evolugdo
clinica deog doentes. Estes foram clasgificadogs em trés
grupos em func¢do da evolugdo livre de doenga (grupo I},
diagnéstico de recidiva tumoral (grupeo II) e os que
apresentavam metidstases ou carcinomatose por ocasido da
cirurgia (grupo III}. As contagens médias de NOrs por
célula nos trés grupos foram entdo comparadeos com os
aspectos morfoldgicos e ndo revelaram correlagdoc com
significado estatistico quanto ao progndstico. GRIFTHS et
al. (1989} também nio observaram valores que permitissem
informagdes a respeito do progndstico, quando utilizaram
a contagem de NORs em 100 doentes portadoresgs de
adenocarcinoma de reto. Da mesma forma, RAYTER et al.
(1992) e também TREVISAN® et al. (1993) obtiveram valores
semelhantes de contagens nos doentes vivos e nagueles que
evoluiram para o ©Obito. Ao contrario, MORAN et al.
(1989), em trabalho com 51 doentes portadores de
carcinoma colorretal, todos classificados no estidgio C de
DUKES e com tempo minimo de seguimento pds-operatdrio de

cinco anos, notaram que oS pacientes vivos apresentavam

*TREVISAN, M.A.S. (Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas).Aplicagio da técnica
Ag-NOR na avaliacd3o do progndstico do adenocarcinoma
retal [Apresentadc ao XIX Congresso Brasileiroc de
Patologia, Santos, 1993]
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valores significantemente mais baixocs do que o0s que

evoluiram para dbito.

Da mesma forma, RUSCHOFF et al. (1990b) observaram
nitida correlac8o de contagem de NORs por célula e a &rea
ocupada pelos pontos corados com a sobrevida. Notaram que
as contagens mais altas ocorreram nos cascos de pior
evelugdo, assim como os valores de medida de Area mais
baixos, concluinde gque as NORs comportavam-se Como
varidvel progndéstica independente. Também JOYCE et al.
(1992) obtiveram contagens menores de NORs nos pacientes
que permaneciam vivog apds cinco anos na sua casuistica.
OFNER et al. (1990), analisando aspectos morfoldgicos das
NORs, correlacionaram-nos & evolugdo clinica, concluindo

por sua utilidade na avaliacgéo progndstica.

Para a comparagdc da variacgdo morfoldgica das NORs
com a idade dos doentes, associaram-se ©S grupos
estudados (I, II, III) aog tipos morfoldgicos e fez-se a
correlacdoc estatistica com a média de idade em cada
grupo. Nos geis grupos assim estabelecidos, ndo se
encontraram diferencas significativas. Com relagdo a
contagem, apesar da comparagdo entre as médias de NORs
nos pacientes com 40 anos ou menos, em relagdo dqueles de
idades mais avangadas ter sido estatisticamente
significante, o tamanho amostral reduzido nos pacientes

mais jovens, ndo permitiu que esse dado se
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correlacionasse com o progndstico dos doentes e tivesse a

devida aplicagdo clinica.

Uma vez que o fator idade tem sido relaciomado a
tumores de pior progndstico nos doentes com menos de 40
anos (METTLIN et al., 1982; MALCOLM et al., 19281 )},
seria possivel esgperar um comportamente diferente da
contagem ou morfologia das NORs. No entanto, dentro das
caracterigticas degssa amostra, ndc se verificou tal
relagdo, assim come fol referide por MORAN et al. (1989)
que estudaram 51 pacientes do ponto de vista da contagem
de NORs. Talvez em um maior nimero de dcoentes c¢om
caracteristicas mais homogéneas e com maior tempo de
seguimento, fosse possivel demonstrar diferencas nas
contagens ou andlise morfoldgica das NORs, em doentes
portadores de carcinoma retal com idades menores do que

40 anos.

Vvarios autores tém relatado pior progndéstico para
tumores retais pouco diferenciados(DUKES et al, 1958;
METTLIN et al., 1982; MCDERMOTT et al,,1985 ).
Considerando a maior atividade c¢elular e conseglente
maior agressividade dessas les8es, os valores mais altos
de contagens em lesBes menos diferenciadas evidenciariam
sua relagdo com a proliferagdo. Analisando-se a
diferenciacgdo histopatolégica dos tumores retais,

estudou-se o comportamentc do aspecto morfolbgico e
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contagem das NORs nos dols grupos propostog: agqueles bem
diferenciados (H1)e o] moderadamente ou pouco
diferenciados{H2). Nos dois grupos estudados, o aspecto
morfoldgico ndo possibilitou conclusfes nessa casuistica.
Ao contrario, analisando-se a contagem das NORs foi
possivel observar gue os valores mais altos para o tipo
histopatoldgico H1 foram gsignificativos, quando
comparados ds contagens do tipo H2 (p < 0,01). Porém, sob
o ponto de vista bioldgico, essa interpretag8o pode ficar
prejudicada, uma vez gque a certeza gquanto ao correto
diagnéstico da diferenciagdo celular em relagdo ao tipo
H2 ser possivel para valores de contagem média por célula
maiores do que 3,96, © que ocorreu nessa casuistica em
. 3,25% dos casos (tabela 5). MORAN et al. {(1989)
observaram a média de 19 pontos de NORs para tumores
pouco diferenciados, mais elevada que a contagem média de
15 pontos por célula nos tumores bem diferenciados, porém
sem significlncia estatistica. Também KRAMN et al. (1989)
em andlise de 44 doentes, ndo obtiveram dados que
permitissem correlacionar estatisticamente a contagem de

NORs ao tipo histopatolégico dos tumores.

Nessa gérie estudada, a contagem e o© estudo do
padrdc morfoldgico das NORs em fungdo da invasdo tissular
tumoral, segundo a classificagdo de DUKES, também ndo
evidenciou resultados com significincia estatistica.

Dados sgemelhantes foram observados por RAYTER et al.
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(1992) em estudo com 95 doentes, cnde a contagem de NORS
foli realizada em portadores de adenocarcinoma de cdlon,
com valores semelhantes obtidos nos estagios A, B e C de
DUKES. Ao contrario, JOYCE et al. (1992), em andlise de
164 doentes portadores de carcinoma colorretal,
observaram ser a contagem de NORs varidvel progndstica
mais importante do gue a dissemina¢do tumoral, em gue osg
pacientes com ma evolugdo apresentaram contagens de NORS
mais elevadas. De forma semelhante, OFNER et al. {1990)
també&m atribuiram & contagem de NORs dados mais
indicativos da evolugdo c¢linica gquando comparados &
disseminagdo tumoral em trabalho realizade com 49 doentes

portadores de adenccarcinoma de cdlon.

Apesar de o nivel de acometimento do reto pela
neoplasia ser considerado fator progndstico, sabendo-se
que a recidiva ocorre com maior freglfncia nas lesdes do
reto inferior (MORSON et al., 1%63; ANDERSON,1974; MOOSSA
et al.,1975), a comparag¢do da localizagdo tumoral com a
contagem e aspectos morfolégicos das NORs nao mostrou
resultadog significativos nessa série. Novamente os dados
dessa amostra sdo concordantes com © trabalhc de MORAN et
al. (1989), em gue a contagem de NORs nac variou
significativamente nos diversos segmentos do rete. Na
presente gérie, em que o tempo de seguimento pods-
operatdrio da maioria dos pacientes foi inferior a cinco

anos, pericdo em que as taxas de recidiva ainda se situam



67

abaixo do esperado, inviabilizou-ge uma correlagdo mais

significativa com os aspectos morfoldgicos das NORs.

Neste estudo, ndo foi possivel fazer a correlagdo
dos resultados observados com relagdc aos aspectos
morfoldgicos e contagens com fatores progndsticos
conhecidos. A tentativa de homogeneizar a amostra
mostrou-se insuficiente, ndo permitindo a andlise
estatistica com niveis de significéncia, uma wvez Que o©
pareamento entre o8 trés grupos estudados nfo foi
adequado. Talvez, estudando-se o comportamento das NORs
em um grupe especifico de pacientes, em que seriam
incluidas apenas as neoplasias do estagio C da
classificacio de DUKES e com tempo de seguimente minimo
de c¢inco anos, como realizado por MORAN et al. (1989)

poder-ge-ia obter valores mais significantes.

No presente trabalho, os pacientes com tempo de
seguimento menor do que cinco anos totalizaram 67,4% da
casuistica e certamente véarios deles ainda deverdo
apresentar recidivas. Além disso, os trés grupos
estudados ( T, II e III) sdo heterogéneos no que diz
respeito ao nfimero de pacientes. Isso impossibilitou, por
exemplo, a comparacdo dos pacientes com sobrevida gque
totalizaram 38 com os que evoluiram para o Obito. Também
a anadlise morfolégica foi prejudicada com o baixo nimero

de pacientes de cada grupco. Inicialmente as NORs foram
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classificadas em 11 tipos morfoldgicos, porém feoi
necessdrio que fossem agrupadas em dois tipos, uma vez
que a anadlise com um maior nlmero de tipos ndo seria

possivel na presente casuistica de 46 pacientes.

A importéncia da andlise morfoldgica e sua relacéo
com prognéstico foi observada por SHIRO et al. (19293} em
carcinoma hepatocelular. Em tumores epiteliais
colorretais a morfologia tem importancia progndstica em
trabalho de OFNER et al. (19390) em gue os pontos, gquando
se apresentam de forma espalhada no niicleo ("scattered”
NORs} , sdo mais freqglentes nos tumores de pior
progndéstico. Esses autores observaram que o8 cinco
doentes portadores de adenocarcinoma de cblon
clasgificados no estagio (€2 de DUKES apresentaram
recidivas apds o tratamento cirlrgico radic¢al e em nenhum
desses tumores a contagem de NORs, em seu aspecto
egpalhado por célula, foi menor do gue quatro. Dentre os
pacientes do estdgio B , os dois que evoluiram com
recidiva também apresentavam mais do que quatro formas
espalhadas de NORg por célula neoplésica. O conhecimento
atual ndo fornece ainda explica¢bes para gue Se possa
melhor compreender a relagdo existente entre as variagdes
morfoldgicas observadas das NORs e a agressividade

bioldgica de certos tumores.
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A possibilidade de termos acesso a um novoe método,
que fornega dados progndsticos gquanto a evolugdo da
neoplasia colorretal, permitiu aos que estdo envolvidos
no estudo e tratamento desse tipc de doenga, o acesso a
novas informacdes e uma melhor compreensio da génese e
comportamente tumoral wvisando a melhores taxas de
sobrevida. A falta de significdncia estatistica observada
neste trabkaiho, quandoc se correlacionaram fatores
progndsticos do céncer retal &s NORs, ainda n8o invalida
o método, pois as alteragdes morfoldgicas existem e com
indicios de que podem se correlacionar com ©

comportamento tumoral.
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5- CONCLUSOES

1- A analise dos resultados desta casuistica confirmam
ser a técnica de coloragdo pela prata das NORs método
exeqiivel e de facil realizaglo, assim como a respectiva
contagem e as interpretagdes morfoldgicas

2 - BAs contagens e analise morfolégica empregadas para o
estudo das NOrs ndo permitiu estabelecer informagdes a
respeito do prognéstico do adenocarcinoma de reto.
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[ M1 D.B.N. 42

F A 338 superior nio H1 3.68
| M1 S.A.C. 48 M A 43 médio nao H1 4.24
| M1 A.P. 50 M A 47 superiar nidc H2 2.87
| M1 M.E.A.R. 55 F C 28 médio néo HZ 1.59
| M1 S.0. 59 M A 33 superior nao H2 4.96
| M1 G.M. 62 M B 45 superiar néo H2 3.02
| M1 J.B.C. 62 M A 32 médio nio H 1 2.94
| M1 D.V. 54 F C ag inferior nio H2 3.08
| M1 C.J. 67 F C 40 superior néo H2 2.36
| M1 E.Z 70 M A a2 supetior ndo H2 2.67
| M1 M.A.C. 71 F A 24 superior néo H2 3.03
| M1 G.L.S. 72 F B 110 |médio nao. H2 2.64
| M1 IM.A R, 81 F A 23 médio néo H1 3.31
I M2 R.U, 39 F A 61 médio néo H2 2.17
[ M2 R.C. 50 M B 38 inferior néo HzZ 2.59
| M2 A.L. 54 M A 53 superior nfio H2 3.19
I M2 M.X.D. 59 F C 47 médio héo H2 3.86
| M2 M.J.D.Q. 59 F B 39 sUperiar néo H2 3.06
| M2 G.B.G. 59 M A 24 infertor nao H2 1.1
I M2 M.V 80 F B 29 superior néo H2 3.15
| M2 M0, 65 F A 44 médio n&o H2 2372
| M2 JM.AF. 65 F A g9 SUpsrior néo H2 2.6
| M2 E.R.F. 66 F B 286 infertor néo H2 25
| M2 C.L. 68 M C 84 supaeriar néo Ht 3.62
[ M2 A.E. 77 F A 81 médio héo H2 3.27
il M1 0.5.L. 47 M A 30 inferior sim H1 2.88
il M1 P.A.C. 48 M B 15 médio sim H2 4.27
fl M1 G.5.C. (514} F A BO BUpsarior h#o H2 2.74
Il M1 J.G. 56 M A 46 inferiar néoc H1 3.98
1 M1 CLC. 62 F B 25 médio sim H2 2.46
1l M1 MM, 70 T C B8 inferior sim H2 3.78
] M1 G.B. 72 F A 23 supetior sim H2 2.4
B} Mt J.J.S. 73 M A 27 infarior néo H1 454
] M2 C.0.M. 37 F B 37 médio néo H2 2.22
1 iz AL, 61 M C 34 inferior néo H1 5.01
1 M2 L.M.J.M. 84 F C 30 inferior ndo H2 2.65
1 M2 H.C. 65 M B 27 superior néo H2 257
] M2 [A.D.L. 66 M C 34  |médio néo H2 2.8
] M2 I.L.B. 70 F B 32 supetior ndo H2 382
in M1 C.C.P. 36 F B 24 infarior néio H2 2.7
i M1 AP 48 M B 32 inferior Bimt H1 2.96
1] M1 M.G. 58 F C 30 inferior sim Hz 3.76
]] M1 JAG. 77 M c 25 inferior néc H2 4,13
111 M2 A.0.M. 45 F C 49 superior néo H2 2.78
IH M2 M.L.T. 57 F 8 41 médio sim H2 2.81
Itl M2 M.V.S. 67 F c 26 superior nao H2 1.62

* {em anos): ** {em masesz}

Abreviaturas utilizadas

TIPO MORF. = tipo morfaldgico: ID= idade: TEMPO SEG = tempo de seguimento
LOCAL. . TUMOR= localizag#o do tumor; DIF.HIST. = diferenciagio histopatolégica

M1 = pontos pequenos, médios ou grandes. agrupados ou niio

M2 = estruturas grandes amredondadas ou disformes, centro claro e contomos variados
H1 = adenocarcinoma bam diferenciado

H2 = adenocarcinoma moderadamente ou pouco diferenciado
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ABSTRACT



ABSTRACT

The rectum cancer survival rate has not presented
alterations in the last decades and the search for
prognostic information, with the aim of improving the
results of treatment, has led to the study of the tumor's
biclogical behaviour in its many aspects. The celular
proliferation related to tumoral agressiveness may be an
accessible methed to thig study and may be done through
the nucleolar organizer regions (NORs). The NORS are rDNA
loops present in five chromossomes (13, 14, 15, 21 and
22) responsible for the production of ribosome and
proteins. They may be evaluated in its quantitative and
morphological aspects as they vary according to the
celular cycle and nucleolus functional state.

Forty-six patients that presented malignant lesion
of the rectum were submitted to morphological analysis
and NORs count. These analysis were compared to the
clinical evolution and known prognostic factors (age,
tumoral tissue invasion, histopathological
differentiation and tumour location) . Regarding
morphological aspects, the NORs were divided into two
groups: Ml (small, medium or large specks, grouped or
not) and M2 (large, roundish or deformed structures,
clear centre and varied outline). The counting of specks

was done by photographs of silver-stained laminae. There



was no statistical difference of the aspects studied in
regard to clinical evolution, tumoral tissue invasion,
lesion location and the comparision of morphological
aspects with histopathological differentiation and age of
patients (p> 0.05). Although the NORs count was
significantly higher in well differentiated lesions (H1)
when compared to slightly differentiated tumors (H2)
(p< 0,01) and in the patients 40 years old or less with
regard to the older patients (p< 0.01), these data were
not clinically significant and were not used as
prognostic or diagnostic data.

In conclusion, silver-staining technigue of NORs is
an easily done and accesible method. The count and
morphological analysis used did not permit the
stablishment of information regarding rectum

adenocarcinoma prognosis.



