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Regioes organizadoras nucleolares argirofilicas
no sarcoma sinovial

Argyrophilic nucleolar organizer regions in synovial sarcoma

Flavio de Oliveira Lima'; Regina Maria Catarino? Celina Tizuko Fujiyama Oshima®; Marco Tullio de Assis Figueiredo*

resumo

Regido organizadora do nucléolo | Regides organizadoras nucleolares (NORs) correspondem a alcas do DNA contendo genes responsaveis
pela transcricdo do RNA ribossomico, de 18S e 28S, situados no nucléolo da célula. Por possuirem
reatividade com a prata sdo chamadas de AGNORs. O presente estudo investigou a correlagédo entre o
ndmero de AgNORs por nicleo e o prognéstico em dez sarcomas sinoviais diagnosticados no Hospital
A. C. Camargo, entre 1972 e 1986, com informacdes confiaveis de seguimento clinico. A anélise dos
resultados ndo revelou correlacdo entre as variaveis estudadas, mostrando que o nimero de casos inves-
tigados e sua homogeneidade morfol4gica ndo permitem conclusdes acerca do valor prognéstico dos
AgNORs nos sarcomas sinoviais. Outrossim, 0 método se revelou barato, rapido e de aplicacdo simples
para todo e qualquer servico de patologia cirdrgica, podendo ser (til para avaliacdo da proliferacéo
celular na rotina de laboratérios de pequeno porte.

Sarcoma sinovial

abstract lSRE
The argyrophilic nucleolar organizing regions (AgNOR) are regions of the DNA that contain the sequences for | Argyrophilic nucleolar
the synthesis of the ribosomic RNA. They are localized in the short arms of human acrocentric chromosomes
and they are indicators of cellular proliferation and ribosomal activity. The present study investigated the cor-
relation between the number of AGQNOR per nucleus and the prognosis of ten synovial sarcomas diagnosed at
Hospital A.C. Camargo from 1972 to 1986. The analysis of the results did not show a statistical correlation with
the different variables. The small number of patients in this series and their morphological uniformity do not
allow reaching a conclusion regarding the prognostic value of the AQNOR in synovial sarcoma. This method is
inexpensive, fast and simple, and can be used in any surgical pathology laboratory. This method can be useful
in the routine evaluation of cellular proliferation in small pathology laboratories.

organizer regions

Synovial sarcoma

do RNA ribossémico, de 18S e 28S, situados no nucléolo

Introducéo

L ) da célula® ', e por possuirem reatividade com a prata
O termo regides organizadoras nucleolares, ou NORs

(do inglés nucleolar organizer regions), é utilizado para
descrever regides constituidas de fragmentos de cro-
mossomos em torno das quais se formam os nucléolos
no final da mitose. Essas regides correspondem a alcas
do DNA contendo genes responsaveis pela transcricéo

foram chamadas de AgNORs.

No homem, essas regides correspondem a constri-
¢Oes secundarias e se localizam no brago curto dos cro-
mossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22. Como as
NORs estao associadas aos cromossomos acrocéntricos
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pensou-se, inicialmente, que estivessem relacionadas com a
ploidia. Entretanto, estudos correlacionando as NORs e as
variaveis histolégicas convencionais?, o estudo do nicleo
interfasico através dos métodos citogenéticos®, a cinética
celular®, a imunorreatividade do Ki-67 e a citometria de
fluxo™ sugerem que as AgNORs estejam associadas princi-
palmente a proliferacdo celular.

Ploton et al."® padronizaram uma versao modificada da
técnica de impregnacéo pela prata, realizando a reacéo em
uma s6 fase, a temperatura ambiente (20°C) e penumbra.
A modificacdo permitiu que essas regides fossem vistas em
cortes de tecido fixados em formalina e incluidos em para-
fina tanto em células em metéfase como em interfase.

O sarcoma sinovial é um tumor raro de partes moles
que ocorre com mais freqiiéncia em adultos jovens, sendo
que 60% a 70% dos casos comprometem a extremidade
inferior, em particular as extremidades do joelho. Outros
locais de ocorréncia incluem cabeca e pescoco, tronco,
parede abdominal, coracdo, mediastino e cavidade pleural.
Respondem por cerca de 10% de todos os sarcomas de
partes moles e pelo quarto lugar entre os sarcomas mais
comuns®.

Enzinger e Weiss® classificaram os sarcomas sinoviais em
quatro grupos com base na sua morfologia microscépica: bi-
fasico, monofésico fusocelular, monofésico epitelial e pouco
diferenciado. O sarcoma bifasico é facilmente reconhecido
pela coexisténcia de componentes distintos de células
epiteliais e fusiformes, com estruturas pseudoglandulares.
No entanto, o tipo monofésico, devido ao seu crescimento
semelhante a outros sarcomas, pode representar maior
dificuldade ao diagnéstico histopatolégico. O padrao
monofasico fusocelular pode ser confundido com outros
sarcomas, como o fibrossarcoma, o leiomiossarcoma e o
tumor maligno da bainha do nervo periférico.

O diagnéstico € dificil devido a sua baixa ocorréncia e
devido a semelhanca de achados histol6gicos e morfolé-
gicos entre lesGes primarias e metastaticas.

Em geral, o prognéstico esta baseado na combinacéo
do grau histoldgico e fatores clinicos. Trés critérios sao con-
siderados: diferenciacdo, necrose e o indice de proliferacdo
celular dado pelo uso do anticorpo monoclonal MIB-1.

Informacdes sobre os fatores progndsticos sdo essenciais
para o estabelecimento de terapias adequadas. Em vista
disso, nosso estudo teve como objetivo analisar a prolife-
racdo celular através das contagens das AGQNORs no tecido
de sarcoma sinovial e a possivel relacdo com a sobrevida
dos pacientes.

Material e métodos

Casuistica

Foram analisados, retrospectivamente, dez casos de sarco-
ma sinovial utilizando blocos em parafina obtidos dos arquivos
do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A. C.
Camargo de Sao Paulo, atendidos entre 1972 e 1986. Esse
periodo foi escolhido porque a partir de 1972 os sarcomas
passaram a ser rotineiramente submetidos a uma metodologia
de estudo histolégico preconizado por Figueiredo®, a qual
possibilitou maior seguranca no diagndstico histogenético.
Além disso, 0 ano de 1986 permitiu um seguimento clinico
de cinco anos até 1991. Nesse periodo foram registrados
28 casos de sarcoma sinovial, porém 18 foram descartados
do estudo por ndo apresentarem blocos em bom estado ou
informagcdes confiaveis de sequimento clinico.

A coloracdo das AgNORs foi realizada em cortes histo-
l6gicos com 3um de espessura. A solucédo de incubacéo foi
preparada dissolvendo-se 0,2g de gelatina em 10ml de agua
destilada e deionizada a 60°C, acrescentando-se 100uA de
acido férmico a solucdo fria. Essa solucdo foi misturada
com uma solugdo de nitrato de prata 50% (modificado de
Ploton et al.)"®, na proporg¢do de 1:2. A solugéo resultante
foi gotejada sobre o corte histol6gico, que foi incubado por
45 minutos a 37°C, em camara escura. Apds esse tempo as
laminas foram lavadas em agua deionizada, desidratadas e
montadas em Entellan.

Agua destilada e deionizada foi utilizada para o pre-
paro das solugdes, reacdes e lavagens, a fim de reduzir-se
a coloracdo de fundo. Os cortes histoldgicos ndo foram
contracorados e, como resultado, obtivemos os cortes
corados em tom amarelo-acastanhado claro e as AQNORs
como pontos negros ou castanho-escuros.

A andlise quantitativa das AgNORs foi realizada por mi-
croscopia 6ptica, onde um total de cem nicleos de células
neoplasicas dos componentes epitelibide e mesenquimal
foram analisados em separado (200 nicleos por caso) com
aumento de mil vezes num microscépio Nikon.

Foram selecionadas éreas do tumor com maior nimero
de pontos corados, ndo superpostos, sendo realizada uma
busca extensa em grandes areas para que ndo houvesse
repeticdo dos campos observados.

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

O coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado
na andlise dos resultados.

Resultados

Dos dez sarcomas sinoviais analisados, seis eram de
mulheres e quatro de homens, e a idade média foi de 26
anos. Cinco apresentaram leséo até 5cm; quatro, entre 5
e 10cm; e um, entre 10 e 15cm. Seis foram de membro
inferior (pé, joelho e coxa) e quatro, de membro superior
(méo, braco e ombro). Cinco pacientes evoluiram com
recidiva e metastase, trés com recidiva, e dois estavam
livres da doenca. Os sitios de metastases foram pulméo (trés
pacientes), pulmao e linfonodos (um paciente) e linfonodos,
0ss0s e sistema nervoso central (um paciente).

A sobrevida média dos pacientes foi de 66,5 meses, com
mediana de 58,5 e desvio padrdo de 45,63 meses. Ao final
do estudo dois pacientes estavam vivos com doencga, trés
estavam vivos livres da doenca e houve cinco ébitos em
decorréncia da doenca. As terapias utilizadas foram cirurgia
e quimioterapia (dois doentes), cirurgia e radioterapia (um
doente) e cirurgia, quimio e radioterapia (sete doentes).

A Tabela apresenta a média, o erro padréo, a mediana
das contagens das AGNORs nos elementos epitelidide e me-
senquimal fusiforme e a sobrevida em meses dos pacientes
com sarcoma sinovial.

Nao foi observada correlacdo entre a sobrevida dos pa-
cientes e o nimero de AgNORs no componente epitelidide
(p = 0,285), entre a sobrevida e o nimero de AgQNORs no
componente mesenquimal (p = 0,54) e entre a sobrevida
e a contagem geral de AgNOR total (p = 0,46).

A fotomicrografia da Figura 1A mostra um sarcoma
sinovial com elemento epitelidide com aspecto papilifero,
corado por hematoxilina e eosina (HE); e a Figura 1B,
0 mesmo sarcoma sinovial corado pela prata. Podemos
observar a AgNOR intranuclear castanha e deposicao ines-
pecifica da prata. Na Figura 1C observamos o sarcoma
sinovial com elemento mesenquimal fusocelular, HE; e na
Figura 1D, agregados intranucleares de AGNOR passiveis
de individualizagdo no elemento mesenquimal fusocelular.
AFigura 1E apresenta um sarcoma sinovial com elemento
epitelidide sélido, HE; e a Figura 1F, AGNOR intranuclear
no elemento epitelidide sélido.

O interesse na suplementacéo dos métodos tradicionais
usados para avaliar o prognéstico do cancer tem levado ao
desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores tumo-

Correlacdo entre contagens de AgNORs (pontos por niicleo) nos elementos mesenquimal e

Tabela 1 epitelidide, contagem total e sobrevida (em meses) dos pacientes portadores de sarcoma sinovial
Elemento epitelidide ~ Elemento mesenquimal AgNOR total Sobrevida (meses)
Caso 1 6,51 6,1 6,3 44
Caso 2 6,27 4,68 5,37 37
Caso 3 5,56 5,22 5,39 82
Caso 4 9,19 12,14 10,66 19
Caso 5 6,2 6,44 6,32 20
Caso 6 6,26 4,91 5,58 36
Caso 7 4,35 4,37 4,36 103
Caso 8 8,06 6,78 7,42 73
Caso 9 7,52 9,02 8,27 167
Caso 10 5,57 5,79 5,6 84
Média 6,549 6,545 6,547 66,5
Mediana 6,26 5,94 5,99 58,5
Desvio padrao 1,38 2,37 1,81 45,63
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Figura 1 - A fotomicrografia da figura 1A mostra um sarcoma sinovial com elemento epitelidide com aspecto papilifero, corado pela hematoxilina-eosina, e na figura 1B o
mesmo sarcoma sinovial corado pela prata. Podemos observar o AgNOR intranuclear castanho e deposicdo inespecifica da prata. Na figura 1C observamos o sarcoma sinovial
com elemento mesenquimal fusocelular, HE, e na figura 1D, agregados intranucleares de AgNOR passiveis de individualizagdo no elemento mesenquimal fusocelular. A figura 1E
apresenta um sarcomasinovial com elemento epitelidide sélido, HE, e a figura TF AgNOR intranuclear no elemento epitelidide sélido

rais. A descoberta desses marcadores permitiria discriminar
com maior clareza pacientes que seriam favorecidos com
cirurgia, cirurgia associada a quimioterapia, tratamentos
mais agressivos ou protocolos experimentais.

Crocker et al.® sugeriram que a técnica de AQNOR
teria utilidade préatica em patologia, para demonstracdo
de potencial neoplasico e para avaliacao de prognéstico
e agressividade de neoplasias malignas. Em vista disso, a
quantificagdo das AGNORs foi introduzida em histopatologia
como marcador da atividade celular e nucleolar(.

A anélise da expressdo das AgNORs pode ser realizada
pela contagem e pelo padrdo de distribuicdo dos pontos
negros dentro do ndcleo na microscopia 6ptica, pela me-
dida de sua area por andlise de imagem ou pelo célculo de
coeficientes que relacionam esses dois critérios.

As AgNORs variam em tamanho e forma, de acordo com
a transcricdo nucleolar, e estdo intimamente relacionadas
ao ciclo celular, a proliferacdo e a ploidia®™. Porém, ndo se
relacionam com o nlmero de cromossomos e o contetido
de DNA®. Além disso, tém sido usadas para diferenciar
processos benignos e malignos em alguns tumores®.
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Observamos que as AgNORs se apresentaram como
pontos intranucleares castanho-escuros isolados e grandes,
ou pequenos e numerosos ou aglomerados. Evitamos a
anélise em regides com representacdes incompletas do ni-
cleo e quando os pontos apareciam sobrepostos, de forma
aglomerada, dificultando a visualizacdo e a contagem.

Se considerarmos oito pontos negros por ntcleo o limite
entre grupos de alta e baixa contagem, como Kuratsu®?,
teremos somente dois tumores de alta contagem, um com
8,27 AgNORs por nicleo e outro com 10,66 AGNORs por
nlcleo. Se o limite for dez pontos por ndcleo, teremos
apenas um tumor com alta contagem. Por outro lado, se
considerarmos as médias obtidas pelo mesmo grupo em
outro estudo como menor que quatro ou maior ou igual
a quatro, todos 0s nossos casos se encontram no segun-
do grupo™. Além disso, pacientes que tiveram ndmero
de AgNORs aumentados também tiveram prognésticos
desfavoraveis. indice de proliferagao celular, medido pelo
Ki-67, é sugerido também como indicador de prognéstico
em sarcoma sinovial (Y1Y2). A sobrevida média de nossos
pacientes foi de 66 meses e a metade deles teve sobrevida
maior que cinco anos.

O presente estudo considerou os sarcomas sinoviais
de um periodo de 14 anos (1972-1986). Para obtencdo
de 25 sarcomas sinoviais, Rooser et al.?? e Kuratsu et al.(?
contaram com informagdes de um periodo de 26 e 25 anos,
respectivamente. Essas consideracdes explicam o pequeno
nGmero de casos por nés estudados e a falta de correlacéo
estatistica com a sobrevida.

Séo considerados fatores prognésticos para sarcoma
sinovial: relagdo do indice mitdtico, tamanho do tumor,
idade, presenca de areas pouco diferenciadas, de areas
rabdoides e de areas extensas de necrose. Além disso, alto
indice de proliferacdo celular é considerado fator adverso
para mortalidade relacionado a doenca‘'-*?). Cinco de nos-
sos pacientes tinham tumores maiores que 5cm, enquanto
somente um apresentava tumor maior que 10cm. Se utili-
zarmos a classificacdo morfoldgica inespecifica utilizada por
Kuratsu et al.('? seis dos nossos casos seriam epitelidides e
quatro, fusocelulares.

Alta relacdo de mitose aliada a um tumor maior rela-
ciona-se com recorréncia local e doenca metastética. Em
nosso estudo nao foi avaliado o indice mitético, porém cinco
pacientes apresentavam recidiva e doenca metastatica. Trés
pacientes apresentavam somente recidiva e dois pacientes
estavam livres da doenca. Pulméo foi o sitio de metastase
preferencial, seguido de pulméo e linfonodos e linfonodos,
0ss0s e sistema nervoso central. Cinco pacientes tiveram a
sobrevida maior que cinco anos.

A analise dos resultados nédo revelou correlacdo entre
as variaveis estudadas, mostrando que o nimero de casos
investigados e sua homogeneidade morfolégica néo per-
mitem conclusdes acerca do valor prognéstico das AGQNORs
nos sarcomas sinoviais.

Outrossim, o método se revelou barato, rapido e de
aplicacao simples para todo e qualquer servico de pato-
logia cirdrgica, podendo tornar-se Gtil para avaliagdo da
proliferacdo celular na rotina diagndstica.
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