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RESUMO

As regifes organizadoras nucleolares (NORs) sdo segmentos de DNA
que estdo localizados nos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos
humanos 13,14,15,21 e 22. As NORs transcrevem o RNA ribossémico,
0 qual serd traduzido para proteina, formando os ribossomos, que
participardo da sintese proteica. Esses segmentos de DNA sdo
denominados AgNORs pois sdo marcados seletivamente pelo nitrato de
prata, sendo identificados, em uma lamina histolégica, como pontos
castanhos ou negros dentro das células. As NORs estdo diretamente
relacionadas com a atividade celular proliferativa, ou seja, quanto maior
é a atividade proliferativa de uma célula, maior a quantidade de NORs
encontrada. A técnica do AgNOR consiste, portanto, da ligacdo do
nitrato de prata as NORs, e ela tem sido amplamente empregada como
marcador de atividade proliferativa em processos patoldgicos, ja que
nestes a proliferacdo celular estd aumentada em relacdo aos padrdes
considerados normais. Visto isso, o presente trabalho consiste em
revisar a literatura cientifica para verificar a aplicabilidade da técnica de
marcacao pelo AgNOR nas diferentes patologias que tem manifestacéo
buco-maxilo-facial.

Palavras-chave: Proliferacdo calular. Cistos odontogénicos. Tumores
odontogénicos. Ameloblastoma. Carcinoma epidermoide. Leucoplasia.






ABSTRACT

Nucleolar organizer regions (NORs) are segments of DNA that are
located on the short arms of the human acrocentric chromosomes
13,14,15,21 and 22. NORs transcribe messenger RNA, which is
translated into protein, forming the ribosomes, which participate in
protein synthesis. These DNA segments are called AgNOR are
selectively marked by silver nitrate, being identified in a histological
slide, as black or brown spots in the cells. NORs are directly related to
cell proliferative activity, ie, the higher proliferative activity of a cell,
the greater the amount of NORs found. The AgNOR technique is
therefore binding of silver nitrate NORs, and it has been widely used as
a marker of the proliferative activity in pathological processes, since in
these processes cell proliferation is increased compared to normal
standards. Based on this, the present work consists in a review of the
literature to evaluate the applicability of the AgNOR technique in
different pathologies that have maxillo-facial manifestation.

Keywords: Cell proliferation. Odontogenic cysts. Odontogenic tumors.
Ameloblastoma. Squamous carcinoma. Leucoplakia.
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1 INTRODUCAO

As Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) sdo segmentos
de DNA que transcrevem o RNA ribossdbmico que, por sua vez,
posteriormente é traduzido para proteina, formando os ribossomos. Os
ribossomos, quando ligados ao RNA mensageiro, formam os
polirribossomos, que sdo responsaveis pela sintese de todas as proteinas
nos seres humanos, inclusive as proteinas que formardo novas células
(1). As NORs, por esse motivo, estdo relacionadas diretamente com a
atividade proliferativa celular (2).

Em organismos pluricelulares, a taxa de proliferacdo celular é
regulada por um sistema altamente integrado e complexo que permite a
replicacdo dentro dos limites considerados normais. A proliferacdo
celular é uma atividade essencial, pois permite ao organismo restaurar as
células perdidas em decorréncia do processo de envelhecimento, no
entanto, ela deve ocorrer de forma controlada. Caso tal controle seja
perdido, a proliferacdo ocorre de maneira desequilibrada. O
desequilibrio da proliferacdo celular é uma das principais caracteristicas
de um processo patoldgico (3).

A técnica do AgNOR consiste da ligagdo da prata com as
regides associadas as NORs por meio de uma reagdo histoquimica, e
esta tem sido empregada para marcar a atividade celular proliferativa de
processos patoldgicos. Tem sido demonstrado, através dos estudos, que
é possivel se fazer uma analise das AgNORs tanto de forma quantitativa
como de forma qualitativa, ja que ambas demonstram o comportamento
celular dos casos analisados.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Revisar a literatura cientifica para determinar a
utilidade do AgNOR nas doencas localizadas no complexo
buco-maxilo-facial;

1.1.2 Objetivos Especificos

Estabelecer uma relacdo entre a contagem de AgNORs
dos estudos com a atividade proliferativa;

Estabelecer uma relagdo entre a contagem de AgNORs
dos estudos com a gravidade das lesdes estudadas;

Demonstrar a relagdo entre as caracteristicas
morfoldgicas das AGQNORs com a gravidade das les6es.
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2 METODOLOGIA

Para a confec¢do do presente trabalho, foi realizada uma revisdo
da literatura cientifica, utilizando como a principal base de dados o
Portal Pubmed — NCBI, de artigos correspondentes ao periodo de 1986 a
abril de 2013. Buscaram-se artigos referentes ao tema do trabalho
usando os seguintes termos de busca: AgQNOR, ceratocistic odontogenic
tumor, odontogenic tumors, odontogenic cysts, ameloblastoma,
squamous carcinoma, leucoplakia. Os artigos tinham que ter como
principal enfoque o uso da técnica do AgGNOR nos seus estudos.

Foram também utilizados livros do acervo da Biblioteca
Universitaria da UFSC (BU/UFSC), como referéncias complementares
ao tema proposto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As regides organizadoras nucleolares (NORs) sdo segmentos de
DNA ligados aos bracos curtos dos pares de cromossomos acrocéntricos
humanos 13, 14, 15, 21 e 22, que apresentam centrémero subterminal
deslocado para uma das extremidades. Essas regifes sdo seletivamente
marcadas pela prata e, por esse motivo, sdo denominadas AgNORS
(1,2). A técnica do AgNOR baseia-se na ligagcdo do nitrato de prata as
NORs, fazendo com que estas sejam identificadas como pontos
acastanhados ou negros no interior das células presentes em cortes
histologicos (4).

Na literatura, tem-se relatado que a quantidade de NORs
encontrada nas células é diretamente proporcional & proliferacdo celular,
ou seja, quanto maior a atividade proliferativa da célula, maior é a
guantidade de NORs observada (2). Isso reflete, por exemplo, no grau
de diferenciagdo celular nos casos de carcinoma, que Serd menor a
medida que a proliferacdo celular for maior (5-7).

A aplicacdo pratica dessa técnica histoquimica em neoplasias
verdadeiras comegou a ser usada em 1986 por Ploton et al. na detecgdo
de proteinas associadas as NORs em tecidos rotineiramente processados
(8). Desde entdo, a técnica tem sofrido adaptacdes para a utilizacdo, e a
maioria das pesquisas realizadas indica uma relacdo entre 0 aumento na
guantidade de NORs e mau prognéstico, pois quanto mais grave era a
lesdo estudada, maior era o nimero de NORs observado (9-11).
Segundo Pich (2000), o estudo do AgNOR pode ser empregado como
um indicador de prognostico (12).

3.1 LESOES ODONTOGENICAS:

Coleman et al. (1996) objetivaram utilizar a técnica do AGNOR
para avaliar se tal técnica poderia ser utilizada para diferenciar
histologicamente cistos odontogénicos e ameloblastomas unicisticos.
Para tanto, foram utilizados casos de TOC, cisto residual, cisto dentigero
e ameloblastoma unicistico, fazendo-se uma analise somente das células
basais. O resultado desse estudo foi que a contagem de AgNOR nas
células do cisto dentigero foi significativa e estatisticamente maior do
qgue a contagem de AgNOR das células tanto do TOC quanto do
ameloblastoma unicistico e do cisto residual. Esse resultado foi, segundo
0s autores, surpreendente, ja que era esperado que a quantidade de
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AgNORs nos casos de ameloblastoma unicistico e TOC fossem maiores
do que no cisto dentigero, ja que ambos epitélios possuem atividade
proliferativa muito maior em comparagdo com 0s cistos odontogénicos,
apresentando um comportamento biol6gico agressivo muito maior.
Concluiu-se, a partir dos resultados, que realmente ha diferenca
guantitativa de AgNOR nas diferentes patologias estudadas. Porém,
apesar de a contagem do AgNOR ter sido significativamente diferente
tanto entre os cistos odontogénicos quanto no TOC e entre estes € 0
ameloblastoma unicistico, a técnica ndo pode ser utilizada para fazer a
diferenciacdo histoldgica entre tais doengas, mesmo porque a contagem
de AgNOR pode sofrer influéncias importantes, como a regidao na qual
as células séo analisadas (13).

No estudo realizado por Freitas et al. (1998), os autores
utilizaram a coloragdo das AgNORs para analisar o epitélio de
revestimento do cisto dentigero e do TOC, relacionando tais dados com
a atividade proliferativa dos mesmos e, a partir disso, entender o
comportamento biolégico de tais doencas. Foi observado que a relacdo
entre o nimero de AgNORs e o0 nimero de nlcleos encontrados no cisto
dentigero foi estatisticamente menor do que o encontrado no TOC. Tal
diferenca levou os autores a sugerirem que no epitélio do TOC a
atividade celular proliferativa era maior, o que justificaria as diferencas
de comportamento clinico das duas lesdes em relacdo & velocidade de
crescimento e indice de recidiva. Ou seja, 0s casos de TOC tém uma
agressividade clinica maior do que os casos de cisto dentigero. Os
autores ainda afirmaram que a contagem do AgNOR néo deve ser usada
como um meio de diagnéstico, e sim que o maior objetivo da técnica
seria avaliar a atividade proliferativa do epitélio em estudo (4).

Em um estudo realizado com casos de TOC por Paula et al.
(2000), os autores estudaram a relagdo entre a proliferacdo celular das
células epiteliais e a presenca de processo inflamatdrio na capsula do
tumor através da técnica do AgNOR. Para 0 estudo os casos de TOC
foram divididos em dois grupos: um no qual o processo inflamatério
estava presente na capsula do tumor e o outro sem processo
inflamatdrio. Os resultados mostraram que no grupo que O Processo
inflamatdrio estava presente havia uma maior quantidade de AgNORs
em comparacdo ao grupo que ndo possuia inflamacdo. Esses dados
indicaram que o processo inflamatério induz um aumento no nimero de
células epiteliais, 0 que provoca uma alteragcdo na estrutura tipica do
revestimento do tumor (14).

Lancando mao da técnica do AgNOR Eslami et al. (2003)
tinham por objetivo distinguir um conjunto de lesbes odontogénicas.
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Para realizar a pesquisa, foram utilizados casos de cistos dentigeros,
TOCs, ameloblastomas unicistico e multicistico. Os resultados obtidos
foram que o nimero de AgNORs foi maior nos casos de ameloblastoma
unicistico e multicistico em relacdo ao cisto dentigero e ao TOC,
indicando, dessa forma, uma maior atividade proliferativa nos
ameloblastomas. Os resultados encontrados neste estudo sugerem que,
através da técnica do AgNOR, é possivel distinguir ameloblastomas
unicisticos ou multicisticos dos cistos dentigeros ou TOCs. Porém o0s
estudos ainda ndo seguem um protocolo padrdo no que se diz respeito ao
tempo de coloragcdo, temperatura empregada na técnica e contagem.
Portanto, o0s autores recomendam que as pesquisas sejam padronizadas
em tais pontos, para que 0s estudos tenham real significancia e valor
(15).

Ja um estudo realizado por Gadbail et al. (2009), os autores
utilizaram a técnica do AgNOR para avaliar a atividade proliferativa das
células da camada epitelial de cisto radicular, cisto dentigero e TOC.
Houve uma diferenca estatisticamente significante na quantidade de
AgNORs encontrada entre todos 0s cistos e na mucosa normal. A
contagem de AgNOR total foi maior nos casos de TOC, depois no cisto
dentigero, seguido por cisto radicular e, em menor quantidade, na
mucosa normal. Quando analisado somente o TOC, a quantidade de
AgNORs encontrada foi maior na camada suprabasal em relagdo a
camada basal, enquanto que nos cistos dentigero e radicular a maior
guantidade foi observada na camada basal em relagdo a camada
suprabasal. Quando analisada a camada suprabasal na mucosa normal e
nos cistos, foi achada uma maior quantidade de AgNORs na mucosa
normal, seguido por cisto radicular e dentigero. Para os autores, o fato
de o nimero de AgNORs encontrado na camada suprabasal do TOC ter
sido evidentemente maior em relacdo as outras doencas analisadas
justifica o seu comportamento local mais agressivo, o que influencia no
tratamento cirdrgico do mesmo (16).

Em outro estudo realizado por Santos et al. (2009), os autores
utilizaram a técnica do AgNOR para investigar uma possivel relacdo
entre as caracteristicas clinicas e a proliferagdo celular das éreas
luminais e murais dos ameloblastomas unicisticos e ameloblastomas
multicisticos, comparando, posteriormente, os resultados obtidos com a
atividade proliferativa dos cistos dentigeros, através da quantificacéo
das NORs. A quantidade de NORs observadas nas areas luminais foi
menor do que nas areas murais dos ameloblastomas unicistico e
multicistico, no entanto ndo houve diferenca estatisticamente
significante quando comparada a quantidade de NORs entre as areas
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luminais do ameloblastoma unicistico e cisto dentigero. Os autores
concluiram que quanto mais agressiva a lesdo — no caso dos
ameloblastomas multicistico e unicistico — maior era a quantidade de
AgNORs encontrada (17).

Seifi, Shafigh e Allaie, (2011), avaliaram a taxa de proliferacdo
celular e o padrdo de distribuicdo das NORs em cisto dentigero, TOC,
ameloblastoma unicistico e multicistico. Sob uma analise quantitativa,
foi encontrada uma maior quantidade de AgNORs no ameloblastoma
multicistico, seguido do ameloblastoma unicistico, depois do TOC e, por
Gltimo, no cisto dentigero. Analisando-se o padrdo de distribuicdo das
AgNORs, verificou-se que no cisto dentigero a maior quantidade de
AgNORs foi encontrada na camada basal, enquanto que no TOC isso
ocorreu na camada suprabasal. Tanto a diferenga quantitativa quanto as
alteragdes no padrédo de distribuicdo das AgNORs entre o cisto dentigero
e 0 TOC estdo positivamente relacionados com o comportamento mais
agressivo do tumor em comparagdo ao cisto. Em relacdo a anélise
qualitativa das NORs, no cisto dentigero elas se apresentaram com
formato mais arredondado e foram localizadas no interior do nucleo
celular, enquanto que no TOC elas possuiam formas mais irregulares e
foram visualizadas tanto dentro quanto fora do ndcleo celular. Nos
ameloblastomas as AgNORs foram observadas como pequenas regides
irregulares que se distribuiam tanto dentro quanto fora do nucleo celular.
Concluiu-se que as diferengas quantitativas, distributivas e qualitativas
encontradas nas lesBes odontogénicas refletem as diferencas de
comportamento clinico que elas apresentam. Ou seja, as diferencas
guantitativas e qualitativas encontradas no ameloblastoma, em
comparagdo ao TOC e ao cisto dentigero, correlacionam positivamente
com o comportamento clinico mais agressivo daquela patologia (18).

Em artigo publicado por Selvi et al. (2012), os autores
buscaram investigar, por meio da técnica do AgNOR, os casos de
recorréncia do TOC, bem como demonstrar a importancia do uso da
técnica no progndstico dos mesmos. Para tanto, os casos foram divididos
em recorrentes e ndo recorrentes. Por meio de analise quantitativa, foi
verificado que no grupo de casos recorrentes de TOC foi encontrada
uma maior quantidade de AgNORs em comparagdo ao grupo de casos
ndo recorrentes. Para os autores, tal diferenca estd diretamente
relacionada ao comportamento clinico das lesGes, ou seja, 0s casos que
apresentavam comportamento clinico mais agressivo expressaram um
maior nimero de AgNORs. Dessa forma, a técnica foi considerada
valida para determinar o prognéstico das lesdes, o que interfere
diretamente no plano de tratamento em cada caso (9).
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3.2 LESOES EPITELIAIS:

Estudando os casos de carcinoma epidermoide de lingua, Yue,
Iwai e Furuta (1999) tiveram por objetivo relacionar a técnica do
AgNOR com os achados clinicopatol6gicos e 0 progndstico da doenca.
Sob uma andlise quantitativa, foi visualizada uma maior quantidade de
AgNOR nas células do carcinoma em relacdo as células normais. Em
relagdo ao grau de estadiamento TNM do carcinoma, foi verificado que
guanto mais grave era um desses fatores, maior foi a contagem de
AgNOR. J& em relacdo ao grau de diferenciacdo celular, quanto mais
indiferenciadas eram as células, mais AgNORs as células possuiam.
Quando analisados recorréncia local e metastase, observou-se que
ambos 0s casos estavam diretamente relacionados com uma maior
guantidade de AgNORs; ou seja, quanto mais AgNORs foram
observadas, pior foi o prognoéstico. No estudo, foi verificado que o uso
da técnica do AgNOR é importante para avaliar o prognéstico dos casos
de carcinoma epidermoide de lingua. Concluiu-se que a contagem de
AgNORs estava diretamente relacionada com o estadiamento TNM das
lesGes, o grau de diferenciacdo das mesmas, 0 grau de diferenciagédo
histologica e invasdo tumoral. Portanto, essa técnica foi considerada
fundamental para o conhecimento e possivel interferéncia no
progndstico dos casos de carcinoma (10).

Em um estudo feito com leucoplasias, Chattopadhyay, Ray e
Caplan (2002) tiveram como objetivo realizar a analise quantitativa dos
casos estudados através da coloracdo das AgNORs, bem como
demonstrar, através da técnica, a possibilidade de distinguir um epitélio
displasico do epitélio ndo-displasico entre os casos de leucoplasia.
Foram utilizados tecidos biopsiados de mucosa normal, leucoplasias
(displasicas e nao-displasicas) e carcinoma epidermoide. A quantidade
de AgNORs encontrada foi crescente, respeitando a seguinte ordem:
mucosa normal, leucoplasia ndo-displasica, leucoplasia displasica e
carcinoma. Através da analise quantitativa, ainda foi possivel diferenciar
um epitélio ndo-displasico de um displasico, que apresentou maior
guantidade de AgNOR. Portanto, a utilizacdo da técnica tem grande
valia no que diz respeito ao diagnéstico diferencial entre um epitélio
ndo-displasico e um epitélio displasico (11).

Os mesmos autores citados no paragrafo anterior fizeram um
estudo semelhante, (RAY, 2003), porém utilizando casos de leucoplasia
sem displasia, leucoplasia com displasia e carcinoma epidermoide. Os
autores utilizaram neste estudo os mesmos critérios de contagem de
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AgNOR utilizados no estudo anterior para que ele fosse considerado
valido. A contagem de AgNOR foi crescente dos casos de leucoplasia
sem displasia para a leucoplasia com displasia, e deste para o carcinoma
epidermoide. No entanto, a contagem de AgNOR entre 0s casos de
leucoplasia sem displasia e com displasia ndo foi considerada
significativamente diferente. (19)

Em um estudo semelhante ao supracitado, Pillai et al. (2005)
buscaram relacionar a quantidade de AgNORs com a progressao dos
casos de leucoplasia e carcinoma epidermoide da mucosa oral, bem
como o valor progndstico da técnica utilizada. Para o estudo, foram
analisadas células da mucosa oral, de leucoplasia e carcinoma
epidermoide. Foi observado que a contagem de AgNOR foi menor nas
células da mucosa normal, enquanto que nas células do carcinoma, tal
contagem foi maior. Nos casos de leucoplasia, a contagem foi menor em
relagdo aos casos de carcinoma, sendo que no subgrupo que apresentava
displasia a contagem foi maior em relagcdo ao subgrupo sem displasia.
Em relacdo ao prognoéstico dos casos de carcinoma, a relagdo entre a
maior quantidade de AgNORs encontrada e 0s progndsticos menos
favoraveis foi positiva. Ou seja, a utilizagdo da técnica como indicador
de prognostico foi considerada valida (20).

Estudando lesbes ndo neoplasicas e neoplasicas da cavidade
oral, Adeyemi et al. (2006) tiveram como objetivo principal estudar as
lesbes ndo neoplasicas e neoplasicas de glandula salivar por meio da
andlise quantitativa da técnica do AgNOR, bem como determinar o seu
valor prognéstico na categorizagdo das neoplasias malignas das
glandulas salivares. Através dos resultados, pode-se observar uma
diferenca estatisticamente significativa na quantidade de AgNORs
encontrada entre as lesdes inflamatorias cronicas (que neste estudo eram
casos de sialadenite cronica) e as lesGes malignas; assim como entre as
lesGes benignas e as lesdes malignas. Em ambos os casos as lesdes
malignas apresentaram um nudmero maior de AgNORs. No entanto,
guando foram comparadas as quantidades de AgNORs presentes nas
lesbes benignas e nas lesdes inflamatdrias, ndo foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significativa entre ambas. Apesar desses
resultados, ndo foi possivel, para os autores, discriminar as contagens
médias de AgNORs nos diferentes graus histoldgicos das lesdes
malignas estudadas, levando-os a concluir que a técnica é relativamente
ndo especifica para este fim e ndo permite distinguir os subtipos
histologicos de neoplasias benignas e malignas (21).

Em artigo publicado por Alaeddini et al. (2008), os autores
avaliaram a taxa de proliferagdo celular nos carcinomas
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mucoepidermoides das glandulas salivares maiores e menores por meio
da técnica do AgNOR. Os casos de carcinoma mucoepidermoide
utilizados na pesquisa foram divididos em trés grupos: baixo grau, grau
moderado e alto grau, em relagdo a gravidade dos casos. A diferenca na
guantidade de AgNORSs encontrada entre os grupos foi estatisticamente
significativa, sendo que no grupo de alto grau de indiferenciagdo foi
encontrada uma maior quantidade de AQNORs em comparagdo ao grupo
do grau moderado, e no grupo do grau moderado foi encontrada uma
maior quantidade de AGNORs em comparacdo ao baixo grau. Concluiu-
se, portanto, que a técnica do AgNOR também pode ser utilizada nas
amostras histolégicas para avaliar o potencial de crescimento e a
gravidade do carcinoma mucoepidermoide, porém o valor prognostico
dessa avaliacdo deve ser validado em conjunto aos estudos clinicos (5).

Elangovan, Mani e Malathi (2008) estudaram as AgNORs em
tecido normal, lesGes inflamatorias, lesdes potencialmente malignizaveis
e malignas da cavidade oral. Através dessa técnica de coloracdo,
buscou-se diferenciar uma lesdo potencialmente malignizavel e um
tecido inflamado de uma lesdo maligna. As maiores quantidades de
AgNORs foram encontradas nas lesdes malignas, seguidas de lesdes
inflamatdrias, lesbes potencialmente malignizaveis e tecido normal. Sob
uma analise qualitativa, as AQNORs se apresentaram, no tecido normal,
com tamanho médio e formato redondo ou oval, e 0 mesmo formato foi
observado nas lesGes inflamatdrias, porém apresentaram menor
tamanho. Nas lesdes potencialmente maligniziveis as AgNORs foram
observadas em formatos e tamanhos irregulares, assim como nas lesfes
malignas, nas quais as AGNORs também foram visualizadas espalhadas
por todo o nucleo, muito finas, pequenas e numerosas, dando um
aspecto granular a lesdo. Os autores concluiram que a técnica do
AgNOR pode agir como um marcador tanto de atividade proliferativa
celular (demonstrada através de analise quantitativa das AgNORS),
qguanto de diferenciagdo da lesdo (através da analise do aspecto
morfoldgico das AgQNORS). Portanto, mais importante do que analisar a
guantidade de AgNORs encontrada numa célula, é a forma como essas
regides se apresentam, possibilitando, dessa forma, a diferenciacao entre
uma lesdo potencialmente malignizavel ou maligna de uma célula
normal (22).

J& Sousa et al. (2009) realizaram uma analise quantitativa dos
AgNORs entre os casos de liquen plano, displasia epitelial e carcinoma
epidermoide. Observou-se menor quantidade de AgNORs no liquen
plano quando comparado com as outras doencas estudadas. Entretanto,
na comparacdo da quantidade de AgNORs na displasia epitelial e no
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carcinoma epidermoide, ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Tais achados levaram os autores a concluirem que a menor
proliferacdo celular observada no liquen plano, em relacdo a displasia
epitelial, poderia explicar a seu menor potencial de transformacéo
maligna (23).

Outro estudo realizado por Tekade et al. (2010) utilizou a
técnica do AgNOR para correlacionar a quantidade de AgNORs
encontradas nas células neoplasicas dos carcinomas mucoepidermoides
com o0s estagios dos mesmos. Segundo a pesquisa, a contagem de
AgNORs foi estatisticamente diferente nos diferentes estadgios do
carcinoma. Em casos menos severos do carcinoma (estgio tumoral
inicial), a contagem foi minima, enquanto que em casos mais graves
(estagios tumorais avancados), a contagem foi alta, correlacionando
positivamente a contagem de AgNOR das células tumorais com o grau
do carcinoma. Estes resultados fizeram com que os autores concluissem
gue a contagem de AgNOR pode ser utilizada, de maneira indireta, para
definir o resultado do estagio do carcinoma (24).

Hanemann, Miyazawa e Souza (2011) buscaram fazer uma
analise quantitativa, utilizando a técnica do AgNOR, entre 0s quatro
tipos de carcinoma epidermdide (bem diferenciado, moderadamente
diferenciado, pobremente diferenciado e indiferenciado). O ndmero de
AgNORs encontrado nas células do carcinoma do tipo indiferenciado foi
maior em relagdo ao carcinoma pobremente diferenciado, e deste para o
carcinoma moderadamente diferenciado, assim como deste para o
carcinoma bem diferenciado. Para os autores, a técnica do AgNOR
pode ser um marcador viavel para a avaliacdo da velocidade de
proliferacdo celular. Para que tal técnica seja bem executada, os autores
ainda citam que é fundamental uma padronizagdo, principalmente no
que diz respeito ao método de fixacdo e o tempo de coloracéo, para que
ndo se tenha interferéncia em relacdo ao nimero de AgNORs nos
nucleos celulares, o que poderia intervir no diagnéstico definitivo dos
casos (6).

O estudo realizado por Caldeira et al. (2011) teve por objetivo
verificar a contagem de AgNOR nos diferentes graus de displasia em
leucoplasias orais. Para tanto, foram utilizados tecidos de mucosa
normal e casos de leucoplasia oral que ndo apresentavam displasia e
com displasia nos seus diferentes graus: leve, moderado e severo. Os
resultados demonstraram que as células da mucosa normal apresentavam
a menor quantidade de AgNORs em comparacdo as células de
leucoplasia, que por sua vez possuiam indice menor de AgNOR
comparada as células do carcinoma epidermoide. Ainda foi demonstrado
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que, apesar das diferengas quantitativas observadas nos diferentes
tecidos, essa diferenca ndo foi considerada significante entre os grupos
de leucoplasia, sugerindo que a técnica ndo é valida como uma
ferramenta de diagndstico, nem para distinguir a mucosa normal de
leucoplasia, nem para diferenciar um subgrupo de displasia do outro.
Portanto, a técnica ndo seria valida para definir diagnostico, tampouco
estabelecer o potencial de transformacdo maligna dos casos de
leucoplasia. (25)

No estudo realizado por Khiavi et al. (2012), os autores tiveram
como objetivo avaliar o valor de diagnéstico da técnica de coloragdo das
AgNORs nas células do carcinoma epidermoide, de lesdes
potencialmente malignizaveis e da mucosa normal, bem como investigar
a relacdo quantitativa dessas regiGes presentes nos trés grupos
supracitados. Foi observada diferenca estatisticamente significativa da
guantidade de AgNORs entre os grupos, sendo que foi encontrada uma
maior quantidade dessas regifes nas células do carcinoma epidermoide,
seguido das células das lesdes potencialmente malignizaveis e, por
Gltimo, das células da mucosa normal. Em relacdo, ainda, ao aspecto
guantitativo das AgNORs, nas lesfes potencialmente malignizaveis, foi
encontrada uma diferenca estatisticamente significativa entre o epitélio
nao-displasico e displasico, que exibia maior quantidade de AgNORs.
Por outro lado, quando comparado o tamanho das AgNORs entre os
grupos, os autores também observaram que as regiGes organizadoras
nucleolares nas células do carcinoma epidermoide eram maiores em
comparacgdo as células das lesdes potencialmente malignizveis, assim
como destas para as células da mucosa normal. Diante disso, 0s autores
afirmaram que a técnica de coloracdo da AgNOR pode ser util no
diferenciacdo entre lesdes potencialmente malignizaveis e carcinoma
epidermoide, surgindo como uma técnica complementar a coloracdo
hematoxilina-eosina (7).

Em outro estudo feito por Chowdhry et al. (2013), o objetivo do
mesmo foi fazer uma andlise quantitativa das AgNORs de tamanho
pequeno e grande entre os tecidos biopsiados de mucosa normal, lesdes
potencialmente malignizaveis e infiltrados de carcinoma epidermoide.
Foi observada uma maior quantidade média de AgGNORs nas células do
carcinoma epidermoide, em seguida nas lesdes potencialmente
malignizaveis e, por Gltimo, na mucosa normal. Quanto ao tamanho das
AgNORs, nas células do carcinoma epidermoide foram visualizadas
mais AgNORs de tamanho menor, enquanto que nas células de mucosa
normal foi encontrada uma maior quantidade de AGNOR com tamanho
maior. Ou seja, foi verificado que nas células do carcinoma epidermoide
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o tamanho das AgNORs diminuiu a medida que a sua quantidade
aumentou. Combinando-se os fatores quantidade e tamanho de AgNOR,
0s autores concluiram que é possivel distinguir as células de mucosa
normal, lesBes potencialmente malignizaveis e carcinoma epidermoide,
0 que torna a técnica de coloracdo das AgNORs uma ferramenta
importante para o diagndstico precoce de uma displasia nas lesdes de
mucosa, bem como a possivel transformacdo maligna das mesmas. A
técnica também pode auxiliar tanto no progndstico dos tratamentos
profilaticos de lesdes potencialmente malignizaveis quanto no plano de
tratamento destes casos. (26)

3.3 OUTRAS LESOES:

Estudando lesdes de células gigantes dos maxilares, Sadri et al.
(2011) investigaram a atividade proliferativa dessas lesfes, através da
técnica do AgNOR, e se tal técnica pode ser utilizada para diferencia-
las. Para tanto, foram estudadas quatro lesdes: Lesdo Central de Células
Gigantes, Cisto Osseo Aneurismatico, Querubismo e Tumor Marrom do
Hiperparatireoidismo. Os resultados apontaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa de contagem de AgNOR entre as quatro
lesGes, apesar de elas apresentarem comportamentos clinicos diferentes.
Os autores sugeriram que o nimero reduzido de espécimes no estudo
pode ter influenciado o resultado. Por outro lado, levantou-se a hipotese
de que essas lesdes podem possuir uma Unica patogénese, porém se
apresentam com manifestacdes clinicas distintas, o que poderia justificar
os resultados do estudo. (27)
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4 DISCUSSAO

As alteracGes das NORs podem ser visualizadas e analisadas
sob duas perspectivas diferentes: quantitativa e qualitativamente.
Quando a andlise foi feita de forma quantitativa, observou-se que quanto
mais grave era a doenga, maior foi a quantidade de AgNORs encontrada
nas células. Sob o aspecto qualitativo, quanto mais agressiva era a
doenca, mais alteradas morfologicamente as regides se apresentavam.

Na maioria dos estudos em que a analise foi feita com casos de
lesbes odontogénicas - TOC, cisto dentigero, cisto radicular, cisto
residual e mucosa normal -, verificou-se que nos casos de TOC as NORs
se apresentavam em maior quantidade nas células, assim como as
regides exibiam alteragdes morfoldgicas mais evidentes (4,16). No
estudo que foi analisado somente o TOC, nos subgrupos com
inflamagéo associada e sem inflamacdo, os autores observaram que o
grupo no qual a capsula do TOC possuia um processo inflamatorio
associado, a quantidade de NORs era maior, sabendo-se que a
inflamacdo estimula a proliferacdo celular (14). Ja quando foram
verificados os casos de recorréncia da doenca, houve uma correlacdo
positiva entre 0s casos recorrentes e uma maior quantidade de NORs,
enguanto gue os casos gque ndo houve recorréncia a contagem das NORs
observada foi menor (9).

Quando os casos de ameloblastoma foram comparados aos
casos de TOC, cisto dentigero, residual e radicular, foi observado que no
ameloblastoma as AgNORs encontravam-se com formato mais alterado
e estavam em maior quantidade em comparacdo as outras doencas
(9,13,15, 17). Analisando os subtipos de ameloblastoma — multicistico e
unicistico -, os estudos apontaram que o subtipo multicistico exibiam as
AgNORs com alteragcdes morfolégicas mais evidentes em comparacao
ao subtipo unicistico (9). Esses resultados, quando relacionados as
caracteristicas clinicopatolégicas das lesbes, confirmam a correlacdo
estabelecida entre as maiores atipias no formato das AgNORs, e uma
maior quantidade destas regides, a uma maior agressividade dos casos
gue apresentam tais caracteristicas, ou seja, 0 ameloblastoma, por ter
uma maior replicagdo celular, apresenta-se clinicamente de uma forma
mais agressiva (9,17).

Os estudos realizados com lesdes potencialmente malignizaveis,
inflamatdrias e malignas demonstraram que as lesbes malignas
apresentavam um maior namero de AgNORs, assim como foi observado
gue as AgNORs possuiam as maiores alteracfes morfoldgicas, em
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comparacgdo as outras lesbes. Em uma sequéncia decrescente vém as
lesGes inflamatdrias e as lesdes potencialmente malignizaveis. Esses
achados corroboram com o que a literatura tem publicado que quanto
mais grave é a doenca, maior o nimero de AgNORs observado na
células, em decorréncia de uma maior atividade proliferativa que 0s
€asos mais graves apresentam (22).

As analises realizadas com carcinoma epidermoide em relagdo
as outras doencgas demonstraram que o carcinoma possuia as alteragfes
mais significativas, dado que se relaciona de forma positiva com o
comportamento clinico mais agressivo da doenga (7,11,19,26). J4 em
relagdo as lesdes potencialmente malignizaveis, como as leucoplasias,
foi provado que os casos que apresentavam displasia tinham um maior
potencial proliferativo em comparagdo aos casos que ndo a
apresentavam (11,26). Comparando-se a leucoplasia ao o liquen plano,
os resultados comprovaram que nos casos de liquen a quantidade de
AgNORs era menor, o que justificaria o fato de o liquen plano possuir
um menor potencial de se tornar uma doen¢a maligna em comparagéo a
leucoplasia (19).

Em relagdo ao estadgio tumoral dos carcinomas epidermoide e
mucoepidermoide, pode-se verificar que quanto maior o grau de
indiferencia¢do da doenca, maior foi a contagem de AgNOR nas células.
Ou seja, quanto menor era o grau de diferenciagdo celular, maior era a
atividade proliferativa, o que resulta em uma maior presenca de
AgNORs nos nucleos celulares (5,6,10,24). Relacionando os resultados
das pesquisas com estudos clinicos, verificou-se que 0s casos mais
graves das doencas (mais indiferenciados e com maior invasdo tumoral)
possuiam as maiores quantidade de AgNORs (10).

A técnica de coloragdo pelo AgNOR surgiu como uma
alternativa para ajudar a definir o progndstico dos casos analisados. Ela
é considerada uma técnica simples e barata, porém sugere-se que 0
emprego da mesma deve passar por um processo de padronizacdo, desde
0 seu processamento histologico até as regibes celulares a serem
analisadas, uma vez que uma alteracdo desses fatores pode influenciar
nos resultados dos estudos (6,15). Um exemplo disso pode ser verificado
em Coleman et al. (1996), no qual foi verificado que a contagem de
AgNORs nos casos de cisto dentigero foi maior em comparacdo aos
casos de ameloblastoma, ja que era esperado que o ameloblastoma, por
ter uma atividade proliferativa celular muito maior, exibisse em maior
quantidade essas regides (13).

Cada lesdo em particular exibe um comportamento clinico
resultante da sua atividade celular proliferativa. Ficou estabelecida,
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durante a revisdo da literatura, a correlacdo positiva entre a quantidade
de AgNORs encontrada nas células e o grau de gravidade das lesdes, ja
gue esta técnica de coloragdo mostra a atividade proliferativa (5,10,22).
Portanto, é importante, quando se langa mao da técnica, estabelecer uma
relacdo entre o0s resultados encontrados nos estudos com o
comportamento clinico que as lesdes apresentam, para que 0s estudos
tenham real significancia.

Outro exemplo da importancia de se estabelecer uma relagdo
entre o estudo das AgQNORs com os achados clinicos pode ser visto em
Sadri et al. (2011), no qual as lesdes de células gigantes ndo tiveram
diferencas significativas na contagem de AgNORs, apesar de as lesdes
exibirem comportamentos clinicos distintos. A partir desse estudo, pode-
se dizer que podem existir outros fatores que influenciam no
comportamento clinico das lesfes, ou seja, apesar de a replicacdo celular
dessas doencas possivelmente ser semelhante, outros fatores podem
influenciar na demonstracdo clinica de cada doenca (27).

Em alguns estudos, os autores alegaram que a técnica nao
deveria ser utilizada para estabelecer um diagnostico, seja ele diferencial
ou definitivo, ja que a mesma ndo tem por objetivo demonstrar as
alteracGes celulares, mas sim mostrar tanto a atividade proliferativa das
células, quanto o potencial de transformacao maligna das lesbes e o grau
de indiferenciago das mesmas. (4,25). Em contrapartida, outros autores
defendem que a técnica pode servir de auxiliar as outras técnicas
histolégicas tanto para definir quanto estabelecer o diagnostico final
(7,11).

Em se tratando de progndstico, a maioria dos autores alega que
essa técnica é valida para o seu estabelecimento, o que pode influenciar
diretamente no plano de tratamento para cada caso (9-12,26). Porém,
como citado anteriormente, para que o valor prognoéstico seja valido,
faz-se necessario estabelecer a relacdo da técnica do AgNOR com o0s
estudos clinicos (5).

Levando essas informacBes para a pratica clinica, todas as
alternativas que podem ser utilizadas para auxiliar no estabelecimento
do plano de tratamento ideal de um paciente sdo validas, a fim de que a
expectativa de vida do mesmo aumente. No entanto, também ¢
importante que o tratamento seja executado de maneira que 0s
resultados do mesmo sejam os mais favoraveis possiveis.

Em se tratando da técnica de coloragdo das AgQNORs, apesar de
ela ndo servir como um meio de diagnostico, ela pode servir como
auxiliar no estabelecimento do progndéstico das doencas, portanto essa
técnica pode ser considerada uma ferramenta Gtil no delineamento do
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tratamento de um paciente. Porém, sugere-se que a mesma sofra uma
padronizacdo de todas as suas etapas, desde fixacdo e coloracdo até a
contagem e descri¢ao das caracteristicas morfoldgicas, para que ela seja
considerada uma alternativa valida para o uso rotineiro no laboratério
histopatoldgico.



39

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Pode-se concluir, através da literatura, que a técnica de
coloragdo das AgNORs pode ser uma ferramenta fundamental para o
estabelecimento do prognostico de uma determinada doenca, pois a
mesma demonstra a atividade proliferativa das células analisadas e a
gravidade das lesdes.

Ficou estabelecido que quanto maior a quantidade de AGNORs
observada nas células, maior era a sua atividade proliferativa.
Relacionando tal contagem com os dados clinicos das doencas, pode-se
dizer que quanto mais AgNORs as células possuiam, mais grave era a
doenca.

Em relacdo as caracteristicas morfolégicas que as AgNORs
exibiam nas células, pode-se relacionar as alteracGes de forma dessas
regides com a gravidade da doenca. Nas células de doencas menos
graves, as AgNORs tinham formato mais regular e tamanhos
semelhantes, enquanto que as células de lesbes de maior gravidade
apresentavam AgNORs e tamanhos variados e formatos mais
irregulares.
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