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INTRODUÇÃO

0 diagnóstico das neoplasias
malignas se faz com os méto
dos habituais da técnica histo-

lógica 0 patologista experi
mentado, possui um conheci
mento da patologia da célula
cancerosa que, mesmo sem o

uso de colorações especiais,
poderá detectar sinais eviden
tes de atipias celulares que o
levarão a um diagnóstico segu
ro. O importante, pois, não é o
método empregado, mas sim
os conhecimentos de patologia
celular por parte de quem exe
cuta esses exames

Entretanto, a necessidade
de estabelecer uma técnica es
pecial que permita uma me
lhor diferenciação entre célu
las benignas e malignas, já foi
sentida pela maioria dos pato
logistas Principalmente nos
casos mais difíceis e naqueles

RESUMO

Foi realizado um estudo por microscopia de fluorescência
de biópsias de pacientes portadores de neoplasia maligna de
mama, utilizando-se como técnica de coloração o método da
laranja de acridina em cortes criostáticos.

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que as
células malignas são identificadas facilmente e de modo
rápido e portanto, este método pode ser de grande
utilidade para o especialista experiente em morfologia
celular.

Por outro lado, o estudo da coloração e da fluorescência
da estrutura celular pode dar melhor indicação das
modificações sofridas pelos ácidos nucleicos nas células
tumorais.

Conclui-se, que este método é muito importante para
caracterizar a percentagem de células cancerosas que podem
também apresentar fluorescência devido à presença de
marcadores biológicos específicos do câncer.

Trabalho realizado no Setor de Pesquisa Apiicada, Serviço de Anatomia
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em que interessa confirmar,
qualitativa e quantitativamen
te a presença ou ausência de
determinados elementos que
poderão ter um valor significa
tivo, se presentes nas células
tumoraia

Nesse sentido, e levando-se
em conta que os tumores ma

lignos apresentam índices rápi
dos de proliferação celular,
surgiram novas técnicas, algu
mas delas baseadas na determi

nação dos ácidos nucleicoa
A microscopia de fluores

cência com a laranja de acridi-
na (AO), constitui um desses
métodos usados na determina

ção cito e histoquímica dos
ácidos nucleicos. Este fluoro-

cromo, devido a sua proprieda
de metacromática, quando
aplicado entre determinados li
mites de pH, demonstra quali
tativa e quantitativamente o
ácido ribonucleico (RNA). As
sim, após coloração pela AO,
as células que contêm grande
quantidade de RNA apresen
tam pela fluorescência um ci-
toplasma alaranjado-brilhante
ou vermelho-flamejante; quan
do contêm pouco RNA é par-
do-alaranjado e, finalmente,
quando privadas de RNA oci-
toplasma aparece pardo-amare-
lado. Por outro lado, os nú
cleos, quando em elevada ativi
dade funcional, apresentam-se,
pelo seu maior conteúdo em
D NA, amarelos ou ligeiramen
te esverdeados, e, nos momen
tos de menor atividade, ten
dem para o esverdeado.

Neste trabalho, apresenta
mos a aplicação da microsco
pia de fluorescência pela AO
em tecido tumoral de mama;

estudamos a especificidade his
toquímica deste fluorocromo
e a sua utilidade na identifica

ção de células neoplásicas,
quando da determinação dos
receptores de estrogênio e pro-
gesterona (ER e PgR) em corte
criostáticos O estudo da pre

sença destes receptores assim
como o exame histopatológico
das biòpsias, já foi descrito em
trabalho anterior.®

intactas por cerca de meia a
uma hora; no entanto, podem
ser mantidas em tampão por
período longo. Além disso,
desmontadas e descoradas em

álcool a 50%, podem ser nova
mente coradas pela AO ou pe
los métodos convencionais

(HE), com resultados satisfató
rios. Uma documentação foto
gráfica de um mesmo campo,
corado primeiro pela AO e de
pois pela HE, permite ter um
mesmo detalhe citológico ou
histolõgico documentado pelas
duas técnicas.

MATERIAL E MÉTODOS

De biòpsias de tecido ma
mário de pacientes com câncer
de mama, foram feitos cortes
criostáticos de 5 a 6 m, aos
quais aplicamos as seguintes
técnicas:

a) Coloração pela hemato-
xilina-eosina (HE) para diag
nóstico histopatológico;

b) Coloração com AO para
estudo da fluorescência das cé

lulas tumorais;

c) Tratamento com estra-
diol e progesterona marcados
com fluorocromos para o estu
do dos receptores hormonais.

Para a coloração com AO, a
técnica utilizada obedeceu ao

seguinte esquema;
1. Fixar em álcool-éter

(2:1) durante 10 minutos.

2 Passar em água destilada.
3. Imersão rápida em ácido

acético a 1%.

4. Passar em água destilada.
5. Corar com a solução de

AO (0.01% em pH 6) durante
3 minutos.

6. Diferenciar em CaClj
(1/10 M) durante meio minu-

RESULTADOS

Nos fragmentos de mama
examinados observamos áreas

normais com alterações benig
nas e malignaa Os achados fo
ram:

Duetos e lóbulos normais

Os casos por nós examina
dos, exibiam poucas áreas be
nignas normais, porém nestas
0 revestimento epitelial, por
estar constituído de células

bem preservadas, com caracte
rísticas morfológicas unifor
mes, mostravam citoplasma
pardo-amarelado, pouco bri
lhante e núcleos esverdeados

to.

7. Lavar e montar a lâmina

em tampão pH 6.
Para a leitura, utilizou-se

microscópio de fluorescência
por epi-iluminação, equipado
com lâmpada de mercúrio e
filtros de excitação e barreira
para AO. O exame foi realiza
do, de forma criteriosa inde

pendentemente pelos autores,
analisando a morfologia celu
lar e nuclear, a relação núcleo-
citoplasma, a presença de nu-
cléolos e a intensidade e varie

dade de coloração e fluores
cência.

As preparações obtidas por
essa técnica só se conservam

Áreas com alterações benignas

Os duetos com epitélio hi-
perplásico, apresentavam um
citoplasma ligeiramente alaran-
jado e os núcleos amarelo-es-
verdeadoa

Quando se notava uma área
de transição, de epitélio hiper-
plásico para maligno, a fluores
cência acompanhava nitida
mente esta transformação.

Áreas malignas

Nestas áreas, ocorreram al
terações na intensidade de co
loração e na fluorescência, ge-
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células tumorais de pacientes
com câncer de mama, e assina
lam, a presença de uma hiper-
ploidia mensurável em 92%
das pacientes Por outro lado
confirmam a existência de

uma correlação entre a quanti
dade de D NA, a diferenciação
histològica do tumor, e a pre
sença dos receptores de estro-
gênio.
0 método por nós emprega

do é simples e rápido, permi
tindo uma discriminação cro
mática muito nítida entre o

complexo ácidadesoxirribo-
nucleico-laranja de acridina
cuja fluorescência varia de ver
de ao amarelo-brilhante; e o
complexo ácido-ribonucleico-
laranja de acridina, que varia
entre laranja ao vermelho-fla-
mejante.
A variação de coloração se

correlaciona com a quantidade
de DNA e RNA presente nas
células. Por isto os duetos nor

mais mostram células de colo

ração e intensidade de fluores
cência uniforme, as áreas neo-
plásicas benignas, apresentam
variações pouco intensas e as
malignas, modificações acen
tuadas.

O  infiltrado inflamatòrio,
quando presente, é facilmente
distinguível. Os linfòcitos
apresentam-se como nucléolos
esverdeados com RNA cito-

plasmàtico em crescente. Os
granulòcitos, apesar de tonali
dade ligeiramente alaranjada,
devido ao seu pequeno teor de
polímero metacromático, mos
tram núcleos verde-amarelados

de morfologia característica
Finalmente, os plasmòcitos
são pouco fluorescentes e sem
brilho; além disto, sua morfo

logia é perfeitamente identifi
cável.

do DNA. Utilizando soluções
ácidas, 0 DNA nuclear ftuores-
ce em verde-amarelado, e o ci-
toplasma das células com gran
de quantidade de RNA apre
senta uma cor pardo-amarela
da Com soluções mais alcali
nas, 0 DNA fluoresce em verde
e 0 RNA em vermelho-flame-

jante. Uma vez que a fluores
cência nuclear não varia mui

to, e que a citoplasmática é
mais sensível, a diferenciação
ótima, 0 que se consegue utili
zando um pH entre 5 e 6.

Segundo Schummenfeld,®
a diferença de comportamento
do DNA e RNA se deve à dife
rente polimerização dos ácidos
nucleicoa O DNA nuclear, por
ser um pol ímero de cadeia lon
ga, fluoresce em verde ortocro-
mático, e o RNA citoplasmáti-
co e nucleolar, por ter uma
menor polimerização, fica
mais a AO e dá cores metacro-

máticas-avermelhadas. Isto ex

plicaria porque as células com
pouco RNA, aparecem pardo-
avermelhadas, e as com RNA
abundante fluorescem em ver-

melho-flamejante.
Entretanto, novos conheci

mentos sobre os ácidos nuclei-

cos, e sobre a síntese das nu-
cleoproteínas, evidenciaram a
presença de um marcante au
mento de DNA, e uma estrutu
ra específica da cromatina nas
células neoplâsicas, permitindo
assim uma melhor caracteriza

ção destas células malignas
Assim, este aumento de fluo
rescência nuclear poderá repre
sentar um aumento real do

DNA* ou ser devido, a ser o
DNA das células tumorais mais

sensível a AO, que o das célu
las normais^

Mais recentemente, foram
desenvolvidos novos métodos

citofiuorométricos, que permi
tem uma determinação quanti
tativa do DNA. Olszewski e

col,'* analisam por este méto
do físico-químico, o DNA em

ralmente associadas às altera

ções citològicas, sendo que
quanto maiores e mais bizarras
as formas, maior intensidade
de coloração de fluorescência
Assim, as células malignas exi
biam um citoplasma variando
do laranja-intenso ao verme-
Iho-flamejante. Os núcleos,
amarelados, na grande maioria
das vezes exibiam um ou mais

nucléolos volumosos, de for

mas bizarras e vermelho-flame-

jantes (Fig. 1 e 2).

DISCUSSÃO

As células dos tumores ma

lignos apresentam caracteres
biológicos intrínsecos, tanto
morfológicoscomo funcionais,
e mesmo físico-químicos. Este
conjunto de variações ou alte
rações essenciais, tem uma im
portância muito grande para o
diagnóstico histopatológico.
Uma vez que não há uma

característica que seja patog-
nomònica de células neoplási-
cas malignas, o diagnóstico
morfológico só pode ser esta
belecido com base em um con

junto de alterações encontra
das muito raramente, ou ex

cepcionalmente, nos outros
processos patológicos. Assim,
certas reações tintoriais, desen
volvidas no decorrer de pesqui
sas cito e histoquímicas, apre-
sentam-se como novos elemen

tos úteis para o reconhecimen
to das células neoplâsicas

Entre estas, encontra-se o
fluorocromo laranja de acridi
na, cuja importância funda
mental está na propriedade de
servir como corante de grande
especificidade para os ácidos
nucleicos, quando se trabalha
dentro de certos limites de pH.
A AO, usada em concentra

ções baixas (0.01 a 0.05%),
com pH aproximadamente de
3 a 8, e em equilíbrio iõnico
constante, permite a identifi
cação simultânea do RNA e

De acordo com o que acaba
mos de assinalar, conclui-se

que o método de fluorescência
pela AO, pode ser considerado
um método cito e histoquími-
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usefu! as a rapid and accurate
screening technique, when the spe-
cialist has cumulativa experience
and good judgment oi some mor-
phological criteria.

In addition, the color shades
obtained by AO may give more de-
tail in respect to metachromatic co
lor differentiation of DNA and

RN A in norma! and abnormal celu

lar elements.

This method may be relevant to
characterize the percentage of cân
cer cells which exhibit celular fluo-

rescence induced by biological mar-
kers o f câncer.
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6.Fig. 2 — Células tumorals malignas com citoplasma  e nucléolos vermelho-
flamejantes, e núcleos amarelo-esverdeados.

CO, que permite apreciar deta
lhes citològicos que caracteri
zam a benignidade ou maligni-
dade celular e que, no estudo
dos receptores hormonais a
comparação de método de
fluorescência entre si torna

mais fácil o cálculo do percen
tual de células receptor-positi-
vas e negativas

SUMMARY

This study concerns appiication
of acridine orange by fluorescence
microscopy in frozen sections of
tissue from malignant human breast
biopsies.

The obtained data, have shown
that since câncer cells are quickly
and easlly distinguished by AO
fluorescency, this method can be
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