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Jardim PTC. Estudo proliferativo dos tumores odontogénicos adenomatéide
e epitelial calcificante a partir da técnica histoquimica do AgNOR e da
imunohistoquimica do PCNA, P 53 e Ki-67. [tese]. Aragatuba: Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP; 2007.

Resumo

O tumor odontogénico adenomatodide (TOA) € um tumor benigno composto de epitélio
odontogénico com uma variedade de padrdes arquiteturais histoldgicos, embebido em um
estroma de tecido conjuntivo maduro e caracterizado por um crescimento lento, porém
progressivo. O tumor odontogénico epitelial calcificante (TOEC) ¢ definido como uma
neoplasia odontogénica epitelial localmente invasiva, caracterizada pela presenca de
material amildide que pode se tornar calcificado. Ambos recentemente reclassificados
pela Organizagdo Mundial da Saude como tumores de epitélio odontogénico, com
estroma fibroso maduro e sem ectomesénquima odontogénico. Com o objetivo de
contribuir para o estabelecimento de tratamentos e progndsticos mais precisos, atraves de
um melhor entendimento do comportamento bioldgico destes tumores, este estudo se
propds aavaliar o potencial proliferativo dos dois tumores que por vezes apresentam
aspectos histologicos coincidentes, utilizando a técnica histoquimica do AgNOR e a
imunohistoquimica de evidenciagdo de PCNA, P53 e Ki-67. Foram utilizados 5
espécimes de cada tumor. A andlise comparativa dos resultados quantitativos/
qualitativos da histoquimica de evidenciagdo das NORs e dos resultados
imunohistoquimicos para os trés anticorpos estudados confirmam o comportamento
patologico neopldsico benigno do tumor odontogénico adenomatdide e do tumor
odontogénico epitelial calcificante. Foi observada distribuicdo positiva do PCNA nas
células epiteliais das areas sélidas e adenomatoides do TOA e nas areas sélidas de células
epiteliais poliédricas do TOEC, o que permite sugerir estes sitios como os responsaveis

pelo crescimento dos respectivos tumores.

Palavras- chave: tumor odontogénico adenomatdide, tumor odontogénico epitelial

calcificante, imunohistoquimica, AgNOR, histoquimica.



Jardim PTC. Proliferative study of the adenomatoid and calcifying epithelial
odontogenic tumors by AgNOR histochemistry and immunohistochemistry
of PCNA, P 53 and Ki- 67. [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual
Paulista Jalio de Mesquita Filho — UNESP; 2007.

Abstract
The adenomatoid odontogenic tumor (OAT) is a benign tumor composed of odontogenic
epithelium in a variety of histoarquitectural patterns, embedded in a mature connective
tissue stroma and characterized by slow but progressive growth. The calcifying epithelial
odontogenic tumor (CEOT) is defined as an epithelial odontogenic neoplasia locally
invasive, characterized by the presence of amiloyd material that may become calcified.
Both were recently reclassified by World Health Organization as tumors of odontogenic
epithelium, with mature fibrous stroma without odontogenic ectomesenchyme. With the
aim of contributing to the achievement of more precise treatments and prognosis, based
on a better understanding of the biological behavior of these tumors, this study proposed
evaluation of the proliferative potential of both tumors that sometimes present similar
histological patterns, using AgNOR histochemistry and imunohistochemical expression
of PCNA, P 53 and Ki- 67. There were analyzed 5 specimens of each tumor.
Comparative analysis of quantitative/qualitative results of the NORs staining and the
histochemical expression results of the antibodies studied confirm the benign neoplastic
pathological behavior of the AOT and CEOT and the positive expression of PCNA
distributed among epithelial cells of solid nodules and adenomatoid structures of AOT
and among the polyhedral epithelial CEOT cells allowed suggest these sites as the

responsible ones for respective tumoral growth.

Key words: adenomatoid odontogenic tumor, calcifying epithelial odontogenico tumor,

imunohistochemistry, AgNOR, histochemistry.
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1 Introdugdo

O Tumor Odontogénico Adenomatdide (TOA) era classificado até pouco
tempo como um tumor de epitélio odontogénico com ectomesénquima odontogénico,
podendo ou ndo apresentar a formagdo de tecido dentario mineralizado.' Estudos
envolvendo melhor conhecimento da genética desses tumores permitiram que em 2005 a
Organizagdo Mundial da Satide (OMS) apresentasse uma atualizag¢@o dessa classificacdo
onde o TOA estd compreendido entre os tumores de epitélio odontogénico com estroma
fibroso maduro e sem ectomesénquima odontogénico, sendo definido como um tumor
odontogénico benigno composto de epitélio odontogénico com uma variedade de padrdes
arquiteturais histologicos embebido em um estroma de tecido conjuntivo maduro e
caracterizado por um crescimento lento, porém progressivo.”

Quanto aos aspectos epidemioldgicos, o TOA representa uma pequena parcela

dos tumores odontogénicos. De uma forma geral, representa porcentagens que variam de

234 5,6,7,8 A

2 ate 7% de todos os casos,”" com predile¢do por jovens e pelo sexo feminino.
escassez de trabalhos nacionais que estabelegam a incidéncia dessas patologias motivou o
estudo retrospectivo de Santos et al.” que realizaram um levantamento e reclassificagio
das lesdes encontradas em seu Servigo de Diagndstico, entre os anos de 1970 e 1999. De
5289 patologias bucais registradas, 127 eram casos diagnosticados como tumores
odontogénicos. Foi observado que mais de 60% das lesdes ocorreram no sexo feminino e
a lesdo mais comumente encontrada foi o odontoma (complexo ou composto), seguido do
ameloblastoma, tumor odontogénico adenomatdide e mixoma. O diagnostico de TOA
ocorreu em 11 casos, 8,67% de todos os tumores, ocorrendo em sete pacientes do sexo
feminino e em 4 do sexo masculino. A segunda década de vida foi a mais afetada, com
idade média de 16,27 anos. A area mais afetada foi a regido anterior da maxila.

Estudos que se restringem a uma faixa etaria especifica podem apontar uma
incidéncia relativa maior desta lesdo. Jones e Franklin'® realizaram um levantamento de
todos os casos histopatologicos que foram analisados entre 1973 e 2002 no Departamento

de Patologia Oral de uma Universidade do Reino Unido e que pertencessem a individuos

de 0 a 16 anos de idade. Os autores puderam observar que os casos de TOA foram os



segundos mais prevalentes nessa faixa etdria, logo apos os odontomas, predominando
entre os 9 e 16 anos de idade. Ajayi et al. > estudaram 92 casos de lesdes 6sseas em
pacientes de até 19 anos, ocorridos entre 1980 e 2003 na Nigéria. Também neste estudo,
o TOA foi o segundo tumor odontogénico mais comum, compreendendo 19,6% dos casos.
Os autores ainda observaram que s@o raros os casos em pacientes menores de 5 anos, com
um predominio entre os 15 e 19 anos, permitindo a conclusdo dos autores de que os
tumores odontogénicos sdo relativamente mais comuns em jovens nigerianos.

A maioria dos tumores ocorre no ter¢o anterior da maxila, sem tendéncia a
atingir grandes propor¢des e, quando presente, a sintomatologia mais relatada ¢ de
abaulamento da cortical vestibular, sem sintomatologia dolorosa e com evolugdo de

(1 11
alguns meses até dois anos.*

Embora raro, o aparecimento de lesdes periféricas ¢
observado.” E comum serem descobertas em exames radiograficos devido 4 tendéncia de
permanecerem como lesdes encapsuladas e de pequenas proporgdes. Casos que
apresentam aumentos volumétricos perceptiveis, como o relatado por Nigan et al. '> onde
uma jovem de 15 anos apresentou abaulamento da regido vestibular da maxila,
estendendo-se por 4cm e ocasionando impaccdo e reabsor¢do de varios elementos
dentarios, sdo raros.

O aspecto radiografico dos tumores odontogénicos adenomatoides pode variar
considerando o envolvimento ou ndo de um elemento dentario. O tipo folicular apresenta-
se na forma de imagem unilocular radiolucida, bem definida, envolvendo a coroa e parte
radicular de um elemento dentario permanente. Na grande maioria das vezes, 0s caninos
sd0 os mais afetados, os quais podem estar deslocados pela lesdo e com um aspecto

semelhante ao de um cisto dentigero."*'*

Quando nao associado a um dente impactado,
¢ denominado de tipo extrafolicular e apresenta-se na forma de lesdo radiolucida
unilocular. Em ambos os casos, a presenca de material radiopaco no interior da lesdo
sugerindo a presenca de tecido mineralizado, ¢ freqiientemente relatado.

O padrdo histologico descrito por Philipsen e Nikai® é o de nodulos sélidos de
células de epitélio odontogénico, cuboidais ou colunares, formando ninhos ou estruturas
semelhantes a rosetas com escasso estroma de tecido conjuntivo. Entre as células

epiteliais € no centro das rosetas ¢ observado material amorfo eosinofilico. Nas areas

celularizadas podem estar presentes estruturas de aparéncia tubular ou de ductos. Essas



estruturas podem ndo estar presentes em todos os tumores. Além da formag¢ao de ductos,
essas células epiteliais colunares e cuboidais formam corddes em arranjos complicados
que freqlientemente exibem invaginagoes. Outro padrio celular descrito € o de nodulos de
células epiteliais eosinofilicas, poliédricas e de aparéncia escamosa com uma distinta
adesdo celular e pontes intercelulares proeminentes. Os nucleos podem ocasionalmente
apresentar pleomorfismo moderado. Esses nodulos podem conter material amorfo
semelhante a amildide e massas globulares de material calcificado.

Areas semelhantes ao Tumor Odontogénico Epitelial Calcificante (TOEC)
podem ser observadas e consideradas como uma variante do TOA. Crivelini '° apresenta
em sua revisdo de literatura relatos de coexisténcia de TOA ¢ TOEC em uma mesma
lesdo. O autor observou trabalhos relatando areas histopatoldgicas de TOEC em lesdes
diagnosticadas como TOA, o que levantou possibilidades como a de serem lesdes com a
mesma origem,16 ou ainda, lesdes combinadas, onde primariamente existiria um TOA
com focos de TOEC."” Mosqueda — Taylor et al.'"® discutem o aspecto denominado de
“tumor odontogénico epitelial combinado” devido a diversos trabalhos que defenderam a
teoria de uma composi¢io entre 0 TOA e o TOEC em muitos casos.'®'*** Os autores
realizaram um estudo multicéntrico envolvendo 44 casos de TOA diagnosticados em 6
servicos de diagndstico de patologia oral do México, Brasil e Guatemala e observaram
que 93% dos casos avaliados apresentavam quantidades variaveis de células epiteliais
poliédricas, com bordas bem definidas, pontes intercelulares facilmente reconheciveis,
substancia intracitoplasmatica homogénea e com tendéncia a calcificagdo. Apesar da
semelhang¢a com o padrao esperado para um TOEC, puderam ser observadas ainda neste
estudo que também existem algumas diferencas dessas areas semelhantes a TOEC,
quando comparadas com o que € visto no TOEC verdadeiro. Essa discussao ja havia sido
desenvolvida por Montes Ledesma et al.! que concluiram que 4reas semelhantes a TOEC
sdo aspectos normais dentro do amplo espectro histomorfologico dos TOAs e que ndo ha
diferenca clinica ou de prognostico entre esses casos e os de TOA padrio.

O Tumor Odontogénico Epitelial Calcificante (TOEC) ¢ definido como uma
neoplasia odontogénica epitelial localmente invasiva, caracterizada pela presenca de

material amildéide que pode se tornar calcificado. Assim como o TOA, sua origem se dé a



partir do epitélio odontogénico, com estroma fibroso maduro e sem ectomesénquima
odontogénico.?

A denominagdo de “Tumor de Pindborg” foi amplamente utilizada, gragas ao
patologista Dinamarqués Jens Pindborg, responsavel pela primeira descri¢cdo desta como
uma patologia distinta.”> Trata- se de tumor raro, contribuindo para aproximadamente 1%
de todos os tumores que ocorrem em pacientes entre os 20 e 60 anos de idade A

2224
32224 sendo

literatura aponta pacientes entre 30 e 50 de idade como os mais acometidos,
incomuns em criangas e adolescentes.”> O TOEC é um tumor que surge sem predile¢io
por sexo e geralmente ¢ encontrado duas vezes mais na mandibula do que na maxila.
Casos extra- 0sseos, embora menos comuns, ja foram relatados.”®*"*%*3% Em uma
analise retrospectiva de 67 casos de TOEC foi observado que a mandibula foi acometida
em 74% dos casos, com predominio na regido posterior. Radiograficamente, o aspecto
predominante foi o de combinagdo entre areas radiolucidas e areas radiopacas, seguido
pelo aspecto radioliicido e uma pequena porcentagem de lesdes unicamente radiopacas.
As lesdes uniloculares associadas a dentes impactados ocorreram em mais de 60% dos
casos.”’ Esse aspecto radiografico variavel é esperado e portanto, de pouca contribui¢io
para o diagnéstico definitivo das lesdes.*

Macroscopicamente, as lesdes excisionadas apresentam o aspecto de tumores
solidos, com quantidade varidvel da material calcificado. O exame histologico revela
estroma fibroso com ilhas e massas de células epiteliais poliédricas com citoplasma
eosinofilico abundante, limites celulares bem definidos e pontes intercelulares bem
desenvolvidas. Os nucleos geralmente sdo pleomorficos, sendo comum encontrar nicleos
gigantes. Figuras mitdticas sdo raras, mas mitoses podem se tornar evidentes nos casos de
transformacdo maligna. Material hialino eosinofilico homogéneo comumente calcificado
e na forma de anéis concéntricos estdo presentes e identificados como material amildide.
A quantidade de material amildide e de celularizagdo sdo variaveis, podendo ocorrer
variacdes sem material mineralizado, principalmente nas lesdes periféricas. Células claras
ricas em glicogénio podem estar presentes dentro dos ninhos epiteliais e em quantidades
variadas.”**®

Apesar de sua invasividade local e comportamento clinico por vezes

relacionado ao do ameloblastoma, lesdes menores sdo enucleadas com bom prognostico,



sendo indicada a ressecc¢do total para as lesdes maiores. Mesmo essas lesdes apresentam
baixo indice de recidiva.>****

De acordo com estudo realizado por Jardim®, a evidencia¢do das regides
organizadoras nucleolares pela Prata (AgNOR) tem levado a importantes discussdes a
respeito do ciclo celular, refletindo o potencial proliferativo dos tecidos, o que pode ter
conseqiiéncias plrognos‘[icas.34’35’36’37 Estudos recentes t€ém aumentado a compreensdo do
surgimento de lesdes malignas, possibilitando também evolugdes no diagnostico das
mesmas ¢ a distingdo entre o comportamento bioldgico compativel ou ndo com a
transformagdo maligna e os graus de malignidade.”®*** Estudos buscando correlacionar
o comportamento clinico dos tumores odontogénicos e a atividade proliferativa de suas
células tém sido propostos com o objetivo de melhorar a compreensdo sobre os mesmos €
contribuir para o estabelecimento de tratamentos progndsticos mais precisos.*'"*

Nessa linha, estudos com a evidenciagdo imunohistoquimica do p 53, PCNA e
Ki-67 tém possibilitado interessantes discussdes. O P53 é um gene associado a
proliferagdo celular. Seu produto protéico é responsavel pelo bloqueio da divisdo celular
na fase G1 do ciclo celular. Esse bloqueio tempordrio permite uma averiguacdo da
fidelidade do material genético duplicado e seu reparo. Caso essa averiguagao seja inibida,
as células mutantes persistem e podem dar origem a tumores malignos. Em condi¢des
normais essa proteina ndo ¢ detectavel, pois sua meia vida ¢ muito curta. No entanto,
altas quantidades de p53 podem ser observadas no cancer bucal, assim como em lesdes
cancerizaveis em transi¢do para malignas.*** O PCNA ¢é um antigeno nuclear anti-
células proliferativas que funciona como um co-fator para a DNA polimerase ¢ na fase S
da divis@o celular e na sintese de DNA durante seu processo de reparo. Esse antigeno ¢
observado em células proliferativas de tecidos normais a neoplasicos, sendo relacionado

45,46

ao ciclo celular. O valor progndstico de sua expressdo € estudado comparativamente

com a expressdo do Ki-67, cuja expressividade € relacionada ao potencial agressivo e ao

Lot ~ - A e 47,48
prognéstico, tanto de lesdes malignas como dos tumores odontogénicos.*”



2 Proposicdo

Diante da preocupacdo de se conhecer e buscar justificativas para o
comportamento patologico dos tumores odontogénicos e visando verificar paralelos entre
o comportamento de dois tumores com aspectos histologicos por vezes coincidentes, ¢
objetivo deste trabalho realizar estudo do potencial proliferativo do tumor odontogénico
adenomatdide e do tumor odontogénico epitelial calcificante, utilizando a técnica
histoquimica da evidenciagdo das AgNORs e da imunohistoquimica de evidenciagdo da

presenca de PCNA, p 53 e Ki-67.



3 Material e Método

Foram utilizados neste estudo 05 espécimes do tumor odontogénico
adenomatodide e 05 do tumor odontogénico epitelial calcificante, dos arquivos do Servigo
de histopatologia da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba — UNESP. As
caracteristicas microscopicas foram descritas em cortes histologicos corados pela
Hematoxilina e Eosina (HE), utilizando-se microscopia dptica.

A histoquimica do AgNOR foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Ploton et al.* ¢ otimizada por Cabrini, et al.”’. Foram obtidos cortes de 3um de cada
espécime, os quais passaram pela desparafinizagdo em xilol por 30 minutos, em estufa a
57°C, seguido por segundo banho de 20 minutos em temperatura ambiente. Foi realizada
hidratacdo crescente, a partir de etanol absoluto, imersdo em acido acético/etanol (30ml
de 4cido acético/ 70ml de etanol), por 5 minutos; imersd@o em celoidina a 1% em éter/
etanol (1/1), durante 1 minuto. Imersdo em etanol a 70% por 5 minutos, seguida de
lavagem com agua destilada. Preparo da solugdo “A” de AgNOR, a partir de 50 ml de
agua destilada, 0,5 ml de 4cido férmico e 1g de gelatina. Essa solugdo foi mantida a 45°C
por uma hora, antes da incubagdo. A solugdo “B” foi obtida a partir de 10ml de agua
destilada e 5g de Nitrato de Prata. As solu¢des foram misturadas no momento da
incubagdo, gotejadas sobre laminas que permaneceram em estufa por 30 minutos, a 45°C.
Os cortes foram entdo lavados ¢ desidratados em concentragdo crescente de etanol, até o
absoluto, clareados em banhos de xilol e montados em permount para andlise em
microscopia otica.

A andlise quantitativa/qualitativa das NORs envolveu o estudo de 100 nucleos
por espécime. A analise quantitativa das NORs e da area média de cada NOR foram
realizadas com objetiva de imersdo (100X) e com o auxilio do programa Leica QWin
(Image Processing and Analysis System), obtendo-se uma contagem de 100 nucleos
celulares por espécime tumoral. A média dos numeros de NORs por célula (N), assim
como a area média por NOR em micrometro quadrado (um”) foram calculadas

utilizando as seguinte equagdes:



N= Numero de NORs A= Area total das NORs

Numero de células Numero de NORs

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se o teste
T pareado, ao nivel de significancia de 5%.

As reagdes imunohistoquimicas foram realizadas pelo método streptavidina-
biotina amplificado(B-AS) na coloragdo dos complexos antigeno-anticorpo por
imunoperoxidase. Os materiais foram submetidos aos anticorpos primarios PCNA, p53 e
Ki- 67. Cortes de 3um de espessura incluidos em parafina foram desparafinados em
banhos de xilol, o primeiro a 60°C por 30 minutos ¢ o segundo a temperatura ambiente
por 20 minutos. A seguir, os cortes foram reidratados em série decrescente de etandis e
imersos em soluc¢do de hidréxido de amonio a 10% para retirada do pigmento formolico.
As laminas com cortes destinados as reagdes com PCNA e P53 foram tratadas com acido
citrico monoidratado (10mM —p PH 6.0), utilizando-se forno de microondas por 12
minutos, verificando o nivel da solugdo a cada 4 minutos, garantindo a imersdo total do
material. Nas laminas destinadas a reagdo com Ki-67 foi realizado o tratamento com
acido citrico em panela de pressdo por 4 minutos. Esses recursos visaram a recuperagao
dos sitios antigénicos. Ap6s lavagem, os cortes foram incubados em solugdo composta de
agua oxigenada a 6% e metanol (1:1), em duas trocas de 5 minutos cada, visando
bloquear a peroxidase enddgena tecidual. A lavagem com agua corrente e destilada foi
repetida e os cortes incubados duas vezes em solugdo de TRIS — PH 7,4, durante 5
minutos cada. Em seguida, foram incubados com o soro primario diluido (tabela — 1)
preparado conjuntamente com o soro de albumina bovina (BSA) a 1%. O anticorpo de
ligacdo foi entdo incubado durante 30 minutos e, em seguida, o complexo streptavidina-
biotina por 30 minutos, ambos em temperatura ambiente. A reagdo de revelagdo foi
realizada com cromoégeno diaminobenzidina (DAB) 30 mg por 5 minutos, diluido em
TRIS — PH 7,4 (100ml) e ativado por dgua oxigenada (1,2ml). Logo em seguida, os cortes
forma lavados em dgua corrente e destilada e contracorados com hematoxilina de Meyer
por 1 minuto. Foi realizada desidratacdo crescente, em cadeia ascendente de etandis,
diafanizacdo em 3 banhos de xilol e montagem em resina permount para exame de

microscopia otica.



Tabela 1 — Anticorpos monoclonais utilizados

Temperatura

Anticorpo Fracdo de Tempo de
Diluigédo incubacio
PCNA* PC 10 1:600 overnight
Ki-67** MMI1 1:200 overnight
P 53* 1:200 overnight

*Dako Corporation

**Novocasta Laboratories Ltda

Consideragdes éticas:

Este trabalho foi apresentado para apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba —UNESP, Processo FOA 2005-

01729, recebendo o parecer favoravel a sua execug¢do em 27 de outubro de 2005,

conforme atestado pelo documento em anexo (Anexo I).



4 Resultado

Resultados histoquimicos com o AgNOR:

As NORs foram visualizadas a microscopia como pontos escuros, variando
em tonalidades de castanho, distribuidas aleatoriamente pelo nucleo que pode ser
visualizado como uma estrutura amarelada. Nas NORs predominaram as formas
arredondada e ovalada, de fécil individualizacdo e variando em nimero/nucleo e didmetro

(Figura 3).

A B
Figura 1 — AgNORs em corte histologico de TOA (A) e de TOEC (B), apresentados como estruturas de forma

arredondada ou ovalada, coloragdo castanha-escura, localizadas no interior dos nucléolos, visiveis

como estruturas de coloragdo amarela. (400X)



A andlise quantitativa de AgNOR por tumor, assim como a area média das

NORs por tumor, estao dispostas na tabela 2 para facilitar a visualizagdo.

Tabela 2 — Resultados quantitativo e qualitativo das AgNORs por tumor

M¢édia de NORs/ Nucleo Média de Area/Nucleo

(nm®)

TOA* 1 1,52 8,04
TOA 2 1,49 4,86
TOA 3 1,29 10,69
TOA 4 1,96 8,24
TOA 5 1,51 11,88
Média TOAs 1,55 8,74
Desvio padrao 0,245 2,713
TOEC**1 1,42 6,51
TOEC 2 1,87 11,58
TOEC 3 1,82 11,44
TOEC 4 1,80 14,77
TOEC 5 1,50 13,21
Média TOECs 1,68 11,50
Desvio padrio 0,206 3,103

*Tumor Odontogénico Adenomatoide

**Tumor Odontogénico Epitelial Calcificante.

Os resultados das reagdes imunohistoquimicas foram registrados como
negativos (-), quando nticleos corados estavam ausentes ou muito escassos; positividade
fraca (£), quando a positividade foi apresentada de forma esporadica e positividade (+),
quando a marcagao estava evidente em varios nucleos por campo.

O PCNA foi expresso de maneira positiva nos 5 casos de TOA, variando de
fraca a evidentemente positiva, com predominio nas areas solidas, nas estruturas

adenomatodides (ductais) e em corddes epiteliais (Figura 2).



Figura 2 — Corte histologico do TOA de niimero 2, onde é possivel verificar a expressado positiva do PCNA
nas células epiteliais das areas solidas e nas estruturas adenomatoides. (400X)

O p53 teve reagdo negativa em 2 dos TOAs e positiva em trés. Embora
escassa € por vezes fraca, a coloragdo pode ser verificada em areas adenomatoides e em

alguns ninhos epiteliais (Figura 3).

Figura 3 — Corte histologico do TOA de numero 2 com expressdo positiva para P53 nas células epiteliais de
areas solidas e nas células epiteliais das estruturas adenomatdides.(400X)

O Ki-67 ndo foi evidenciado em dois casos de TOA, raras marcagdes em um
caso e positividade em dois tumores nas areas solidas de ninhos epiteliais e, por vezes,

nas areas adenomatoides (Figura 4).



A B
Figura 4 — Corte histologico do TOA de niimero 2, A (400X), evidenciando as escassas marcagdes obtidas para a
expressdo do Ki-67 e corte do TOA ntimero 3, B(200X), onde foi possivel observar positividade das

células epiteliais de areas sdlidas.

O PCNA foi positivo ¢ bem marcado em 4 dos Tumores Odontogénicos
Epiteliais Calcificantes (Figura 5) e a marca¢do foi considerada fraca em apenas um

tumor, podendo ser observada nas areas solidas de células epiteliais poliédricas.

Figura 5 — Corte histolégico do TOEC de niimero 4, com expressao positiva, bem marcada, para o PCNA
nas células epiteliais poliédricas de massa tumoral sélida. (400X)

O P53 foi considerado negativo em todos os casos. Apenas dois casos
apresentaram escassas células com discreta e fraca marcagdo. No caso de TOEC de
numero 2 pode ser verificada a positividade em area de acantose do epitélio de
revestimento (Figura 6). A reagdo para Ki-67 também foi negativa para todos os casos de

TOEC analisados neste estudo.



A B

Figura 6 — TOEC de niimero 2, A (400X), area de epitélio de revestimento com expressdo positiva para P53
e area tumoral do mesmo espécime, B(200X), demonstrando auséncia de expressdo do anticorpo
nas células tumorais.

Na Tabela 3 estdao resumidos os resultados imunohistoquimicos de cada tumor
para melhor visualizacdo.

Tabela 3 — Resultados imunohistoquimicos por tumor.

Tumor PCNA P53 Ki67
TOA 1 * - *
TOA 2 + + +
TOA 3 + + +
TOA 4 t - -
TOAS + t -
TOEC 1 + - -
TOEC 2 + - -
TOEC 3 + - -
TOEC 4 + - -
TOEC 5 + - -

TOA: tumor odontogénico adenomatoide
TOEC: tumor odontogénico epitelial calcificante
+: fraca positividade

-: negativo

+: positivo




5. Discussao

O estudo das Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) parte do principio
de que a condensacdo das cromatides em cromossomos esta entre as mudangas que
marcam o inicio da divisdo celular. As constricdes secunddrias que surgem nesses
cromossomos ddo origem a por¢des menores denominadas de satélites e estes sdo
associados a formagdo de nucléolos. Os nucléolos por sua vez, surgem apenas em locais
especiais de cromossomos especificos. Em um organismo dipléide, é de esperar que os
dois cromossomos estejam presentes na célula em divisdo. Esses locais especiais sdo as
regides organizadoras nucleolares. A sintese protéica depende diretamente da presenga do
nucléolo, parte critica e essencial a translacdo da informacdo armazenada nos genes. Essa
estrutura ndo ¢ visivel nos exames histopatologicos de rotina. A presenca abundante de
uma proteina denominada nucleolin no interior dos nucléolos é que possibilita a
visualizagdo das NORs no exame em questdo, pois essa proteina cora com a Prata.”*

O tamanho dos nucléolos reflete a taxa de producéo ribossomal, ou seja, a taxa
total de sintese protéica envolvida, quer no processo de crescimento celular, quer no
processo de secre¢do de proteinas. Esse fato explica a importancia dessa estrutura nas
células de crescimento rapido e/ou com grande produgdo de proteinas.”> O numero de
AgNORs ndo sé estaria relacionado a atividade do gene cromossomal, mas por
conseqiiéncia estaria também relacionado a proliferagdo celular, com possiveis
implicagdes progndsticas. O numero de AgNORs em qualquer estagio do ciclo celular
parece ser inversamente proporcional ao tempo desse ciclo, ou seja, quanto maior a
quantidade de NORs, menor o tempo para o ciclo celular, o que reflete aumento na taxa
de proliferacdo celular.’**” Os estudos de Costa® e¢ Hanemann®’ sobre carcinomas
epidermoides evidenciaram relacdo positiva entre o numero de NORs e o aspecto das
mesmas com o indice proliferativo e a diferenciagdo dos tumores, onde os mais
indiferenciados apresentaram NORs menores, mais intensamente coradas e numerosas,
atingindo a média de 10,08 NORs/ntcleo. Costa™® observou ainda, haver correlagio entre
a positividade celular para os marcadores Ki-67 ¢ PCNA e o nimero de NORs. > Em
nosso estudo, a média de 1,55 NORs por nucleo para TOA e de 1,68 para o TOEC, as

quais, em conjunto com as respectivas médias de areas nucleares ocupadas pelas NORs,



indicam baixo indice proliferativo. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de
Medeiros et al.*'que estudaram o indice proliferativo de sete TOAs a partir da técnica do
AgNOR, com médias variando de 1,45 até 2,64, indicando um baixo indice proliferativo,
dentro do comportamento esperado para lesdes neoplésicas benignas. Do Carmo e Silva®,
ao estudarem o ameloblastoma e o TOA, verificaram que ndo ha diferenca significativa
entre o numero de NORs dos dois tumores, apesar do comportamento infiltrativo distinto
e localmente invasivo do ameloblastoma. Estando o ntimero de NORs associado ao
potencial proliferativo dos tumores, outros fatores estariam contribuindo para a diferenga
de comportamento patolégico.**

Todos os tumores odontogénicos adenomatdides apresentaram positividade
para o PCNA, predominando uma forte marcagao nas células epiteliais das areas solidas e
nas células colunares das estruturas adenomatdides. Mesmo nos dois tumores que
apresentaram fraca positividade, foi possivel identificar células epiteliais positivas nas
areas solidas e em corddes epiteliais. Esses resultados se aproximam dos obtidos por
Crivelini et al.* que ao estudarem 8 casos de TOA puderam observar expressio do
PCNA de fraca a forte em todos os casos estudados, com predominio nas células
epiteliais das areas solidas, estruturas adenomatdides e nas células cubicas e poliédricas
dos corddes e ausentes nas células fusiformes e estreladas dispersas nas areas solidas. A
positividade das células epiteliais do TOA para o PCNA também foi registrada por
Barboza et al.* No entanto, os autores alertam para a possibilidade da expressio estar
relacionada ndo s6 a maior proliferagdo celular, mas também estar relacionada aos
mecanismos de reparo de DNA e também ao tempo de vida média do antigeno, maior do
que o tempo do ciclo celular. Foi encontrado apenas um trabalho na literatura em que ¢
relatada negatividade para a expressio de PCNA em TOA. Yamamoto™® realizou um
estudo comparativo entre o fibroma ameloblastico, o fibro-odontoma ameloblastico,
odontoameloblastoma e TOA. Os autores relataram positividade para o PCNA apenas no
odontoameloblastoma e no fibroma amelobléstico. Vale ressaltar que o estudo envolveu
apenas um caso de TOA.

A positividade para o P53, mesmo que fraca, observada na maioria dos TOAs
avaliados neste estudo difere dos resultados encontrados por Crivelini et al.*’, mas é

, 44 .
compativel com os achados de Barboza et al™™ em que todos os oito tumores apresentaram



positividade, com fraca marcagdo. Além da escassez de trabalhos, os autores acreditam
que comparagdes entre os resultados com P53 tornam-se dificeis devido a variagdes na
técnica, pois a ndo recuperacdo antigénica em microondas pode afetar o indice de
marcacao.

O Ki-67 ndo foi detectado em dois casos de TOA, raras marcacdes foram
observadas em um espécime e positividade foi observada em algumas areas solidas e
estruturas adenomatdides de dois tumores. Leon et al.® avaliaram 39 casos de TOA e
também puderam observar baixa positividade para o Ki-67 nos casos estudados, o que
reflete uma baixa atividade proliferativa para os tumores. Conforme pode ser visualizado
na Tabela 3, os dois tumores que apresentaram fraca positividade para o PCNA também
foram aqueles que apresentaram negatividade, ou fraca positividade para o p53 e para o
Ki-67, sendo que o inverso também foi verdadeiro. Os tumores que apresentaram
marcagdo expressiva para 0 PCNA foram aqueles que apresentaram maior positividade
para os dois outros anticorpos estudados. Esse fato pode sugerir uma diferenca de
comportamento proliferativo entre as lesdes, ainda dentro dos limites esperados para
tumores desta natureza. Futuros trabalhos correlacionando o comportamento clinico das
lesdes, a longo prazo, com a evidenciagdo imunohistoquimica de marcadores de
proliferacdo poderdo confirmar se essa diferenca se reflete no comportamento das lesdes
e no prognostico dos pacientes.

Todos os casos de TOEC apresentaram positividade para o PCNA, sendo
expressiva em quatro dos tumores estudados e fraca em apenas um dos casos. J& o p53
ndo foi detectado nas areas tumorais. No entanto, a marcag¢do positiva no epitélio de
revestimento fornece um controle positivo para a reacdo. O mesmo resultado ocorreu com
o Ki-67, indicando um baixo potencial proliferativo para as lesdes, o que reafirma o
comportamento patoldgico benigno e pouco agressivo esperado para esses tumores. A
literatura mundial deixa clara a raridade dos Tumores Odontogénicos Epiteliais
Calcificantes, o que se reflete também nos raros trabalhos disponiveis envolvendo

estudos proliferativos desta patologia.



6 Conclusdo

A analise comparativa dos resultados quantitativos/qualitativos da
histoquimica de evidenciagdo das NORs e dos resultados imunohistoquimicos para os trés
anticorpos estudados confirmam o comportamento patolégico neoplasico benigno do
tumor odontogénico adenomatoide e do tumor odontogénico epitelial calcificante e a
distribuicdo positiva do PCNA nas células epiteliais das areas solidas e adenomatdides do
TOA e nas areas solidas de células epiteliais poliédricas do TOEC permitem sugerir estes

sitios como os responsaveis pelo crescimento dos respectivos tumores.
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