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RESUMO

A identificacdo da atividade proliferativa em cistos e tumores odontogénicos
tem sido apontada como um importante ponto na avaliagdo do comportamento biol6gico entre
diferentes lesdes. O Antigeno Nuclear de Células Proliferantes (PCNA) e o Ki-67 sdo o0s
marcadores moleculares mais utilizados na deteccdo de células proliferantes. Mutagdes no
gene supressor tumoral p53 podem produzir proteinas mais estaveis, porém com alteraces
mitotica. A maior estabilidade da p53 mutada possibilita sua deteccdo imunohistoquimica e
esta técnica tem sido utilizada para avaliagdo do comportamento bioldgico de lesdes
neoplasicas e cisticas. O Cisto Dentigero (CD), Queratocisto Odontogénico (QO) e o
Ameloblastoma Unicistico (AU) séo lesdes benignas originarias de disturbios na formacédo do
dente. Apesar das semelhancas clinicas e radiograficas, estas lesdes possuem um distinto
comportamento bioldgico, sendo 0 QO e o AU as lesdes mais agressivas e que podem
recidivar quando submetidos a tratamento conservador. O presente trabalho teve por objetivo
estudar, por imunohistoquimica, a expressdo das proteinas PCNA, Ki-67 e p53 mutada em
quinze QOs, dez CDs e cinco AUs. A média da percentagem de células PCNA" e Ki-67"
documentadas no forro epitelial dos Queratocistos (46,4 e 13,7%) foi significativamente
maior que a dos Cistos Dentigeros (26,2 e 7,9%). Os AUs apresentaram média de marcacao
para o PCNA (35,9%) estatisticamente semelhante a observada nos QOs (P=0.136), mas, com
relagdo ao Ki-67 (24,4%), os AUs tiveram maior indice de marcacdo. Apesar de ambos
marcadores serem utilizados na deteccdo de proliferacdo celular foi observada uma maior
média de células marcadas para o PCNA em todas amostras. Trinta e trés por cento dos casos
de Queratocistos apresentaram positividade para a p53. Apenas um caso de Cisto dentigero
foi positivo. Nao houve detecgdo em nenhum caso de Ameloblastoma Unicistico. Apesar da
deteccdo da proteina p53 por imunohistoquimica ser considerada a variante mutada, o carater
clinico benigno destas lesbes sugere uma maior estabilidade desta proteina na sua fungédo de

reparo.

Palavras Chave: imunohistoquimica, PCNA; Ki-67, p53; Queratocisto Odontogénico; Cisto

Dentigero; Ameloblastoma Unicistico.



ABSTRACT

The identification of the proliferative activity in cysts and tumors has been pointed as
an important aspect in the avaliation of the biologica behavior among different lesions. The
proliferating cells nuclear antigen (PCNA) and the Ki-67 are the most used molecular markers
in detection of proliferating cells. Mutations in p53 tumor suppressor gene can produce more
stable protein, however with loss of function. The greater stability mutation p53 allows its
immunohistochemical detection and this technique has been used in avaliation of biological
behavior of neoplasic and cystic lesions. The dentigerous cysts (CD), odontogenic keratocyst
(QO) and the unicystic ameloblastoma (AU) are benign lesions that have its origin in disturbs
in the tooth formation. Despite the clinical and radiografic similarity, these lesions have a
distinct biological behavior. Betwen then, QO and AU are the most aggressive lesions and can
recur when submitted to conservative treatment. The present work has the objective of
studing, through immunohistochemical, the expression of PCNA, Ki-67 and p53 in 15 QOs,
10 CDs and 5 AUs. The average of the percentage of PCNA+ and Ki 67+ cells countained in
QOs (46,4 and 13, 7%) was significanting higher than the CD (26,2 and 7,9%). The AUs
presented the labeling index for the PCNA (35,9%) statistically similar to that observed in
QOs (P=0136), however, compared to Ki-67 (24,4%), the AUs had a bigger labeling index.
Although both markers have been used in detection of cell proliferation, a larger average of
marked cells for the PCNA it was observed in all the samples. Thirty three percent of the
keratocyst cases presented a positivety for the p53. Only one case of dentigerous cysts was
positive. It wasn’t any case of unicystic ameloblastoma. Although the detection of the protein
p53 for immunohistochemical be considered a mutated variation, the benign clinical behavior

of these lesions suggest a larger stability of this protein in it’s repair function.

Keywords: immunohistochemical; PCNA; Ki-67; p53; odontogenic keratocyst; dentigerous

cysts; unicystic ameloblastoma.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AgNORs = Regides Organizadoras Nucleolares;
ASM = Ameloblastoma Solido Multicistico;

AU = Ameloblastoma Unicistico;

CD = Cisto Dentigero;

CR = Cisto Radicular;

HE = Hematixilina e Eosina;

PCNA = Antigeno Nuclear de Células Proliferantes;
QO = Queratocisto Odontogénico;

SCNB = Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular.
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INTRODUCAO

O Cisto Dentigero (CD), Queratocisto Odontogénico (QO) e o Ameloblastoma
Unicistico (AU) sdo lesdes benignas originarias de distdrbios na formacdo do dente. Estas,
segundo a Organizacdo mundial de Saude, pertencem a dois grupos de lesdes odontogénicas,
sendo o AU classificado como um tumor benigno e as outras duas como cistos de
desenvolvimento.

Além da origem, estas lesGes possuem aspectos clinicos e radiogréficos comuns,
pois geralmente manifestam-se como lesdes nodulares, assintomaticas, que podem atingir
grandes dimens@es provocando assimetria facial. Radiograficamente podem ser observadas,
na maioria dos casos, areas radiollcidas uniloculares associadas a um dente incluso.

Apesar das semelhancas, estas lesdes possuem um distinto comportamento
clinico, sendo 0 QO e o AU as lesbes de mais agressivas e que podem recidivar quando
submetidos a tratamento conservador. Os CDs sdo lesbes menos agressivas, mas também tém
grande importancia por ser o0 mais comum cisto de desenvolvimento e também ha relatos da
transformacéo destas lesdes em ameloblastomas (Gardner & Corio, 1984).

Em virtude destas caracteristicas, estudos tém sido realizados para uma melhor
caracterizacdo e compreensdo do comportamento bioldgico destas leses (Li et al., 1994; Li et
al., 1995; Lobardi et al., 1995; El Murtadi et al., 1996; Lo Muzio et al., 1999; Piattelli et al.,
2002). Neste sentido, analises clinicas, histopatolégicas, histoquimicas e imunohistoquimicas

tém contribuido de forma importante como pode ser verificado no texto que se segue.

2.1- Aspectos Gerais

2.1.1-Cisto Dentigero

O Cisto Dentigero (CD), também chamado de cisto folicular, € um cisto de
desenvolvimento que se origina da separacdo do foliculo da coroa de um dente incluso
(Cawson et al., 1997; Everson & Scully, 1995; Reichart & Philipsen, 2000). Benn et al.

(1996), defendem a existéncia de dois tipos de CD, sendo um de desenvolvimento e outro de

14



natureza inflamatoria. Neste Gltimo, a causa da separacao do epitélio reduzido do esmalte da
coroa dental seria 0 exsudato inflamatério de uma lesdo periapical em um dente deciduo néo
vital. E o segundo tipo mais comum de cisto odontogénico, compreendendo cerca de 20% de
todos os cistos dos maxilares (Neville et al., 1995). Bodner (2002), realizou um estudo para
avaliar a frequéncia das lesbes cisticas em criancas e observou que o CD foi o cisto mais
prevalente, representando 45% do total dos casos estudados.

Embora os CDs possam envolver qualquer dente incluso, os mais acometidos séo
o0s terceiros molares inferiores e 0s caninos superiores. A incidéncia mais elevada ocorre
durante a 2% e 3% década de vida, sendo notada uma ligeira predilecdo pelo sexo masculino
(Regezi & Siculba, 1999). Geralmente a lesdo € Unica, mas casos de lesdes maltiplas ja foram
documentados como o relatado por Sands & Tocchio (1998), onde os autores diagnosticaram
quatro CD em um mesmo paciente.

Bento et al. (1996), realizaram um estudo epidemiol6gico sobre cistos
odontogénicos no qual foram catalogadas 446 lesdes. O CD foi a segunda entidade patoldgica
de maior frequéncia representando 21,5% do total, com predominancia pelo sexo masculino
(60,4%) e prevaléncias nas trés primeiras décadas de vida. As localiza¢cBes mais freqlientes
foram a regido anterior da maxila e posterior da mandibula.

Esta lesdo, em geral, é assintomatica, sendo a auséncia do dente acometido o
unico indicio da possivel formacdo do CD. S8o leses que podem aumentar
consideravelmente de tamanho, nestes casos levando a expansdo éssea de forma indolor na
regido afetada. Radiograficamente apresentam-se como radiotransparéncia unilocular
associada a uma coroa de um dente incluso (Cawson et al., 1997; Tsukamoto et al., 2001).

Sob o ponto de vista microscopico é observada uma capsula de tecido conjuntivo
fibroso arranjado frouxamente e com quantidade consideravel de glicosaminoglicanos e
mucopolissacarideos (Everson & Scully, 1995; Regezi & Siculba, 1999). Pequenas ilhas de
epitélio odontogénico inativo podem estar presentes na capsula fibrosa (Everson & Scully,
1995). O forro epitelial estratificado pavimentoso tende a ter duas a quatro camadas de
espessura e a jungdo entre os tecidos epitelial e conjuntivo é geralmente de superficie plana
(Reichart & Philipsen, 2000). Nos casos em que h& inflamagdo cronica ou infeccéo
secundaria, uma hiperplasia do epitélio pode ser notada. Os CD de longa duracdo podem
conter areas de queratinizacdo ou de alteracbes pré-malignas do seu revestimento epitelial
(Sapp et al., 1997). (figuras 1, 2, 3,4 e 5)
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Figura 1 e 2 — HE (40x), Forro epitelial estratificado circundado por uma capsula de
tecido conjuntivo denso. Uma parte do epitélio desprendeu-se e esta no interior do limen
cistico.

Figura 3 - HE (100x), Revestimento || Figura 4 — HE (400x), Revestimento epitelial

apresentando um epitélio escamoso fino, || estratificado com células basais cubicas
sem formac&o de projecdes, e uma cédpsula || suprabasais pavimentosas.
de tecido conjuntivo denso.

e

Figura 5 - HE (400x),
Revestimento consiste de
epitélio estratificado
relativamente plano, sem
celulas inflamatorias no
tecido conjuntivo

subjacente.
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Ocasionalmente observam-se células mucosas no revestimento epitelial deste
cisto. Este achado tem sido referido como metaplasia de células mucosas (Galvao & Souza,
2000).

Apesar de ser uma lesdo benigna e geralmente assintomatica, os CDs devem ser
tratados, pois possuem crescimento continuo, podendo comprometer estruturas nobres
adjacentes. A maioria dos CDs é tratada atraves da enucleacdo cirurgica com exodontia do
dente associado. Em lesdes de grandes dimensdes, a enucleacdo pode ser precedida por uma
marsupializagdo na tentativa de diminuir o tamanho da leséo, possibilitando um melhor
restabelecimento da &rea acometida pela lesdo e evitando complicacdes como fraturas
patoldgicas e traumatismos a estruturas nobres (Sapp et al., 1997; Regezi & Siculba, 1999;
Parizotto et al., 2001). A preservacdo do dente envolvido pela lesdo é descrita em varios
trabalhos, principalmente em criancas, devido a forga eruptiva e a evolucdo mais rapida do
reparo 6sseo. O tracionamento ortoddntico pode auxiliar no posicionamento dental,
possibilitando o restabelecimento estético e funcional (Murakami et al., 1995; Fortin et al.,
1997; Martinez-Pérez & Varela-Morales, 2001).

As complicagbes potenciais de um CD ndo tratado sdo de significado
consideravel. Relatos literarios documentaram a transformacdo do forro epitelial do CD em
tumor benigno, como o ameloblastoma (Gardner & Corio, 1984; Piattelli et al., 2002),
neoplasias malignas (Roofe et al., 1999; Olson et al., 2000) e casos de metastases de
carcinomas em CD (Manganaro et al., 1997). Holmund et al. (1991), relatam trés casos de
ameloblastoma sélido intradsseos que se desenvolveram em locais onde previamente havia
sido realizada remocédo de lesdo cistica odontogénica: dois Cistos Radiculares e um Cisto
Dentigero. Silveira et al. (1993), destacam em seu trabalho a importancia de submeter todos
0s suspeitos CD ou lesdes unicisticas ao diagnostico histopatoldgico, pois assim poderia ser
descartado algum componente ou mudanc¢a ameloblastica em fase inicial.

Varios autores (Liet al., 1994; Liet al., 1995; Ogden et al., 1992) em estudos para
avaliar a capacidade de proliferacdo celular de cistos e tumores odontogénicos, mostraram em
seus trabalhos que o CD apresenta comportamento bioldgico semelhante ao de outros cistos
odontogénicos como o cisto radicular. Foi observado também que o CD apresenta menor
indice de proliferacdo celular que o Ameloblastoma Solido, Ameloblastoma Unicistico e o

Queratocisto.
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2.1.2-Ameloblastoma:

O Ameloblastoma é uma neoplasia odontogénica benigna que tem morfologia
semelhante ao germe dentario em desenvolvimento na fase de capuz. Esta lesdo tem maior
potencial de crescimento e acomete principalmente adultos de meia idade, com predilecéo
pela regido posterior de mandibula (Barbachan, 1985; Fonseca et al., 1986; Reichart et al.,
1995; Sassi et al., 2001). Dentre os tumores odontogénicos, que sdo lesdes raras, 0S
ameloblastomas representam 30,7% dos casos (Santos et al., 2001).

Baseado principalmente no comportamento clinico e prognostico, trés tipos de
ameloblastomas podem ser distinguidos: 1- o “convencional ou cléssico”, intra-6sseo, solido
ou multicistico (ASM); 2- o ameloblastoma unicistico (AU) ou cistogénico; e 3-
ameloblastoma periférico. Philipsen & Reichart (1998), relatam que o ameloblastoma
desmoplasico, descrito atualmente como “classico ou convencional”, pode vir a ser
qualificado como um quarto subtipo de ameloblastoma pelo seu comportamento bioldgico,

aspecto radiogréafico e histopatologicos unicos.

2.1.2.1-Ameloblastoma Unicistico

Ainda hoje ha muita discussdo e controveérsia sobre a etiopatogénese do AU
sendo que as principais hipdteses sdo: 1- transformacdo ameloblastica do epitélio reduzido de
esmalte e subseqiiente desenvolvimento cistico; 2- degeneracdes cistica e subsequente fuséo,
formando um cisto Unico, em ameloblastomas solidos; 3- transformacgdo amelobléstica do
revestimento epitelial de um cisto odontogénico (Gardner & Corio, 1984; Holmlund et al.,
1991; Piattelli et al., 2002).

Dentre os cistos odontogénicos, os que tém maior potencial de transformacéo
ameloblastica sdo o CD e 0 QO (Donato et al., 1996; Sapp et al., 1997; Piattelli et al., 2002).
Além destes, outros cistos odontogénicos sdo também relatados na literatura como no caso
publicado por Lee, (1970) onde observou evidéncias de um ameloblastoma associado ao forro
de um cisto residual de origem radicular.

O AU ocorre geralmente em paciente na faixa etaria dos 16 aos 20 anos, podendo,

no entanto, ser observado também em pacientes mais jovens. Esta lesdo compreende 10 a
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15% de todos os ameloblastomas intradsseos (Neville et al., 1995). O principal sinal clinico é
a expansao da area acometida sem sintomatologia significante, 0 que torna mais comum seu
achado em radiografias de rotina. A localizacdo mais comum é a mandibula mostrando
significante predominancia pela regido de corpo e ramo (Regezi & Siculba, 1999; Li et al.,
2000; Rosenstein et al., 2001; Al-Khateeb et al., 2003). Azoubel et al. (1997), relataram um
caso de AU na regido anterior da mandibula, onde a principal queixa da paciente era dor local
provocada pela compressdo direta do nervo mentoniano.

O aspecto radiografico é o de uma lesdo radiotransparente, geralmente, unilocular
bem delimitada, mas, em algumas ocasides, as margens podem estar festonadas e apresentar
loculacdes (Roos et al., 1994; Donato et al., 1996; Li et al., 2000; Elias et al., 2001; Al-
Khateeb et al., 2003). Dentes impactados sdo frequentemente associados ao AU (52 a 86%)
dificultando o diagndstico diferencial com o CD. O terceiro molar mandibular é o dente
impactado mais comumente associado a este tumor (Reichart & Philipsen, 1998; Li et al.,
2000; Al-Khateeb et al., 2003). Roos et al. (1994), documentaram que 43% dos casos de AU
provocavam reabsorcao radicular nos dentes que margeavam as lesdes.

Em uma visdo histopatoldgica, é observado que a lesdo possui uma céapsula de
tecido conjuntivo fibroso, denso, uniforme, rodeando um Idmen cheio de liquido. O
revestimento epitelial é geralmente de espessura uniforme e tem uma camada basal de células
em palicada, ligeiramente hipercromatica, apresentando polarizacdo invertida no seu nucleo.
As camadas seguintes mostram-se dispostas frouxamente e lembram o reticulo estrelado do
6rgdo do esmalte (Aradjo & Araujo, 1984; Sapp et al., 1997; Martins et al., 1999; Li et al.,
2000). (figura 6, 7 € 8)

Os AU sdo classificados de acordo com Philipsen e Reichart (1998) em lesdes do
grupo 1, quando a lesdo limita-se ao forro epitelial; grupo 1,2- caracterizado por um ou mais
nodulos tumorais que se projetam do limite epitelial para a luz do cisto; grupo 1,3- quando
ocorre invasao da capsula cistica por células tumorais; e grupo 1,2,3- quando ha projecéo para

a luz e para a capsula. (tabela 1)
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Tabela 1 — Subtipos histologicos do AU Figura 6- Esquema do AU

Grupo Interpretacéo -
1 Simples AU **
3
»*
1,2 Simples e intraluminal AU
1,3 Simples e intramural AU
= Cavidade cistica.
1,2,3  Simples, intramural e intraluminal AU el epitelial.
= Cépsula.

* Tabela e figura adaptadas de Philipsen & Reichart (1998).

Com relacdo as variantes histopatologicas € relatado na literatura que
aproximadamente dois tercos dos AU apresentam invasdo ameloblastomatosa na capsula
cistica, e que, a maior parte destas, é representada por lesbes ndo associadas a impaccao
dental. Ja as lesGes com proliferacdo intraluminal sdo duas vezes mais freqlientes em lesGes
relacionadas a um dente incluso (Philipsen & Reichart, 1998). Roos et al. (1994), avaliaram
histopatologicamente trinta AU e destes, onze apresentavam invasao da capsula, quatro casos
mostravam proliferagdo intramural e em quinze espécies o tumor limitava-se ao forro
epitelial.

A bidpsia incisional pré-operatéria € um passo importante para se estabelecer o
correto diagnostico do AU, visto que os dados clinicos e imagioldgicos ndo sdo suficientes.
Apos a sua remocao cirdrgica da lesdo, é necessario um estudo em cortes seriados da peca
completa, pois a bidpsia incisional pode ndo ser representativa quanto a classificacdo do AU.

Os AUs sdo facilmente diagnosticados quando seu revestimento epitelial
apresenta caracteristicas tipicamente ameloblasticas. Ha, entretanto, na literatura casos de AU
cujo limitante apresentou metaplasia escamosa e o epitélio possuia varias camadas de células
escamosas nao queratinizadas. Nestes casos, a diferenciagdo de cistos odontogénicos, como 0
Cisto Residual e Cisto Dentigero, torna-se problematica (Roos et al., 1994; Coleman et al.,
2001).
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Figura 7 — HE (40x), O cisto é limitado por Figura 8 — HE (40x), As células epiteliais

epitélio ameloblastico. acima da camada basal sdo dispostas
frouxamente e lembram o reticulo
estrelado.

Figura 9 — (A) HE - 40x, Proliferacdo intraluminal de epitélio ameloblastico, que se
assemelha a um ameloblastoma do tipo plexiforme. (B) HE - 100x, Maior aumento da
projecdo inrtaluminal (Subtipo intraluminal).

Figura 10 — HE (100x), Ilhas de
epitélio ameloblastico infiltrando
a capsula cistica (Subtipo
intramural).
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Coleman et al. (2001) e Altini et al. (2000), relatam em seus estudos que a
caretina (proteina de 29 kDa que possui ligacdo com o célcio) é expressa somente em
Ameloblastomas indicando que ela pode ser considerada um marcador especifico para tecidos
ameloblasticos, ndo sendo notada nos cistos odontogénicos como o Queratocisto
Odontogénico, o Cisto Residual e o Cisto Dentigero. As areas de epitélio ndo especifico e
com caracteristicas ameloblasticas mostram marcacgéo positiva para a caretina.

O tratamento do AU depende do padrdo histopatoldgico. Quando esta presente
um padrdo intraluminal ou luminal, € geralmente empregado a enucleacéo cirargica. (figura 9)
Se a lesdo contiver um componente mural que se estende até o nivel de contato com 0 0sso,
sera necessario fazer uma resseccdo marginal para garantir total remocdo da lesdo (Regezi &
Siculba, 1999 Li et al., 2000; Rosenstein et al., 2001; Piattelli et al., 2002). (figura 10)

Nakamura et al. (2002), relataram que a marsupializacdo prévia e a enucleagdo
sdo manobras efetivas para a reducdo do tamanho dos ameloblastomas cisticos. Os autores
realizaram a marsupializacdo em 31 pacientes, sendo 19 unicisticos e 12 ameloblastomas
multicisticos. Os resultados foram tidos como efetivos ou extremamente efetivos (quatro
lesbes foram tratadas, com éxito, somente com marsupializacdo) em 74,2% dos casos e
apenas em oito lesGes ndo foi documentado diminuicdo em suas dimensfes. Donato et al.
(1996), documentaram um caso de Ameloblastoma originado em um CD onde o tratamento

realizado foi a marsupializacdo, que proporcionou reducéo da leséo, seguida de enucleacéo.

2.1.3-Queratocisto Odontogénico

O QO € um cisto de desenvolvimento que acomete unicamente o complexo
maxilomandibular e corresponde de 5,4 a 18,7% de todos os cistos odontogénicos (tabela 2).
E uma lesdo derivada dos restos funcionais da lamina dentéria ou de hamartias basocelulares
(Regezi & Siculba, 1999; Ezsias, 2001). O comportamento bioldgico dessa lesdo se assemelha
a um neoplasma benigno (Ahlfords et al., 1984; Zachariades et al., 1985; Sapp et al., 1997;

Wang et al.,, 1998; Shear, 2002a). Seu crescimento pode estar relacionado com fatores
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inerentes do epitélio e/ou de atividade enzimatica da capsula cistica, além do gradiente de

pressdo osmotica (Scharffetter et al., 1989).

Tabela 2. Freqiiéncia de QOs em varios estudos.

Autores Total de cistos odontogénicos QO %
Barnnon et al. (1976) 2972 312 105
Ahlfors et al. (1984) 5914 319 5.4
Woolgar et al. (1987) 243 16 6.6
Kondell et al. (1988) 531 29 5.4
Silva et al. (2001) 1917 172 9
Ledesma-Montes et al. (2000) 304 57 18.7
Total 11881 905 7.6

Os QOs podem ser encontrados em pacientes de qualquer idade, porém 60% dos
casos ocorrem na 2% 3% e 4° década de vida (Neville et al., 1995). Alguns estudos, como o
realizado por Stoelinga et al. (2001), mostram que esta lesdo pode apresentar maior
frequiéncia em duas faixas etarias, entre a 2* e a 4° e entre a 6° e a 8° década de vida. Lesdes
diagnosticadas em criancas sdo, com freqiiéncia, associadas a Sindrome Nevdide dos
Carcinomas Basocelulares (Neville et al., 1995).

O QO se desenvolve praticamente em qualquer ponto dos maxilares, sendo que
em 2/3 dos casos acomete a mandibula, preferencialmente na regido de corpo e ramo
(Barnnon & Colonel, 1976; Zachariades et al., 1985; Woolgar et al., 1987; El-Hajj &
Anneroth, 1996; Hsun-Tau, 1998; Regezi & Siculba, 1999; Ali & Baughman, 2003). Hsun-
Tau (1998), avaliou 70 casos de QOs, destes, 48 (68,5%) foram encontrados na mandibula,
dos quais 35 ocorreram na regido posterior e 9 acometem a regido anterior e posterior, e 37
pacientes apresentavam 46 lesdes associadas a dentes inclusos. Ahlfords et al. (1984),
observaram 319 QOs em 255 pacientes, a maioria das lesdes acometia a mandibula (75%) e
destas, 95% ocorriam em regido posterior aos caninos.

Lesdes de pequenas dimensdes sdo freqlientemente assintomaticas, sendo
somente diagnosticada com um exame radiogréafico de rotina. O QO tem um notavel potencial
de crescimento, invadindo inicialmente os espacos medulares no sentido antero-posterior. A
expansao 6ssea ocorre em lesdes de grandes dimens@es. A infec¢do secundaria pode provocar
dor, tumefacdo e, em alguns casos, drenagem (Barnnon & Colonel, 1976; Zachariades et al.,
1985; Woolgar et al., 1987; Hsun-Tau, 1998; Gil et al., 2000; Tsukamoto et al., 2001).
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Radiograficamente apresenta-se como uma radiotransparéncia bem circunscrita
com margens regulares e limites radiopacos delgados, multiloculagcdes podem estar presentes
e tendem a ser vistas em lesbes maiores (Barnnon & Colonel, 1976; Gil et al., 2000; Ezsias,
2001). Em 25 a 40% dos cistos, um dente incluso mostra-se envolvido na lesdo (Neville et al.,
1995). Outros achados incluem deslocamento dental, mobilidade dental, reabsorcéo radicular,
divergéncia radicular e extrusdo dental (Ahlfords et al., 1984).

Na microscopia convencional, o QO, frequentemente, revela um forro estreito,
uniforme e corrugado, do tipo pavimentoso estratificado paraceratinizado com seis a dez
camadas de espessura. A camada basal é composta de células colunares ou cubicas, dispostas
em palicada, polarizada, muitas vezes com hipercromatismo e a interface epitélio/conjuntivo é
plana. A cépsula conjuntiva bem vascularizada, fina e fridvel, em geral, é livre de inflamacéo
(Barnno &, Colonel, 1976; El-Hajj & Anneroth, 1996; Regezi & Siculba, 1999). (figuras 11,
12, 13, 14, e 15) Outras caracteristicas que podem ser observadas incluem revestimento
formado por focos de epitélio ortoceratinizado, cristas epiteliais, restos de epitélio
odontogénico, formacdo de cistos satélites na capsula cistica, além da presenca de infiltrado
inflamatdrio de ocasional a intenso (Barnnon & Colonel, 1976; Sapp et al., 1997). (figura 16)
Formatora et al. (2001), relataram um caso de metaplasia cartilaginosa na capsula de um QO.

Os QOs séo lesbes que podem apresentar aspectos clinico-radiograficos
indistinguiveis de outros cistos e tumores odontogénicos, tais como o cisto dentigero (CD),
cisto radicular (CR), ameloblastoma unicistico e o cisto odontogénico ortoceratinizado
(Barnnon & Colonel, 1976; Ahlfords et al., 1984; Souza et al., 1994; Silva et al., 2001,
Regezi, 2002); sendo necessario uma avaliacdo histopatologica, além de dados clinicos e
imagioldgicos para estabelecimento do diagnostico definitivo e avaliacdo da correta conduta
terapéutica. Barnnon & Colonel (1976), relataram que o diagndstico clinico de 167 QOs so foi
correto em 2 casos, sendo as lesdes mais confundidas o CD (42 casos), cisto residual (32

casos) e ameloblastoma (16 casos).
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Figura 11 - HE (40x), Limitante
epitelial fino, circundado por capsula
de tecido conjuntivo.

Figura 12 - HE (40x), Forro epitelial
estratificado sem projecdes epiteliais. Lumen do
cisto preenchido por queratina descamada.

aparéncia corrugada ou “ondulada”.

Figura 13 — HE (100x), O limitante epitelial é fino, Figura 14 — HE (40x), A ligacéo
mostrando uma superficie paraceratinizada com epitélio/conjuntivo é fraca, e

muitas vezes leva a separacao
dos dois tecidos.

Figura 15 — HE (400x), A camada
basal do epitélio ¢ composta por
células colunares, em palicadas e
hipercromaticas.

Figura 16 - HE (40x), Multiplos cistos
satélites numa area de espessamento fibroso da
capsula cistica.
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O comportamento localmente agressivo é justificado, em parte, por suas
caracteristicas histopatologicas que revelam grande atividade forro-capsular com proliferacédo
celular evidente, que mais se assemelha a um neoplasma benigno (Ahlfords et al., 1984;
Zachariades et al., 1985; Sapp et al., 1997; Shear, 2002c). Silva et al. (2002), utilizando
marcadores epiteliais de queratinizagcdo terminal e de maturacdo da matriz extracelular,
observaram que tanto o forro epitelial como a capsula conjuntiva dos QOs sdo instaveis e
imaturas, justificando o comportamento biol6gico neoplasico-simile desta lesdo.

Scharffetter et al. (1989), relataram que a proliferagdo do epitélio e do tecido
conjuntivo do QO eram irregulares e em grupos ndo homogéneos. Segundo o0s autores, havia
tanto areas em que o epitélio e o tecido conjuntivo tinham proliferacdo simultanea, como
areas onde esta se dava de forma alternada.

O tratamento convencional é a enucleacdo cirdrgica, que pode estar associada a
cauterizacdo com agentes quimicos, a osteotomia periférica e/ou a crioterapia, a fim de
reduzir a freqiiéncia de recorréncia (Hsun-Tau, 1998; Kondell & Winberg, 1998; Blanas et al.,
2000; Stoelinga et al., 2001; Ezsias, 2001; Woolgar et al., 2001). A marsupializacio seguida
de enucleacéo € indicada em lesGes de grandes proporcdes (Marker et al., 1996; Blanas et al.,
2000; Algust et al., 2003).

Um dos mais importantes aspectos do comportamento bioldgico do QO ¢ a
recidiva ap0s o tratamento. Relatos de recorréncia que variam de 8.5 a 58% dos casos tém
sido reportados apos ressec¢do em bloco, enucleacdo com ou sem terapia adjuvante (agentes
quimicos) ou marsupializacdo (Tabela 3). Algumas teorias tém sido propostas para explicar a
tendéncia do QO recidivar. Relatos atribuem essas teorias as propriedades fisicas da leséo
(capsula friavel), sua extensao e localizacdo, e sugerem que a persisténcia esta relacionada a
um tratamento inadequado. Outras apontam para a presenca de restos epiteliais ou microcistos
em tecidos circunjacentes como fatores importantes. Tem sido notado, em particular, que o
QO paraceratinizado comporta-se de forma mais agressiva que a variante ortoceratinizada
(Barnnon & Colonel, 1976; Zachariades et al., 1985; Scharffetter et al., 1989; Myoung et al.,
2000; Silva et al., 2002; Shear, 2002c; Li et al., 2003).

O Queratocisto Odontogénico Ortoceratinizado (QOO) é uma lesdo rara,
correspondendo de 3,5 a 28% dos casos de QO (Ahlfords et al., 1984; Sant’Ana et al., 1997;
Silva et al., 2001). Esta lesdo possui caracteristicas histopatologicas proprias, que foram

revistas por Silva et al., (2001) e subdividida com as seguintes caracteristicas: 1) revestimento
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epitelial estreito, uniforme, por vezes descontinuo e, ocasionalmente, destacado da capsula
cistica; 2) revestimento epitelial totalmente ortoceratinizado, sem evidéncia de corrugacao na
camada superficial e sempre associado a uma camada granulosa evidente; 3) camada
espinhosa estreita onde, ocasionalmente, discretas areas de acantose e edema intracelular; 4)
camada basal pouco pronunciada e formada por células cuboidais e/ou pavimentosas planas
ou baixas, sem evidéncia de polarizacdo; 5) interface epitélio/conjuntivo plana; 6) capsula
cistica constituida de tecido conjuntivo denso, discretamente vascularizado, podendo exibir
infiltrado inflamatdrio ocasional e 7) presenca freqiiente de 1amina de queratina na cavidade

cistica.

Tabela 3. Revisdo de estudos relacionados a recorréncia dos QOs.

Autores N° de casos N° de recorréncia %
Barnnon et al. (1976) 283 34 12
Ahlfors et al. (1984) 255 69 27
Zachariades et al. (1985) 16 4 25
Woolgar et al. (1987) 682 95 14
Kondell et al. (1988) 29 7 24
Berrone et al. (1994) 62 18 29
Marker et al. (1996) 23 2 8.5
El-Hajj et al. (1996) 62 25 40
Hsun-Tau et al. (1998) 70 7 10
Myoung et al. (2001) 132 77 58
Stoelinga et al. (2001) 82 9 11
Total 1696 347 20

Stoelinga et al. (2001), avaliaram a conduta terapéutica para 82 QOs
diagnosticados em 80 pacientes e relataram que a aplicagdo de solucdo de Carnoy (Alcool
absoluto 6mL, cloroforme 3 mL, &cido acetico glacial 1mL e cloreto férrico 1g) na cavidade
0ssea, apos a enucleacao cistica, € uma manobra eficaz na prevencao de recidivas.

Marker et al. (1996), em estudo avaliando o comportamento de QOs de grandes
dimensdes submetidos a descompressdo e posterior enucleacdo, observaram que de 23 casos
acompanhados apenas, dois recidivaram. No artigo, € relatado que, apesar do tratamento
exigir um maior compromisso, tanto por parte do paciente como do profissional, as vantagens
sdo animadoras para ambas as partes; isto ocorre, pois além da diminuicéo da lesdo, o contato
direto da cavidade cistica com o meio bucal provoca alteracGes estruturais tanto no epitélio

quanto na capsula conjuntiva. Estes dados corroboram com os de Algust et al., (2003).
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Independente da técnica realizada para o tratamento do QO é consenso a
importancia de um acompanhamento criterioso (Hsun-Tau, 1998; Kondell & Winberg, 1988;
Marker et al., 1996; Stoelinga et al., 2001). A freqiiéncia de recidiva & maior nos primeiros
cinco anos, mas casos apos dez anos tém sido relatados por Barnnon et al. (1976) e Berrone et
al. (1994). Stoelinga et al. (2001), relataram um caso de recorréncia apés 25 anos. Myoung et
al., (2001) relataram que dos nove pacientes de seu estudo ocorreram duas ou mais

recorréncias. A tabela 4 resume alguns estudos relacionados ao tempo de recorréncia.

Tabela 4. Revisdo de trabalhos que mostraram o tempo médio de recorréncia dos QOs.
Tempo em anos

Autores Recorréncia
<5 5--10 210

Barnnon et al. (1976) 28 18 3

Ahfors et al. (1984) 69 96

Zachariades et al. (1985) 4 4

Woolgar et al. (1987) 95 66 * *
Berrone et al. (1994) 15 11 1 3
Marker et al. (1996) 2 2

Hsun-Tau et al. (1996) 7 6

Stoelinga et al. (2001) 9 6 1 2
Total 214 171 > **

*84 casos recidivaram até 7 anos.

** dados ndo computados, pois a referéncia 4 ndo forneceu informagdes suficientes

O tratamento preconizado para as lesdes recidivantes deve ser o mesmo das
lesBes solitérias, pois trabalhos comparando ambas as lesGes ndo observaram distingdo em
seus aspectos clinicos, histopatoldgicos e em sua capacidade proliferativa (Li et al., 1995;
Lobardi et al., 1995; Woolgar et al., 1997).

Multiplos QOs, em um Unico paciente, sd0 uma caracteristica constante da
Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular (Sindrome de Gorlin-Goltz). Esta sindrome é
herdada de forma autossémica dominante, com alta penetrancia e expressividade variada.
Shear (2002b) relata que o gene PTCH, associado a Sindrome do Carcinoma Nevdide
Basocelular (SCNB), é um gene supressor tumoral, mapeado no cromossomo 9q 22.3 e que
mutacdes neste gene tém se mostrado um importante passo na patogénese dos QOs (Lench et
al., 1996) Além dos cistos dos maxilares, podem ser observados multiplos carcinomas de
celulas basais, anomalias nas costelas e vértebras, calcificagcGes intracranianas, pequenos
cistos epidermoides, metacarpos encurtados, fibromas no ovario e meduloblastoma (Honavar
et al., 2001; Bitar et al., 2002).
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Os QOs associados a SCNB possuem caracteristicas histologicas semelhante as
lesGes isoladas, mas em pacientes sindromicos € observado lesbes com maior potencial de
crescimento e maior probabilidade de recidiva. O comportamento distinto destas lesGes tem
sido foco de alguns estudos que demonstram a maior capacidade proliferativa dos QOs
sindromicos (Li et al., 1995; Lobardi et al., 1995; ElI Murtadi et al., 1996; Lo Muzio et al.,
1999); mas, no trabalho realizado por Carvalhas et al. (1998), os resultados ndo apresentaram
diferenca significativa entre 0 nimero de AgGNORs por ndcleo.

A literatura descreve casos de displasias epiteliais e de carcinomas acometendo o
forro epitelial de QOs, mas estes séo relatos muito raros (Ahlfords et al., 1984; Makowski et
al., 2001). Proliferac6es ameloblasticas também foram documentadas (Souza et al. 1994). O
potencial de transformacédo neoplasica foi avaliado utilizando a marcacdo da proteina gerada
pelo gene p53, onde foi demonstrado um baixo potencial de malignizacdo destas lesoes
(Ogden et al., 1992).

2.2- Proliferacao Celular

Estudos a cerca da proliferacéo celular, bem como os mecanismos reguladores do
ciclo celular tém contribuido largamente para as pesquisas que tratam da biologia dos diversos
tipos de lesbes, com importante reflexdo no diagnostico, prognéstico e terapéuticas das
mesmas.

Ciclo celular é o termo utilizado para descrever uma série de eventos processados
ordenadamente, os quais asseguram a duplicacdo fiel dos componentes celulares em uma
sequéncia ldgica, e a divisdo destes componentes em duas células filhas.

No inicio da década de oitenta o ciclo celular ja era estabelecido em duas fases
principais: a interfase e a mitose. Por muitos anos os citologistas preocuparam-se
primordialmente com o periodo da mitose, durante o qual as profundas alteraces
cromossémicas eram vistas ao microscopico. Observou-se, entretanto, que a interfase € um
periodo de atividade biossintética intensa, durante o qual a célula dobra de tamanho e duplica
0 seu complemento cromossémico (de Robertis & de Robertis, 1993). Atualmente,
estabelecendo-se um principio de organizacéo, o ciclo celular é freqlientemente considerado
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como sendo composto de 4 fases: o periodo antes da sintese de DNA (G1), a fase de sintese
de DNA (S), o periodo depois da replicacdo do DNA (G2) e a fase mitotica que culmina com
a divisdo celular (de Robertis & de Robertis, 1993; Rabenhorst et al., 1993; Rabenhorst et al.,
1994; Cotran et ali, 1999).

A entrada e a progressdo de células através do ciclo celular sdo controladas por
diversas moléculas que culminam por mudancas nos niveis de ciclinas. Niveis de varias
ciclinas, denominadas A, B1-2, D1-3 e E, tém seu pico durante fases especificas do ciclo
celular, e sdo rapidamente degradadas a medida que a célula entra na fase seguinte do ciclo
celular. As ciclinas desempenham suas fungdes formando complexo com um grupo de
proteinas expressadas constitutivamente denominadas Quinases Ciclina-Dependentes (CDKS).
Diferentes combinacdes de ciclinas e CDKs sdo associadas em cada uma das importantes
transi¢cOes do ciclo celular (Gordon-Cardo, 1994; Rabenhorst et al.,1994; Cotranet al., 1999).

A regulacdo do ciclo celular ocorre em dois pontos principais denominados
pontos de restricdo (check ponts): no periodo de G2 tardio, antes da entrada da célula em
mitose; e na interfase, ao final de G1, no periodo chamado start. A regulacdo no periodo de
start € muito mais controlada que a passagem para a entrada em mitose (Rabenhorst et al.,
1993; Rabenhorst et al., 1994). O movimento atraves do start é controlado indiretamente por
nutriente, hormonios e fatores de crescimento, que atuam anteriormente, ou seja, no G1
precoce. Os estagios do ciclo celular que se seguem ao G1 tardio (S, G2 e M) processam-se
independentemente dos fatores externos (Rabenhorst et al., 1993).

Inicialmente, a taxa de proliferacdo celular era avaliada pela observacdo das
figuras de mitose, que como vimos, representa apenas uma fase do desenvolvimento celular.
Com a descoberta de inumeras proteinas que desempenham papel fundamental no ciclo
celular, outros métodos foram desenvolvidos permitindo a identificacdo de maneira mais
objetiva das células ciclisantes (Rabenhorst et al., 1993; Rabenhorst et al., 1994).

Dentro do contexto de se identificar as células em proliferacdo, atualmente
algumas proteinas relacionadas com a fase replicativa tém sido utilizadas como marcadores e
detectados através de anticorpos monoclonais como a polimerase-alfa, PCNA e o Ki-67,
sendo estes dois ultimos, os mais utilizados. A aplicabilidade destes anticorpos torna possivel
a investigacdo de numerosas lesdes de modo simples, ndo dispendioso e reproduzivel
(Rabenhorst et al., 1993; Li et al., 1994; Li et al., 1995).
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2.2.1- Antigeno Nuclear de Células Proliferantes (PCNA)

A PCNA é uma proteina nuclear que possui massa molecular de 36kDa,
identificada como um co-fator da polimerase-delta, necessario a sintese de DNA e, portanto, a
progressdo do ciclo celular (figura 17). Sua distribuicdo, durante a divisdo celular, tem inicio
em G1 com pico na interfase G1/S e declinio em G2. Apesar de essencial para a sintese de
DNA durante a fase S, sua meia vida é longa e conseqlientemente niveis detectaveis podem
estar presentes em células que ndo estdo mais em divisdo (Hall & Woods, 1990; Li et al.,
1994). Na fase S, a PCNA é observada em sitios nucleolares durante a atividade sintética do
DNA e sua localizacdo, mas ndo sua sintese, é dependente da replicacdo do DNA (Downey et
al., 1990).

Fig 17 — Papel da PCNA na replicagdo de DNA.

Zuber et al. (1989), avaliaram o envolvimento do PCNA na replicacdo do DNA
em células vivas. A atividade da PCNA foi bloqueada por anticorpos contra 0 PCNA em
amostras de ovos da Xenopus laevis e plasmideos resultando na inibicdo da replicacao.

Apesar de ser considerado um marcador de proliferacdo celular, alguns estudos
tém mostrado que a expressdo de PCNA pode também ser associado com reparo de DNA e/ou
estimulacdo por fatores de crescimento (Alisson & Best, 1998).

Toschi & Bravo (1998), avaliaram a marcacdo da PCNA em fibroblastos
humanos quiescentes irradiados por radiagéo ultravioleta e demonstraram que a agdo da
radiacdo UV nos fibroblastos, induzia o aumento do reparo do DNA e da marcagdo pelo
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PCNA. A marcagdo da PCNA depende da dose de radiacdo UV usada e foi concordante com
a atividade de reparo de DNA determinada por autorradiografia.

A deteccdo imunohistoquimica do PCNA ¢ realizada por meio de anticorpos
mononucleares, incluindo o PC10, 19A2 e 19F4, que reconhecem diferentes tipos de epitopos.
Apesar de representarem a mesma proteina, estes anticorpos possuem propriedades diferentes,
como a capacidade de reagir com epitopos antigénicos resistentes a fixagdo em carnoy ou
formalina, o que facilitou seu emprego em materiais colhidos rotineiramente ou a partir de
arquivos (Hall & Levinson, 1990; Mccormick et al., 1993).

A marcacdo da PCNA é um dado importante na avaliagdo do comportamento
bioldgico de lesbes benignas e malignas. Tsuji et al. (1995), avaliaram a PCNA em um total
de 75 casos de lesdes benignas e malignas da cavidade oral, sendo 50 Carcinomas de Células
Escamosas, 14 Leucoplasias e 11 Adenomas Pleomorficos. Células PCNA™ foram detectadas,
em maior proporcao, nos Carcinomas que nas Leucoplasias e nos Adenomas. Allison et al.
(1998), ndo observaram correlacdo entre a intensidade de marcacdo da PCNA e o grau de

diferenciacdo de Carcinomas Epidermdides orais.

2.2.2- Ki-67

O anticorpo Ki-67, utilizado para a deteccdo de células ciclizantes, foi assim
designado por ter sido produzido na Universidade de Kiel (Alemanha), sendo que o clone
produtor do anticorpo especifico para este antigeno foi crescido na 67° placa de cultura de
tecido. Este Anticorpo representa uma IgG de camundongo contra uma linhagem celular L428
da Doenca de Hodgkin (Rabenhorst et al. 1994).

A natureza do antigeno reconhecido pelo anticorpo Ki-67 ndo estd de todo
estabelecida. Recentes estudos sugerem que este antigeno seja um componente da matriz
nuclear caracterizado como uma proteina ndo histona de peso molecular aproximado de 345 a
395 kDa. Este antigeno € expresso durante todo o ciclo celular (G1,S, G2, M), mas sua
expressao antigénica aumenta na segunda metade da fase S, alcangando um pico maximo em
G2 e M (Rabenhorst et al., 1993; Brown & Gatter, 2002). Estas observacdes foram
confirmadas por outros marcadores de proliferacdo celular tais com a Tymidina, incorporagado
de Bromodeoxyuridine e Citometria de Fluxo (Hall & Woods, 1990). Bruno et al. (1991),
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observaram, através de citometria de fluxo, que o antigeno detectado pelo anticorpo Ki-67 era
geralmente expresso em células ciclisantes, apresentando localizacdo nucleolar, podendo ser
utilizado amplamente na marcacéo da fracdo de crescimento de tumores.

Os primeiros anticorpos contra o antigeno Ki-67 eram utilizados somente em
cortes de tecidos congelados, sendo limitada sua aplicacdo na rotina patoldgica cirdrgica
(Rabenhorst et al., 1993). Posteriormente, foram descobertos anticorpos monoclonais
utilizando uma estrutura recombinante da proteina Ki-67, como imundgeno, designados
MIB1-3, que podem detectar o antigeno Ki-67 em material fixado em formalina, desde que
seja realizada recuperacéo antigénica pelo calor (Kubbutat et al., 1994).

Souza et al. (1999), realizaram um estudo comparando a capacidade proliferativa
do granuloma central de células gigantes com a do tumor central de células gigantes. Na
avaliacdo, utilizando o Ki-67, os resultados mostraram que o tumor central de células gigantes
apresentou menor capacidade proliferativa que o granuloma. Em outra pesquisa, realizada por
Souza et al. (2000), também avaliando proliferacao celular pelo Ki-67, PCNA e AgNORs em
lesbes de celulas gigantes; a lesdo periférica de células gigantes apresentou maior capacidade
proliferativa que a lesdo central de células gigantes.

Saito et al. (1999), em um estudo avaliando a marcacdo do Ki-67 em lesdes pré-
malignas e malignas da cavidade oral, observou um maior nimero de células Ki-67" em
Carcinomas Epidermadides e em Displasias graves quando comparados com Displasias leves e
Carcinomas Verrucosos. Os Carcinomas Verrucosos sao tumores malignos bem diferenciados
€ pouco agressivos.

Van Oidjen et al. (1998), relatam que nem todas as celulas que contém o antigeno
Ki-67 possuem atividade proliferativa, significando que em certos tecidos, o grande nimero
de células Ki-67" poderia superestimar o indice de proliferagdo celular. O autor aponta que 0
Ki-67 possui meia-vida longa podendo ser detectado em células que tenham concluido o ciclo

mitotico.
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2.2.3- Estudos avaliando os marcadores de proliferacdo celular em cistos

odontogénicos e ameloblastomas

Um numero representativo de trabalhos foi publicado durante a década passada
sobre a detec¢do do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), Ki-67 e, com menor
expressdo das Regides Organizadoras Nucleolares (AgNORs). Estes marcadores tém em
comum o fato de que todos sdo expressos em celulas com atividade proliferativa, sendo
utilizados para avaliar o comportamento bioldgico particularmente em neoplasmas. Dentre 0s
Cistos Odontogénicos, o QO é pauta de grande parte das pesquisas tanto em casos esporadicos
como em associa¢do com a SCNB. Devido as evidéncias documentadas na literatura que o
QO é uma lesdo agressiva e sugerindo que pode ser considerado um neoplasma, ndo €
surpresa a maior demanda de estudos aplicando esta metodologia.

Um dos primeiros estudos avaliando a capacidade proliferativa dos Cistos
Odontogénicos pela expressdo do PCNA realiza da por Ogden et al. (1992), utilizou uma série
de doze QO, doze CD e doze Cistos Radiculares (CR) em sec¢des processadas e fixadas na
rotina. O anticorpo monoclonal utilizado foi o PC10 e a marcacdo positiva, mais intensa,
esteve presente em todas as células da camada basal e na maioria das da camada suprabasal
nos QOs.

Outro estudo usando 0 mesmo anticorpo monoclonal PC10 foi realizado por Li et
al. (1994). Os autores avaliaram 31 cistos odontogénicos (onze QOs , dez CDs e dez CRs) e
dez especies de epitélio normal da mucosa oral. O forro epitelial dos QOs catalogados
apresentou o maior nimero de células PCNA®, sendo que a maioria estava na camada
suprabasal e menos que 5% na camada basal. O total de células PCNA" foi significativamente
maior (p<0.005) que dos CDs. A predominancia de células PCNA" na camada suprabasal dos
QOs foi coerente com os achados de um estudo anterior realizado pelo mesmo autor, onde foi
documentada uma maior expressdo de Receptores de Fator de Crescimento Epidermdide
(EGFr) no estrato suprabasal (Li et al., 1993).

Posteriormente, esses mesmos autores realizaram outro estudo para avaliar a
capacidade proliferativa dos cistos odontogénicos utilizando a marcacdo da proteina Ki-67.
Neste trabalho foi notada uma grande correlagdo entre a contagem de células positivas para o
PCNA e Ki-67, indicando claramente que no estudo anterior os dados referentes ao PCNA

refletem a proliferacdo celular, mas com maior nimero de células PCNA positivas, 0 que
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pode ser reflexo de sua alta meia-vida, quando comparada a da Ki-67. Segundo os autores, 0
Ki-67 seria um marcador mais especifico para as células proliferantes. Oliveira et al. (2001),
relata que a alta meia-vida da PCNA pode ter contribuido pela alta expressdo de células
PCNA positivas em seu estudo (74,98% em media dos QOs estudados), porém, 0s autores
acreditam que as células que expressam a PCNA refletem as caracteristicas proliferativas dos
QOs, principalmente pela marcacdo suprabasal do epitélio. A maior marcacdo da PCNA,
guando comparada com o Ki-67, foi documentada em varios trabalhos (Souza et al., 1999;
Souza et al., 2000; Sandra et al., 2001a; Meer et al., 2003) indicando um comportamento
distinto destes dois marcadores, como Se segue.

Meer et al. (2003), avaliaram a capacidade proliferativa dos ameloblastomas pela
marcacdo da PCNA e da Ki-67 e documentaram que a variante unicistica apresentava maior
capacidade proliferativa que a soélida, corroborando com Rosenstein et al., 2001 e
contradizendo os resultados de varios trabalhos com semelhante linha de pesquisa (Fujuoka et
al., 1996; Piatelli et al., 1998; Sandra et al., 2001a). Segundo os autores, a metodologia
aplicada em cada trabalho é um fator importante e pode ser a causa dos resultados
conflitantes.

Comparando 0os QOs com os ameloblastomas, todas as variantes dos
ameloblastomas apresentam maior capacidade proliferativa tomando por referéncia a
marcacdo pelo PCNA documentados em estudo realizado por Piatelli et al. em 1998, mas
segundo Takaheshi et al. (1998), a média das percentagens de células PCNA positivas foi
significativamente maior nos QOs que nos ameloblastomas. Neste ponto, os dados relatados
na literatura ndo sdo conclusivos, assim novos trabalhos devem ser realizados incluindo
também outros marcadores como o Ki-67, ndo relatado na literatura, para uma melhor
compreensdo do comportamento bioldgico destas lesGes.

A média de marcacdo da PCNA, nos QOs, apresentou valores distintos variando
de 15,8%, 23,5% e 74,98% nos trabalhos realizados por EI Murtadi te al. (1996), Piatelli et al.
(1998) e Oliveira et al. (2001) respectivamente. Esta comparacdo € impossivel de ser
realizada em todos os trabalhos, pois a forma de contagem de células é diferente, sendo que
alguns usam a média das percentagens (EI Murtadi et al., 1996; Piatelli et al., 1998; Oliveira
et al., 2001) e outros a média de células por milimetro de membrana basal (Li et al., 1994; Li

et al., 1995; Paula et al., 2000). A diferenca entre os valores documentados na marcacdo das
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duas principais proteinas relacionadas a proliferacdo celular € um forte indicativo da

necessidade de realizacdo de trabalhos nesta area de pesquisa.

2.3- p53

O gene p53, situado no braco curto do cromossomo 17 (17p13), foi identificado
como oncogene em 1979 e s6 em 1989, constatou-se ser 0 seu produto genético, um regulador
negativo do ciclo celular. O gene codifica uma fosfoproteina nomeada por seu peso molecular
de 53kDa. Possui onze exons, que codificam 393 aminoacidos, existente em sua forma ativa
como um tetrdmero, dividida em trés regides: 1- Extremidade NH, (N-terminal), similar aos
fatores de transcricdo; 2- Regido central, sitio de ligacdo ao DNA,; 3- Extremidade carboxil
(C-terminal), necessaria a oligomerizacdo. (Batasakis & el-Naggar, 1995; Darntn, 1998;
Nogueira et al., 1998)

A proteina p53 desempenha um importante papel ao proteger as células da
transformacio maligna. E considerada o “guardido do genoma” por estabelecer a integridade
fisica do genoma celular. Quando ocorre um dano ao DNA, a proteina p53 se acumula na
célula parando o ciclo celular em G1, antes de entrar na fase S. A atuacdo da p53 no ciclo
celular se da pela sua funcéo de ativador da transcricdo. Um dos principais genes transativado
pelo p53 é o p21. A proteina p21 inibe a cdk2 (quinse ciclina dependente) impedindo a
fosforilacdo da pRb necessaria para a entrada das células na fase S. A parada permite que a
célula repare a lesdo do DNA (Carson & Lois, 1998; Darntn, 1998; Nogueira et al.,1998;
Cotran et al., 1999). Outros genes regulados pelo p53 podem afetar a sintese de DNA
(GADDA45), induzir a apoptose (BAX), modular a resposta a agentes terapéuticos (MRD-1) e
da angiogénese (Delfino et al., 1997). (Figura 18)
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Figura 18 - Resumo da modulacao do ciclo celular e inducéo a apoptose pelo gene p53.

Se a via de reparo falhar, a proteina p53 pode ativar a via apopt6tica. Em muitos
modelos de apoptose, a liberagdo do citocromo C das mitocondrias parece constituir uma
etapa critica na cadeia de eventos que levam a apoptose. Acredita-se que a proteina bcl-2 e
proteinas relacionadas, localizadas estrategicamente nas membranas mitocondriais externas,
possam regular a saida do citocromo C das mitocdndrias para o citoplasma. O modo exato
pelo qual esse transito do citocromo C é regulado ndo esta totalmente esclarecido; entretanto
ha algumas evidéncias de que a bax forma um canal na membrana mitocondrial que permita a
saida do citocromo C, enquanto a bcl-2 bloqueia a atividade de formacgéo dos canais pela bax,
inibindo a apoptose (Cotran et al., 1999).

Os genes bax e IGF-BP3 sdo dois genes responsivos da p53 envolvidos na via da
morte celular. O bax se liga a proteina inibidora da apoptose bcl-2 e a antagoniza. O IGF-
BP3 liga-se ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e, presumivelmente, induz a
apoptose ao bloquear a sinalizacdo intracelular mediada pelo IGF (Darntn, 1998; Cotran et al.,
1999).

Varios genes apoptdticos que sdo ativados pelo p53 tém sido identificados,

sugerindo que a resposta apoptotica do p53 possui mdltiplas vias. Recentemente, outros
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membros pré-apoptéticos da familia bcl-2 nomeados de NOXA e PUMA foram relacionados
como alvo do gene p53. Estas proteinas, assim como outro produto do gene p53 (p53 AlP1),
estdo localizados na mitocondria promovendo a perda do potencial da membrana mitocondrial
e liberacdo do Citocromo C, ativando assim a Apaf-1/caspase-9 da cascata apoptotica.
Alteracdo na integridade mitocondrial também pode ser mediada por outros genes
relacionados ao p53 (PIGs) provocando apoptose. Tém sido proposto que espécies de
oxigénio reativo (EOR) produzidas pelos PIGs causam dano a mitocondria iniciando a
apoptose (Balint & VVousden, 2001).

Expresséio minima de dois receptores de membrana, Fas/APLO-1 e
DR5/KILLER, e um ligante denominado Fas L, que induzem a apoptose, tém sido
relacionados com estimulagdo por p53. O PIDD é outro receptor que também é citado na
inducdo da apoptose pelo p53 (Balint & Vousden, 2001). (Figura 19)

Figura 19- Resumo da inducdo da apoptose pelo p53

Se 0 gene p53 é mutante, a célula podera passar através do ciclo celular com seu
DNA danificado. Desse modo, os mecanismos de parada do DNA e a ativacdo das vias de
reparo e apoptose sdo perturbadas, com consequente selecdo de clones com potencial de
malignidade.

Mutacdes do gene p53 sdo as mais freqlientes anomalias genéticas encontradas
em cénceres humanos, com envolvimento em mais de 50% dos tumores (Carson & Lois,
1995; Darntn, 1998; Cotran et al., 1999).
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A perda da funcdo da p53 pode ocorrer de varia maneiras: 1- em nivel genético,
como na delecdo de um ou dois alelos (sindrome de Li-Fraumeni e Xeroderma Pigmentoso),
mutacbes sem sentido e mutacbes sentido trocado, que sdo mais comuns, € provocam a
reducdo ou alteragdo dos tetrameros da proteina, alterando sua funcionalidade; 2- em nivel
protéico, como nas infec¢cBes por HPV, onde a proteina E6 viral tem afinidade pela p53,

desativando-a e desta forma impedindo sua acdo (Nogueira et al., 1998).

A proteina p53 selvagem é virtualmente indetectavel em células normais devido
sua curta meia vida, que ndo ultrapassa vinte minutos. A variante mutada, por sua vez,
apresenta longa meia vida (21 horas) possibilitando sua deteccdo (Darntn, 1998).

Mutacdes do p53 podem ser detectadas por diversos métodos laboratoriais.
Diretos como pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) do DNA ou do RNA, seguida pelo
polimorfismo conformacional de simples fita (SSCP) ou pelo sequenciamento, ou indiretos,
através da imunohistoquimica, usando anticorpos que detectam o acumulo da proteina
mutante nos tecidos. Este Gltimo é o mais utilizado, principalmente pela facilidade
metodologica e por ser um método de rotina em muitos laboratdrios (Darntn, 1998; Nogueira
etal., 1998).

Loyola et al. (1995), avaliaram a proteina p53 em 24 casos de Carcinomas
Epidermoides da mucosa bucal, dos quais 54% expressaram a proteina em intensidade e
padrdo variados. Em 69% dos casos positivos, a marcacao foi observada em mais de 50% das
células neoplésicas.

Além de se utilizar a p53 para avaliar comportamento clinico, auxiliar o
diagnostico, estabelecer prognoésticos e indicar tratamentos mais eficazes para as neoplasias
malignas, a deteccdo da p53 também esta presente em muitas pesquisas em lesbes
cancerisaveis e para avaliar o comportamento biologico de lesdes benignas com maior
potencial de agressividade (Jinet al., 1998; Ibrahimet al., 1999; Partridge et al., 1999; Saito et
al., 1999; Saranath et al., 1999).

Tsuji et al. (1995), avaliaram a expressao da proteina p53 em um total de 75 casos
de lesdes benignas e malignas da cavidade oral, sendo 50 Carcinomas de Células Escamosas,
14 Leucoplasias, e 11 Adenomas Pleomorficos. Células p53* foram freqiientemente vistas nos

carcinomas, e raramente nas leucoplasias e nos adenomas.
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Nogueira et al. (1998), realizaram estudo imunohistoquimico da expressdo da
proteina p53 e sua correlagdo com lesdes benignas e malignas da cavidade oral. Os autores
documentaram que 22,2% das lesdes benignas estudadas apresentaram positividade para a
p53, sendo sua maioria fracamente corada e a coloracdo se limitava a camada basal. Com
relacdo a marcagdo da p53 em lesdes benignas, essa ndo foi considerada pelos autores como
uma mutacao, e sim como uma atividade normal desta proteina na camada basal do epitélio.

Li et al. (1996), realizaram estudos, utilizando a p53, em QOs (onze solitarios,
cinco recorrentes e seis associados a SCBN), CR e CD. Foram testados trés tipos de
anticorpos, sendo que o clone BP53-12 apresentou marcagdo mais intensa e consistente; este
foi detectado em todos os tipos de cistos. Para avaliar a presenca de mutacdes do gene p53
foram realizados testes de PCR-SSP em dez QOs (quatro solitarios, dois recorrente e dois
associados a SCNB) e sequenciamento direto de 2 espécimes frescos de QOs (um solitario e
um sindrémico). N&o foi observada anormalidade em nenhum dos casos dos DNAs avaliados,
sendo ao achados semelhantes ao do gene p53 normal usados como controle. De posse dos
resultados, 0s autores sugeriram que a expressao da proteina p53 no epitélio dos QOs ndo é
reflexo de alteragOes do gene p53, sendo provavelmente reflexo de uma maior producéo e/ou
estabilizacéo da p53 normal.

Lo Muzio et al. (1999), avaliaram 32 casos de QOs (16 esporadicos e 16
associados a SCBN) comparando a expressdo do PCNA e oncoproteinas p53, bcl-2 e bcl-1
(ciclina D1). A maioria dos forros epiteliais dos QOs sindrémicos mostrou imunopositividade
nuclear para p53, ciclina D1 e maior nimero de células PCNA". Todos os QOs esporadicos
foram negativos para p53 e Ciclina D1. Ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa na marcacdo do bcl-2. Os autores concluiram que a maior expressdo da Ciclina
D1 e p53 pode ser considerado um marcador qualificado para fenébmenos de mutacao celular.
Assim, a principal das hipéteses que justificaria 0 comportamento clinico agressivo seria
devido a desregulacdo da ciclina D1 e p53, envolvidas no controle da proliferacéo celular.

Em vista do acima exposto, observa-se que, apesar dos varios estudos
documentados na literatura, ndo existe um consenso referente ao significado da detecgédo da
proteina p53 nestas lesbes odontogénicas. Como relatado anteriormente, hd também uma
diferenca entre os valores relatados na marcagé@o das duas principais proteinas relacionadas a

proliferacdo celular. Estes dados comprovam a necessidade da realizacdo de trabalhos nessa
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linha de pesquisa para que se possa compreender melhor o comportamento bioldgico destas

lesdes.
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OBJETIVOS

> Avaliar capacidade de proliferacdo celular dos Cistos Dentigeros,
Queratocistos Odontogénicos e Ameloblastomas Unicisticos pela marcagdo com o Ki-
67 e PCNA,

> Comparar a marcacdo da atividade proliferativa nos Cistos Dentigeros,

Queratocistos Odontogénicos e Ameloblastomas Unicisticos entre os dois marcadores;

> Pesquisar a ocorréncia de expressdo da proteina p53 em Cistos Dentigeros,

Queratocistos Odontogénicos e Ameloblastomas Unicisticos;

> Correlacionar os achados da expressdo da p53 e do Ki-67 e/ou PCNA entre um
grupo de Cistos Dentigeros, um grupo de Queratocistos Odontogénicos e um grupo de

Ameloblastoma Unicisticos;
> Correlacionar os achados da expressdo da p53 e do Ki-67 e/ou PCNA em

Queratocistos Odontogénicos esporadicos e associados a Sindrome do Carcinoma

Nevoide Basocelular.
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MATERIAIS E METODOS

A amostra® foi constituida de dez casos de CDs, quinze casos de QOs (nove casos
esporadicos e seis associados a Sindrome do Carcinoma Nevdide Basocelular) e cinco casos
de AUs diagnosticados no laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da UFC,
laboratdrio de patologia do Instituto de Prevencdo e Combate ao Cancer (CE), laboratério de
Patologia Bucal da Universidade de Fortaleza e laboratério de Patologia Bucal do Centro
Integrado de Diagnostico Oral. A partir do material emblocado em parafina, foram preparados
cortes de cinco micrOmetros, para coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) para
confirmacéo dos diagnosticos histopatoldgico e para os estudos imunohistoquimicos. Casos
com componente inflamatério que abrangia toda extensao da lesdo foram descartados, pois ha
indicadores que esta pode influenciar nos resultados (Paula et al., 2000).

A técnica imunohistoquimica utilizada foi a da estreptoavidina-biotina peroxidase
(ABC) descrita por Hsu et al., (1981) com algumas modificacfes, cujos passos principais
serdo descritos a seguir. Os cortes foram desparafinizados, hidratados e lavados com agua
corrente seguidos de recuperacgdo antigénica em forno de microondas convencional por 15-20
minutos, poténcia maxima, em solugdo tampdo de citrato 10mM (pH 6,0). Apds o bloqueio
com a peroxidase 3% por dez minutos, segue-se a incubagdo com os anticorpos monoclonais
anti-PCNA (DAKO A/S, Denmark — Clone PC10 - diluicao 1:20), Ki-67 (DAKO, France —
Anti Ki-67 — diluicdo 1:60), anti-p53 (DAKO A/S, Denmark — Clone DO-7 — dilui¢do 1:80)
overnight & temperatura de 4°C. As laminas foram incubadas por 60 minutos com anticorpo
secundario (DAKO A/S, Denmark — Clone N° EO354 — diluigdo 1:200). A deteccéo foi feita
usando o complexo streptoavidina-biotina (DAKO) incubado por 45 minutos. Apos cada
incubacdo os cortes foram lavados em PBS. A visualizacdo da reacdo foi feita com solucédo
3,3’diaminobenzidina (DAKO) a 1 mg/mL em Tris-HCI (pH 7.0) e H,0, (concentracdo final
de 0,06%). Os cortes foram contracorados com solucé@o de hematoxilina de Harrys durante 1

minuto, desidratados e recobertos com laminula de vidro.

1 O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara.
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Para cada marcador, em cada reacdo, foi utilizado um caso de tumor gastrico
sabidamente positivo para 0s mesmos. O controle negativo foi o caso controle positivo sem a

presenca do anticorpo primario.

4.1- Analise imunohistoguimica

A leitura das laminas de imunohistoquimica para PCNA, Ki-67 e p53, foi feita
por 2 observadores, em microscopico 6tico (Olimpus) com aumento de 400x. Os campos
escolhidos para analise foram aleatdrios, seguindo o revestimento epitelial cistico, sendo
suprimidas as areas que apresentaram dobras ou auséncia de epitélio.

O critério histopatologico para identificar as celulas da camada basal, nos QOs,
foi o0 mesmo adotado por Oliveira et al. (2001), onde foi avaliada a morfologia nuclear. As
células acima da camada basal com nucleo esférico foram consideradas como suprabasais e as
células que apresentavam forma nuclear pavimentosa foram consideradas como superficiais e
nédo foram contadas.

Foram considerados como positivos os nucleos de células que apresentaram
coloracdo castanha, ndo importando a intensidade ou tipo de granulacdo. Cada nucleo, com
marcacdo imunohistoquimica, foi contado como uma unidade.

As contagens de todos os campos analisados em cada lamina foram anotados em
uma planilha. A média do total de células contadas, em cada lamina, foi de 800 células,
incluindo as células da membrana basal e suprabasal.

Nas amostras utilizadas para avaliar a marcagdo da proteina p53, as lesbes que
apresentavam menos de 5% dos nucleos corados ou que apresentaram coracao inespecifica

foram consideradas negativas.

4.2- Analise estatistica

Para comparar as médias obtidas no forro epitelial dos QOs, CDs e AUs pelo
PCNA, Ki-67 e p53, foi utilizado o Teste t-student para as amostra emparelhadas, com nivel

de significancia de 0.05%.

44



RESULTADOS

A amostra foi composta de seis homens e treze mulheres (oito amostras nédo
referendavam o sexo dos pacientes). A idade variou de 20 a 63 anos nos QOs (média de 42
anos), de 8 a 58 anos nos CDs (média de 26,5 anos) e de 13 a 20 anos nos AUs (média de 15
anos).

A expressao da PCNA e da Ki-67, nas células epiteliais, foi geralmente confinada
ao nucleo; a reatividade citoplasmatica ocorreu apenas em areas ocasionais. O nimero e a
distribuicdo da marcacdo de ambas as proteinas variou entre os tipos de cistos estudados. A
marcacdo da PCNA esteve presente em todos os forros epiteliais, ja a marcacdo do Ki-67 ndo
foi detectada em algumas amostras de CDs. A média da percentagem de células PCNA" e Ki-
67" documentadas no forro epitelial dos QOs (46,4 e 13,7%) foi significativamente maior que
a dos CDs (26,2 e 7,9%) (P<0.05). (figuras 22 e 23) As amostras apresentaram um percentual
de células PCNA" significativamente maior que a marcagdo pelo Ki-67 (tabela 5), mas a
distribuicdo da marcacdo frente aos estratos epiteliais teve comportamento semelhante.
(figuras 20 e 21) O epitélio dos QOs apresentou maior percentagem de células PCNA" e Ki-
67" no estrato suprabasal. (tabela 6)

Nos casos de CD, documentamos uma marcacdo predominante nas camadas
basais do epitélio. Ndo realizamos uma contagem discriminando as camadas, pois a
delimitacdo entre as camadas era inexistente em alguns casos. (figura 23)

Os QOs (46.4%) apresentaram média de células PCNA positivas maior que a dos
AUs (35,9%), mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P=0.136). Apesar dos
dados obtidos com o PCNA revelarem um equilibrio entre a capacidade proliferativa das
lesGes, a marcacgdo utilizando Ki-67 demonstrou que os AUs (24,4%) apresentavam maior
indice de marcacédo que os QOs (13,7%) (P<0.05). (figura 24)
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Tabela 5- Media das percentagens da expressdo da PCNA e Ki-67 em lesdes odontogénicas.

N° PCNA Ki-67
Queratocisto 15 46,4 13,7
Cisto Dentigero 10 26,2 7,9
Ameloblastoma Unicistico 5 35,9 24,4
Ki 67 QO x CD (P = 0,048) QO X AU (P=0,015)  CD x AU (P =0,0222)

PCNA QO x CD (P = 0,0061) QOxXAU (P=0,136)  CDxAU (P =0,212)

Tabela 6- Média das percentagens da PCNA e Ki-67 na lamina basal e suprabasal dos QOs.

Queratocisto 15 casos PCNA Ki-67
Lamina Basal 15 34,3 8,4
Suprabasal 15 58,6 19,1
Total 15 46,4 13,7
Ki 67 P =0,0001

PCNA P =0,043

Figura 20 — (100x), Imunohistoquimica Figura 21 — (100x), Imunohistoquimica
PCNA positivo, QO, com marcagdo Ki-67 positivo, QO, com marcagdo
predominante na camada suprabasal. predominante na camada suprabasal.
Observar 0o menor ndmero de células
positivas em relacdo ao PCNA.
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Figura 22 — (400x), Imunohistoquimica PCNA (A) e Ki-67 (B) positivo, QO, com
marcacdo predominante na camada suprabasal. llustracdo representativa da maior média
da percentagem de marcacdo da PCNA em relacdo a Ki-67.

Figura 23 — (100x), Imunohistoquimica PCNA (A) e Ki-67 (B) positivo, CD, com
marcagdo predominante na camada basal. llustragdo representativa da maior média da
percentagem de marcacdo da PCNA em relacédo a Ki-67.

Figura 24 — (100x), Imunohistoquimica PCNA (A) e Ki-67 (B) positivo, AU. llustragdo
representativa da maior média da percentagem de marcacdo da PCNA em relacdo a Ki
67. Observar o maior nimero de células marcadas pelo Ki 67 comparando com 0s QOs e
CDs das figuras acima representadas.
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Na amostra estudada, a média das percentagens da marcacdo para o0 PCNA nos
QOs esporadicos (46,7%) ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa quando
comparada com os casos sindromicos (46,0%) (P=0.08). Contrariamente, a marcacdo com o
Ki-67 nas lesbes esporadicas (17,4%) foi significativamente superior as sindrémicas (8,2%)
(P<0.005) (Tabela 7).

Tabela 7- Média das percentagens da PCNA e Ki-67 nos QOs sindrémicos e esporadicos.

N° PCNA Ki-67
Queratocisto Esporadico 9 46,7 17,4
Queratocisto Sindémico 6 46,0 8,2
Total 15 46,4 13,7
Ki 67 P =0,0015
PCNA P =0,465

Dentre as lesbes odontogénicos avaliadas em nossa pesquisa 33,3% (5/15) dos
QOs apresentaram positividade para a p53, sendo que a marcagdo limitou-se as camadas
basais e suprabasais. (figura 25) Foi documentada uma media de células positivas na camada
suprabasal (17,15%) levemente superior a observada na camada basal (13,7%). Com relacéo
aos CDs apenas um dos dez casos apresentou positividade para a p53. (figura 26) Nao foi
detectada positividade para a p53 em nenhum caso de Ameloblastoma Unicistico. (Tabela 8)

Tabela 8- expressdo da p53 nos QOs, CDs e AUs.

N° P53(positivo) P53 (negativo)
Queratocisto 15 5 10
Cisto Dentigero 10 1 9
Ameloblastoma Unicistico 5 0 0
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Figura 25 - A (100x) e B (1000x), Imunohistoquimica p53 positiva. QO
apresentando marcagao predominante na camada suprabasal, com células fracamente
e fortemente coradas.

Figura 26 - (100x),
Positividade
Imunohistoquimica
para p53 em um caso
de CD.
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DISCUSSAO

6.1- Consideracoes Gerais:

Neste estudo a média de idade dos pacientes portadores de CDs foi de 26.5 anos,
sendo que cinco dos oito casos foram diagnosticados nas trés primeiras décadas de vida,
corroborando com Bento et al. (1996). Foi documentada, também, uma preferéncia pelo sexo
feminino (5/3) contrariando os dados de Bento et al. (1996), Neville et al. (1995) e Regezi &
Siculba (1999), que documentaram uma leve predilecdo pelo sexo masculino.

Com relacdo aos QOs a média de idade foi de 42 anos, praticamente a mesma
encontrada por Ahlfords et al. (1984) que, dentre os 255 pacientes de seu estudo, observou
uma média de 41 anos. Nossa média também foi proxima da obtida por Barnnon & Colonel,
(1976) que observou uma média de 39 anos e 9 meses nos 283 pacientes estudados. O sexo
feminino foi o de maior prevaléncia dos QOs (5/3) descordando com os dados documentados
em nossa revisdo literaria (Ahlfords et al., 1984; Barnnon & Colonel, 1976; Neville et al.,
1995; Stoelinga et al., 2001).

Os trés casos de AU seguem os dados documentados na literatura com relacdo a
idade, pois todos pertenciam a segunda década de vida com média de quinze anos (Roos et
al., 1994; Neville et al., 1995; Reichart et al., 1995; Sapp et al., 1997). Segundo Philipsen &
Reichart (1998), vinte anos separam as médias de idade dos AUs associados a um dente
incluso dos que ndo apresentam elemento dental (16,5 versos 35,2 anos). Os autores
documentaram, também, que a associacdo com um dente ocorre principalmente em pacientes
do sexo feminino (1.5/1 casos) e nossos dados corroboram com esses achados, pois 0s trés
casos que apresentavam documentacdo eram do sexo feminino. J& Roos et al. (1994),
documentaram uma discreta prevaléncia pelo sexo masculino nos trinta casos de AUs de seu
estudo (16/14).
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6.2- Marcadores de Proliferacado Celular:

6.2.1- Cistos Odontogénicos:

A identificacdo da atividade proliferativa em cistos e tumores tem sido relatada na
avaliacdo do comportamento bioldgico destas lesGes. Dentre os cistos odontogénicos de
desenvolvimento os QOs e 0s CDs sdo as lesdes mais comuns e que despertam maior
interesse dos pesquisadores, principalmente os QOs, pois estes sdo lesbes mais agressivas e
com maior potencial de recidiva, sendo considerada por alguns autores como uma lesdo com
comportamento neoplasico benigno (Ahlfords et al., 1984; Zachariades et al., 1985; Sapp et
al., 1997; Wang et al., 1998; Shear, 2001a).

Todos os 25 casos de cistos odontogénicos estudados apresentaram marcacgao
positiva para 0 PCNA, o que retrata os dados documentados na literatura (Li et al., 1994; El
Murtadi et al., 1996; Lo Muzio et al., 1998; Piattelli et al., 1998; Paula et al., 2000; Oliveira
et al., 2001). Contrariamente ao PCNA, nem todos os cistos odontogénicos foram marcados
pelo Ki-67. A auséncia de marcacdo foi observada em dois casos de CDs, sendo que a baixa
média de células positivas para este marcador foi encontrada para todas as lesdes, quando
comparamos com a marcacdo com o PCNA. Piattelli et al. (2002), documentou uma média
baixa (3,14%) de células positivas para 0 Ki-67 nos CDs. Todos os QOs foram positivos para
0 Ki-67 corroborando com os relatos literarios (Li et al., 1995; Paula et al., 2000).

O percentual de células PCNA positivas, nos cistos odontogénicos, foi
significativamente maior que a marca¢do pelo Ki-67, mas a distribuicdo da marcacao frente
aos estratos epiteliais teve comportamento semelhante. Estes dados sdo confirmados por
estudo anterior que avalia 0 comportamento dos cistos odontogénicos (Li et al., 1995). A
diferenca na percentagem de células marcadas pelo PCNA e Ki-67 também em pesquisas
avaliando tumores odontogénicos (Sandra et al., 2001b; Merr et al., 2003), lesdes de células
gigantes (Souza et al., 1999; Souza et al., 2000) e carcinomas da mucosa oral (Alisson et al.,
1998).
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6.2.2- Queratocisto Odontogénico:

O forro epitelial dos QOs aparentemente expressa um potencial de crescimento
intrinseco que ndo é observado em outros cistos odontogénicos. A presenca de figuras
mitoticas, similar ao ameloblastoma ou a lamina dental, e a maior marcacdo pela Hs-
Timidina, quando comparado a outros cistos odontogénicos, sdo dados importantes que
refletem esta caracteristica peculiar dos QOs (Shear, 2002a). O crescimento epitelial dos QOs
ndo ocorre de forma homogénea e apresenta uma intima relacdo com a capsula cistica.
(Scharffetter et al., 1989; Shear, 2002a)

Os dados referentes & média de marcacdo nos QOs com a PCNA (46,4%) foram
menores que 0s observados por Oliveira et al. (2001) (74,9%) e maiores que 0s encontrados
por Piattelli et al. (1998) (23,5%) e EI Murtadi et al. (1996) (15,9%). Comparacéo similar foi
impossivel de ser realizada com o Ki-67, pois os trabalhos que utilizam este marcador
realizaram a contagem de células por milimetro de membrana basal e ndo por percentagem
(Li et al., 1995; Paula et al., 2000). Alguns fatores podem contribuir para a percentagem
relativamente alta de células PCNA positivas documentada por Oliveira et al. (2001) como a
metodologia, pois a recuperacdo antigénica empregada pode contribuir aumentando ou
diminuindo a deteccdo desse marcador e a presenca de inflamacdo nos espécimes estudados
(discutida no item a seguir), pois segundo Paula et al. (2000), lesdes inflamadas apresentam
maior indice de marcagdo para PCNA.

Tomando por base nossos resultados referentes ao PCNA e o Ki-67, o forro
epitelial dos QOs apresenta a caracteristica incomum, de possuir maioria das células do
estrato suprabasal marcadas (figura 27). A média de 57,1% de positividade da camada
suprabasal, ao passo que a camada basal apresentou média de 36,3%, sendo esta diferenca
considerada estatisticamente significativa (P < 0,05). Estes dados corroboram com o0s
resultados documentados por Li et al. (1994), Li et al. (1995), EI Murtadi et al. (1996), Lo
Muzio et al. (1999), Piattelli et al. (1998), Paula et al. (2000) e Oliveira et al. (2001), sendo
que apenas o trabalho de Ogden et al. (1992) apresenta dados conflitantes.

A predominancia de células em proliferacdo na camada suprabasal do QOs pode
estar relacionada a maior expressao de receptores para o Fator de Crescimento Epidermdide
(EGFr), nas células suprabasais, documentada por Li et al. (1993). E importante salientar que

a ocorréncia de divisdo celular em estratos acima do basal é uma caracteristica de lesoes
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altamente proliferantes como foi documentado por Oliver et al. (2000), que detectou 73% de

células Ki-67 positivas nos estratos suprabasais de lesdes displasicas do epitélio oral.

6.2.3- Inflamacéo:

A presenca de infiltrado inflamatdrio na capsula cistica provoca alteracGes que
podem influenciar no comportamento bioldgico da lesdo (MARKER et al., 1996) e modificar
as caracteristicas morfologicas do revestimento cistico como a auséncia de queratinizacdo do
epitélio escamoso e outras alteragdes cléssicas de cistos inflamatorios (EL-HAJJ et al., 1996).
Tem sido relatado que fatores de crescimento e citosinas, liberados durante 0s eventos

inflamatdrios, podem influenciar no crescimento dos QOs (MEGHJI et al., 1996).

Um estudo recente (Paula et al., 2000) sobre a influéncia da inflamacdo na
expressao imunohistoquimica das proteinas PCNA e Ki-67 e a expressdo histoquimica dos
AgNORs. Avaliando dez QO inflamados e dez ndo inflamados foi documentado que o
numero total de células PCNA" e Ki-67" significativamente maior em lesdes inflamadas que
nas ndo inflamadas (P=0.01), onde as médias dos ntimeros de células PCNA" e Ki-67" foram
significativamente maior no estrato suprabasal que no basal em ambos os cistos (P=0.01).
Além disso, os QOs inflamados também mostraram maior percentagem de células PCNA" e
Ki-67" na camada basal quando comparados com os ndo inflamados. A média do niimero de
AgNORs por nucleo foi significativamente maior nos cistos inflamados que nos néo
inflamados. Slootweg, (1995) relatou que a inflamacdo alterou a marcacdo pelo Ki-67 nas
amostras de CD e CR avaliadas em sua pesquisa.

Assim em vista da influencia exercida pela inflamagdo foram excluidos os casos
de QOs esporadicos que apresentavam grande quantidade de inflamagdo na capsula cistica.
Entretanto, em trés dos seis casos de QOs associados a Sindrome do Carcinoma Nevdide
Basocelular do nosso estudo havia inflamagéo. Esses casos, devido a sua raridade ndo foram
excluidos, mas durante a contagem das células positivas para a PCNA e para a Ki-67 0s
observadores selecionaram areas das lesdes em que o forro epitelial mantinha as
caracteristicas histopatoldgicas originais dos QOs onde a capsula estivesse relativamente livre

de células inflamatdrias. (figuras 28 e 29) Utilizando esse critério, ndo se observou nos QOs
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variacdo relacionada ao componente inflamatério e as médias das células positivas para o
PCNA e Ki-67 nos QOs inflamados ou ndo, foram bem proximas, nao apresentando diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05).

Vale salientar que, em areas com considerdvel inflamag&o, observadas nos
nossos casos, foi documentada uma maior proporcao de células proliferantes na camada basal,
para ambos 0s marcadores, quando comparadas com as regides ndo inflamadas nas mesmas
lesGes 0 que corrobora com os dados descritos anteriormente indicando que a inflamacéo pode

alterar as caracteristicas bioldgicas dos QOs. (figura 30)

6.2.4- QOs associados a Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular:

Os dados encontrados com relacdo a expressao dos marcadores de proliferacao
celular nos QOs associados a SCNB, quando comparados com o0s esporadicos, sdo
conflitantes com os resultados relatados por varios autores, dentre eles: Li et al. (1995), El
Murtadi et al. (1996) e Lo Muzio et al. (1999). Na amostra estudada, a média das
percentagens da marcacdo para 0 PCNA nos QOs esporadicos (46,7%) nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando comparada com os casos sindrémicos (46,0%)
(P<0.05). O oposto foi encontrado com relagdo ao Ki-67, onde as lesdes esporadicas (17,4%)
apresentavam marcagdo significativamente superior as sindrémicas (8,2%) (P<0.005).
Segundo os autores supracitados, as lesdes sindromicas apresentam maior nimero de células
proliferantes, tanto na avaliacdo pelo PCNA quanto pelo Ki-67.

Apesar dos resultados conflitantes com os dados relatados na literatura, todos os
casos de QOs avaliados em nosso trabalho apresentavam maior percentagem de células
proliferantes na camada suprabasal tanto para o0 PCNA (SB-58,6%; LB-34,3%) quanto para o
Ki-67 (SB-19,1%; LB-8,3%), sendo estas diferencas consideradas estatisticamente
significativas (P<0.001). Assim, nossos dados refletem as caracteristicas proliferativas dos
espécimes estudados, pois, como descrito anteriormente, o predominio suprabasal de células

proliferantes geralmente ndo ocorre em forros epiteliais normais (Oliver et al. 2000).
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Figura 27 — (100x), Imunohistoquimica PCNA (A) e Ki 67 (B) positivo, QO, com
marcacdo predominante na camada suprabasal. llustracdo representativa da maior
média da percentagem de marcacdo da PCNA em relacdo a Ki-67.

Figura 28 — HE (200x), Forro epitelial de um QO demonstrando uma area com infiltrado
inflamatorio (B) e outra regido, do mesmo espécime, sem componente inflamatorio (A).

Figura 29 — HE (40x),
Forro epitelial de um
QO demonstrando as
alteracbes que podem
ser observadas em areas
com consideravel
componente

inflamatorio.
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Figura 30 - (A) 40x,
(B) e © 100x,
Imunohistoquimica PCNA,
demonstrando maior
positividade do estrato basal
em areas inflamadas.

Figura 31 — (400x), Imunohistoquimica
PCNA positivo, QO, revelando marcacéo

em um cisto satélite.

Figura 32 — (40x), Imunohistoquimica
Ki-67  positivo, QO, revelando

marcacao em cistos satélites.
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Foi documentado, em dois casos de QOs sindromicos, a presenca de cistos
satélites, ndo sendo encontrado nenhum nos QOs esporadicos. Estes dados corroboram com

os descritos na literatura (Neville et al., 1995). (figuras 31 e 32)

6.2.5- Queratocisto Odontogénico x Cisto Dentigero:

Os CDs sdo considerados como lesdes menos agressivas que 0s QOs. Os dados
encontrados em nosso estudo comprovam gue tanto pela marcagdo do PCNA (46.4%) quanto
do Ki-67 (13,7%), os valores dos QOs sdo superiores aos dos CDs (PCNA = 26.2% e Ki-67 =
7.9%). Estes dados documentados em nossa pesquisa corroboram com 0s encontrados na
literatura para ambos os marcadores (Li et al., 1994; Li et al., 1995; Slootweng, 1995; Piattelli
et al., 1998; Wang et al., 1998).

A média das células positivas dos CDs para o0 PCNA (26,2%) foi maior que a
descrita por Pattelli et al. (1998) (9.8%), e a marcagdo da Ki-67 (7.9%) foi maior que a
descrita pelo mesmo Piattelli et al. (2002) (3,1%).

Apesar de valores distintos com relacdo ao indice de marcacdo das proteinas
relacionadas a proliferacdo celular, a literatura € unanime quando descreve que o
comportamento biolégico do CD é semelhante ao do cisto radicular e ambos séo lesées menos
agressivas que os QOs (Li et al., 1994; Li et al., 1995; Piattelli et al., 1998; Piattelli et al.,
2002).

6.2.6- Ameloblastoma Unicistico:

O ameloblastoma é considerado um dos mais comuns tumores odontogénicos,
representando cerca de 30,7% destas lesGes. Na auséncia de caracteristicas histopatoldgicas de
malignidade, o ameloblastoma ndo apresenta diferencas no comportamento bioldgico entre
suas variantes. Entretanto, acredita-se que o ameloblastoma unicistico (AU) tenha um

comportamento menos agressivo gque outras formas do neoplasma, especialmente quando esta
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associado a um molar impactado.(Barbachan et al., 1985; Fonseca et al., 1986; Reichart et al.,
1995; Sassi et al., 2001).

A média do numero de células PCNA positivas nos AUs, documentadas em nosso
estudo (36,9%), foi maior que a documentada por Piattelli et al. (1998) (28,1%), Funaoka et
al. (1996) (14,7%) e Sandra et al. (2001a) (12,0%), sendo similar ou superior & média das
variantes solidas, mais agressivas, descritas por estes autores. Com relacdo ao Ki-67, o valor
documentado foi 24,4%, também maior que o documentado por Piattelli et al. (1998) (16,5%)
e Sandra et al. (2001a) (2,8%).

Piattelli et al. (2002), relatou n&o haver diferenca estatisticamente significativa, na
marcacdo do Ki-67, entre 0 AU e o ameloblastoma associado a um CD. Segundo os autores,
os dados imunohistoquimicos confirmaram a hipdtese que o ameloblastoma associado a um
CD tem comportamento bioldgico similar ao do AU e que deve ser considerado meramente
uma variante histopatolégica de um ameloblastoma. Li et al. (1995), avaliaram a expressao de
PCNA no forro epitelial dos AUs e de cistos odontogénicos. Seus resultados mostraram que
todas as areas do limitante epitelial do AU apresentavam significativamente maior nimero de
células PCNA" que as do epitélio do CD, mesmo em areas que a morfologia foi similar ao
forro do CD. Estes achados foram interpretados pelo autor de modo favoravel ao conceito de
que o AU ¢ originalmente um neoplasma cistico. Nossos dados, assim como dos dois autores
supracitados, comprovaram que o AU apresenta uma maior capacidade proliferativa que o
CD, tanto na avaliagdo pelo PCNA (AU = 35.9% e CD = 26.2%) quanto pelo Ki-67 (AU =
24.4% e CD = 7.9%).

Em um estudo comparando a capacidade proliferativa dentre as variantes do
ameloblastoma Piattelli et al. (1998), documentaram que os ameloblastomas recorrentes
apresentavam maior contagem de células PCNA positivas que as outras variantes do
ameloblastoma, sendo que o tipo unicistico possuiu menor indice de marcagdo que os solidos.
Estes dados corroboram com os apresentados por Funaoka et al. (1996) e Sandra et al.
(2001a), que mostraram também uma menor capacidade proliferativa na variante unicistica, e
segundo Sandra et al. (2001a), todas as variantes cisticas do ameloblastoma, ndo apenas a
unicistica, mas também a multicistica sdo menos proliferantes que os tipos sélidos. Ong’uti et
al. (1997), documentaram que a marcacdo da Ki-67 € menor em corddes epiteliais e em areas
cisticas do ameloblastoma que em regides de aspecto folicular ou plexiforme. Li et al. (1995),

estudou a expressdo do Ki-67 e do PCNA em AU e Ameloblastoma Sélido ou Multicistico
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(ASM). No AU, as ilhas celulares que invadem a capsula cistica exibiram maior nimero de
células PCNA" que as células das proliferacdes intraluminais. O limitante cistico do tumor
tinha, relativamente, menos células PCNA" que os nédulos intraluminais. Comparando com o
ASM folicular, esta variante apresentou marcagao positiva significativamente maior que todas
as regides do AU.

Em um estudo recente realizado por Merr et al. (2003), os valores dos marcadores
de proliferacdo celular PCNA e Ki-67 foram conflitantes com os dados descritos
anteriormente, apresentando média maior para os AUs (PCNA - 71,2% e Ki-67 — 8.8%)
quando comparado com a variante sélida ou multicistica (PCNA - 64,9% e Ki-67 — 2,8%).
Segundo os autores, a razdo para os resultados inconsistentes pode estar relacionada as
diferencas no indice de marcacdo utilizado nestas lesbes, pois sdo utilizadas metodologias
distintas, especialmente relacionadas ao protocolo de contagem. Outra possivel razdo, citada
pelo autor, estd relacionada a morfologia dos tumores, pois enquanto as lesdes solidas
possuem grandes foliculos ou areas plexiformes a serem avaliadas, nos AUs, ha somente um
forro epitelial. Isto pode resultar na inclusdo de grande nimero de células basais e parabasais

no grupo unicistico, colaborando para uma maior média de células marcadas nestas lesdes.

6.2.7- Queratocisto Odontogénico x Ameloblastoma Unicistico:

Estudos imunohistoquimicos comparando a capacidade proliferativa dos QOs com
a dos AUs apresentam resultados conflitantes, pois segundo Piattelli et al. (1998), todas as
variantes dos ameloblastomas, inclusive as unicisticas, apresentam maior capacidade
proliferativa que os QOs, tomando por base a marcacdo para a PCNA. Ja Takaheshi et al.
(1998), documentou uma maior média de células PCNA positivas nos QOs que nos
ameloblastomas.

Em nosso trabalho, assim como no descrito por Takaheshi et al. (1998), os QOs
(46.4%) apresentaram média de células PCNA positivas maior que a dos AUs (35,9%), mas
esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P=0.136), sugerindo que as lesoes
apresentam capacidade proliferativa semelhante.

Apesar dos dados obtidos com o PCNA revelarem um equilibrio entre a

capacidade proliferativa das lesdes, a marcacao pela Ki-67 demonstrou que os AUs (24,4%)
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apresentavam maior indice de marcagdo que os QOs (13,7%) (P<0.05). Estes dados sdo de
fundamental importancia para a compreensao do comportamento biologico destas lesdes, pois
ndo encontramos, em nossa revisao literaria, nenhum trabalho que compare a capacidade

proliferativa dos AUs com a dos QOs pela marcacdo da Ki-67.

6.3- p53:

A proteina p53 atua como fator de transicdo de genes envolvidos no controle da
proliferacdo celular (Carson & Lois, 1995; Darntn, 1998; Cotran et al., 1999). A
imunomarcacdo da p53 tem sido usada na marcacdo de neoplasias e malignidades, pois
deteccdo imunohistoquimica da proteina p53 é baseada no fato desta, quando esta mutada,
possui a meia vida aumentada (Darntn, 1998; Nogueira et al., 1998).

Dentre os cistos odontogénicos avaliados nesta pesquisa, 33,3% (5/15) dos
QOs apresentaram positividade para a p53. A marcacdo limitou-se as camadas basais e
suprabasais com média de células positivas na camada suprabasal (17,15%) levemente
superior a observada na camada basal (13,7%). Estes dados corroboram com os resultados
obtidos por Ogden et al. (1992) e Lombardi et al. (1995) que documentaram positividade para
0 p53 em 41% (5/12) e 50% (15/30) de seus QO, respectivamente. Segundo estes autores as
células marcadas localizavam-se nas camadas basais e suprabasais. Um maior percentual de
células p53 positivas foi documentado por Slootweg (1995), que documentou em seu trabalho
84,6% (11/13) de positividade para a proteina p53 e, segundo o autor, foi observado uma
concordancia significativa entre a intensidade de marcacdo da p53 e o nimero de células Ki-
67 positivas, relacionando a hiperexpressdo da proteina p53 com a capacidade proliferativa
dos QOs.

Dentre os QOs estudados cinco casos foram positivos, dois eram de pacientes
sindrdmicos e trés de pacientes esporadicos, ndo sendo documentado diferenca significativa
entre estas variantes e a marcacdo com a proteina p53. Nossos resultados confirmam os dados
de Lombardi et al. (1995), que relataram uma ndo associacdo da positividade para a p53 e
com a Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular. Segundo os autores, ndo foi

documentada, também, relacdo com a inflamacdo, recorréncia, ou com caracteristicas
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histopatoldgicas como proliferacdes epiteliais, cistos satélites ou epitélio odontogénico na
capsula cistica. Ja segundo Lo Muzio et al. (1999), dos 32 casos de QOs avaliados em sua
pesquisa quinze foram positivos para o p53, sendo todas lesGes sindrémicas, e nenhum caso
esporédico apresentou marcacao.

Com relacdo aos CDs apenas um dos dez casos apresentou marcagdo
positiva. Segundo Ogden et al. (1992) e Li et al. (1996), os CDs nao apresentam positividade
para a p53, salvo a marcacdo pelo clone BP53-12 descrita por Li et al. (1996) relatada
posteriormente.

Apesar da alta capacidade proliferativa documentada em nossa pesquisa, a perda
do controle da proliferacdo celular dos AUs néo esteve relacionada com a mutacdo do p53,
pois nenhum dos casos de AUs apresentou positividade para a p53. Usando marcadores de
proliferacdo celular, PCNA e Ki 67, Sandra et al. (2001a), reportaram que cada tipo da
Ameloblastoma tinha diferente atividade proliferativa. Em outro estudo, os mesmos autores
encontraram relacdo significativa com a positividade da MDM2, detectada na regido
periférica, similar a encontrada pela PCNA, Ki-67 e proteinas anti-apoptéticas. Nédo foi
documentada diferenca significativa na marcacdo da p53 em cada tipo de ameloblastoma
(Sandra et al., 2001b; Sandra et al., 2002).

A deteccdo da p53, nas lesbes benignas, poderia ser considerada um importante
marcador prognostico para a evolucgdo destas a malignidade como afirmam Saito et al. (1999)
e Lo Muzio et al. (1999). No entanto, Tsuji et al. (1995) e Nogueira et al. (1998), chamam a
atencdo a respeito da cautela que se deve ter, quanto a detec¢do imunohistoquimica da p53 em
relacdo ao prognostico destas. Os autores afirmam que a positividade da p53 em tecido
normal e lesGes benignas, coradas fracamente e coradas na camada basal ou suprabasal, ndo
deve ser considerada como uma mutacdo do p53 e sim como a atividade normal da p53 na
camada germinativa do epitélio.

Outro relato importante, que concorda com a opinido desses dois autores, foi
descrito por Li et al. (1996), os quais, por imunohistoquimica encontraram positividade para a
p53, variando de 38 a 71%, e todas localizadas na camada basal e suprabasal, mas por
sequenciamento direto ou por polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP), néo
encontraram mutacdo em nenhum gene da amostra dos cistos. Assim Li et al. (1996),
reforcam os argumentos dos autores citados acima, que sugerem ser essa uma atividade

normal da p53 na camada germinativa do epitélio.
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E importante salientar que a marcacio da p53 pode sofrer influéncia de
alguns fatores como o anticorpo utilizado e o aumento da sensibilidade da reacdo de
imunomarcacao com a utilizacdo de métodos de recuperacdo antigénica mais eficazes. Um
exemplo de variagdo quanto ao uso de anticorpos distintos foi documentado no trabalho
realizado por Li et al. (1996) que avaliou 22 QQOs, cinco CDs e cinco Cistos Radiculares
utilizando trés tipos de anticorpos para a p53 (clone BP53-12, clone 1801 e o policlonal
CM1). Com o clone BP53-12, as células positivas foram detectadas em todos os espécimes de
cistos odontogénicos, mas com o clone 1801 e com o policlonal CM1 a marcacdo ocorreu
somente em 3/8 (38%) e 5/7 (71%) dos QOs, respectivamente, e ndo foi documentada
positividade nos CDs e nos CRs. O anticorpo para a proteina p53 utilizado neste trabalho foi o
clone DO-7, 0 mais utilizado nas pesquisas referendadas em nossa revisao literaria (Loiola et
al. 1995; Alisson et al. 1998; Jin et al. 1998; Saito et al. 1999; Souza et al. 1999; Souza et al.
2000), sendo considerado um anticorpo de boa sensibilidade para a deteccdo da proteina p53.

Assim, consideramos que a deteccao da proteina p53, principalmente nos casos de
QOs, foi expressiva, e apesar de ser um forte indicativo de mutacgéo, as caracteristicas clinicas
demonstram um comportamento benigno dessas lesGes abrindo a possibilidade da deteccéo
ser causada por uma maior estabilidade desta, exercendo sua fungéo na parada do ciclo celular
e reparo frente ao DNA lesado. Entretanto esta hipotese s pode ser confirmada através de

métodos moleculares.

62



Conclusao

1. A deteccdo do PCNA foi observada em todos os cistos odontogénicos, contrastando com a
deteccdo do Ki-67 que ndo foi observada em dois casos de CD;

2. As médias das percentagens do Ki-67 foram menores que as do PCNA em todos o0s cistos
odontogénicos;

Nos QOs a camada mais proliferante é a suprabasal para os dois marcadores estudados;

4. Nos QO, a deteccdo do PCNA apresentou média semelhante para os casos associados ou
ndo a Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular, mas com relagdo ao Ki-67, 0s casos
esporadicos apresentaram maior média de marcacgdo que os sindrémicos;

5. Os AUs apresentaram maior média, para ambos os marcadores, que 0s CDs;

6. Os AUs apresentaram média de marcacdo para 0 PCNA semelhante a observada nos QOs,
mas, com relacdo ao Ki-67, os AUs tiveram maior indice de marcacao;

7. Apesar da deteccdo da proteina p53 por imunohistoquimicas ser considerada a variante
mutada, o carater clinico benigno destas lesdes sugere uma maior estabilidade desta
proteina na sua funcéo de reparo.

8. Néo foi documentada relacdo entre a deteccdo da p53 e a capacidade proliferatova das

lesbes estudadas.

Assim parece ser o PCNA, um melhor marcador de proliferagéo celular nos CDs
e QOs, pois como marca maior nimero de células, lesdes pouco proliferativas ndo sao dadas
como falso negativo. O que parece ocorrer com o Ki-67.

Com relacdo ao maior indice proliferativo dos AUs em relagcdo aos QOs,
detectada somente pelo Ki-67, ndo se pode garantir, por este trabalho, que essa diferenca seja
propria da leséo ou seja devido a um menor indice proliferativo observado com esse marcador
nos QOs. Estes dados retratam a elevada capacidade proliferativa dos QOs, sendo similar a de

um neoplasma benigno.
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