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RESUMO

Com a finalidade de observar o comportamento proliferatvo do epitélio de ameloblastomas, selecionamos nove casos desta neoplasia do
Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Utilizou-se duas técnicas
marcadoras de proliferacdo celular: a técnica de impregnacao por prata das regides organizadoras nucleolares - a técnica AgNOR e a técnica
imunohistoquimica para identificacdo da proteina nuclear PCNA. Cada um dos casos foi submetido a uma anélise estatistica quantitativa e
comparativa dos resultados das duas técnicas. Conclui-se que o ameloblastoma é uma neoplasia de comportamento benigno com um néimero
AgNOR médio igual a 1.612, apresentando uma atividade proliferativa variavel a expressfio da proteina PCNA com uma imunoreatividade
média de 51.61%. A andlise dos tipos celulares do componente epitelial neoplsico mostra que as células assemelhadas aos pré-ameloblastos
obtiveram valores estatisticamente superiores aos obtidos pelas células assemelhadas as do reticulo estrelado do érgdo do esmalte nas duas
técnicas utilizadas, levando a inferéncia de que as células assemelhadas aos pré-ameloblastos sfo as detentoras do potencial proliferativo e
provavelmente as responsaveis pelas caracteristicas de crescimento e infiltragdo deste tumor.
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INTRODUCAO

O ameloblastoma é uma neoplasia
odontogénica de natureza epitelial com po-
tencial de invasibilidade e agressividade lo-
cais. Histologicamente apresenta diversos ti-
pos microscépicos que podem aparecer iso-
lados ou em variadas combinagdes, princi-
palmente nos tumores de maiores dimensdes
(21). No entanto, ha divergéncias quanto a
existéncia de correlagdes entre estes tipos
histolégicos e o comportamento clinico da
neoplasia (28,22).

Visando colaborar no esclarecimento des-
tes pontos, alguns estudos procuraram avali-
ar quantitativamente a capacidade
proliferativa do ameloblastoma, relacionan-
do-a com caracteristicas clinicas tais como:
invasibilidade, recidiva e velocidade de cres-
cimento. Ainda realizaram-se estudos com-
parando-o com lesdes cisticas e tumores
odontogénicos. Dentre os métodos utilizados
nestas comparacdes temos a técnica AgNOR
e 0 PCNA. A técnica AgNOR procura ident-
ficar as regides de organizagfo nucleolar
(NOR), regides do DNA responsaveis pela
transcrigdo protéica, através da impregna-

¢do por nitrato de prata (25,26). A detec¢do
imunohistoquimica do antigeno de prolifera-
¢do nuclear (PCNA) busca a identificacio
desta proteina nuclear participante no pro-
cesso de replicagdo e reparo do DNA (29,10).
No entanto, estes estudos tém mostrado re-
sultados controversos, mesmo quando as duas
técnicas sdo utilizadas para uma mesma le-
sfo (12).

A udliza¢io destas metodologias demons-
trou-se capaz de auxiliar na identificacio e
na quantifica¢do da proliferacio celular. O
objetivo deste trabalho é comparar estas téc-
nicas, correlacionando-as entre si e analisar
o comportamento clinico do ameloblastoma
através de sua atividade proliferativa nucle-
ar.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 09 casos de
ameloblastomas, previamente fixados em
formalina a 10% e incluidos em parafina,
dos arquivos do Laboratério de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul.

Cada um dos casos foi submetido a
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03 novos cortes seriados com espessura de
03 mm cada. O primeiro destes cortes foi
corado pela técnica de HE, e os outros dois
cortes foram submetidos: um & técnica
AgNOR e o outro detec¢io imunohistoquimica
da expressdo da proteina PCNA. A impreg-
nacdo das NORs por prata, através da técni-
ca AgNOR, foi realizada com uso de solugfo
coléide de prata preparada com a dissolu-
¢io de 2% de gelatina em 1% de acido
férmico aquoso, numa proporgéo de 1:2 par-
tes com nitrato de prata aquoso em concen-
tracdo de 50%. As laminas foram incuba-
das nessa solugfio no escuro e em ciAmara
timida ( 35min. a 45°C). Como controle ne-
gativo foram utilizados os linfécitos do tecido
conjuntivo circundante ao parénquima
tumoral. A expressfo da proteina nuclear
PCNA foi detectada através do método
estreptoavidina-biotina, utilizando o anticorpo
monoclonal, anti-PCNA, PC10 (Dako/
Denmark) em uma dilui¢do de 1:50, em ca-
mara umida (18 horas a 4-8°C). Como con-
trole positivo foram utilizados cortes de car-
cinoma de mama.

As AgNORs foram visualizadas como pon-
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tos negros tinicos ou miiltiplos no interior de
niicleos de coloragdo amarela (figura 1); ja
os niicleos celulares foram considerados
PCNA positivos quando a impregnacio esta-
va restrita ao nicleo celular, com aparéncia
granulosa e coloragfo castanha de intensida-
de variavel (figura 2).

A quantificagdo das AgNORSs e das célu-
las PCNA + {oi realizada através de anélise
de imagem digitalizada. Os campos micros-
copicos foram observados em um aumento
de 400X, capturados em video através do
programa Microsoft VidCap Windows 95
(Microsoft Corp.- USA) e transportados para
o programa de anélise de imagem Imagelab
2.3 (Softium - Sistemas de Informatica, SP -
Brasil), onde realizou-se a contagem das
AgNORs e células PCNA + com o auxilio da
ferramenta “Contador Manual”. Foram
quantificados e avaliados um total de 1000
nucleos de células epiteliais de ambos os t-
pos (células assemelhadas aos pré-
ameloblastos ou periféricas e células asse-
melhadas ao reticulo estrelado ou centrais),
para cada um dos 09 casos de
ameloblastoma submetidos as técnicas de
marcagao.

Para a andlise estatistica dos resultados
quantitativos utilizamos o Teste t-student, e
para andlise de existéncia de correlacdes en-
tre os resultados utilizamos o Teste de Cor-
relacdo de Spearman.

RESULTADOS

Os resultados quantitativos do nimero
de AgNORs/Nicleo mostraram que as célu-
las assemelhadas aos pré-ameloblastos apre-
sentaram uma média de 1.147 AgNORs/
Nucleo. As células assemelhadas as do
reticulo estrelado mostraram 0.465 AgNOR/
Nicleo. O valor médio geral foi de 1.612
(tabela 1). O mesmo foi observado em rela-
¢do a expressio da proteina PCNA, onde o
valor médio de células PCNA + na camada
de células assemelhadas aos pré-
ameloblastos foi de 37.88%. Nas camadas
de células assemelhadas as do reticulo es-
trelado a proporcéo foi de 13.73%, com uma
média geral de 51.61% (tabela 2).

A anélise estatistica dos dados do niime-
ro de AgNORSs, utilizando-se o Teste t-student
para amostras emparelhadas, demonstrou
haver diferenga estatisticamente significante
entre as médias obtidas pelas camadas celu-
lares, com um nivel de significAncia p <
0,01 (0,005) (grafico 01). A aplicagio des-
te teste para os valores médios dos indices
PCNA, demostrou diferenca estatisticamen-
te significante entre os tipos celulares, para
um nivel de significAncia p < 0,01 (0,002)
(grafico 02). As diferengas existentes evi-
denciam uma maior atividade proliferativa
nas células asemelhadas aos pré-
ameloblastos.

A andlise de correlagdo entre o namero

de AgNORs e o indice PCNA, usando o Tes-
te de Correlagdo de Spearman, demonstrou
ndo haver correlagdo entre os valores totais
das duas variaveis testadas (r = 0,0333).
Porém, ao analisarmos os valores obtidos
pelas variaveis, nos tipos celulares em sepa-
rado, podemos constatar que as células as-
semelhadas aos pré-ameloblastos mantém a
auséncia de correlagdo com umr = 0,0323,
enquanto as células assemelhadas as do
reticulo estrelado apresentam correlagio po-
sitiva com um r = 0,6167 (p = 0,03), indi-
cando que nestas células a medida que o ni-
mero de NORs aumenta, o mesmo ocorre
com o nimero de células PCNA +.

DISCUSSAO

A quantificacfio das NORs é um alvo de
controvérsia quanto ao seu real valor prog-
néstico e diagnostico em neoplasias, princi-
palmente quando comparado a outros
pardmetros de avaliagdo como a anélise
morfométrica (32,35,37,24,20). Mesmo as-
sim escolhemos esta metodologia em nossa
pesquisa pela sua validade na caracteriza-
¢do do comportamento bioclogico de lesdes,
capaz de discriminar lesdes de natureza be-
nigna ou maligna (16,9); e pela sua simplici-
dade de realizagio e melhor
reprodutibilidade em relagdo as outras for-
mas de anélise (14,4,36,2).

Em nosso trabalho o namero médio de
AgNORs por niicleo foi de 1,612. Um valor
indicativo de benignidade, tanto para as cé-
lulas periféricas ou assemelhadas aos pré-
ameloblastos (1,147) quanto para as células
centrais ou assemelhadas ao reticulo estrela-
do (0,465), mesmo com uma diferenca es-
tatistica p < 0,01 (p = 0,005). A partir
destes achados concordamos que o
ameloblastoma possui caracteristicas quanti-
tativas das AgNORs correspondentes a
neoplasias benignas. Acrescentando-se que
a observagdo visual, as AgNORs mostraram-
se grandes, arredondadas e de contornos re-
gulares.

Concordamos que os valores obtidos pe-
los ameloblastomas através da técnica AgNOR
nfo podem ser utilizados de forma isolada
para o diagnéstico diferencial ou prognéstico
dos cistos e tumores odontogénicos, como
afirmam ALLISON e SPENCER ! e
COLEMAN, ALTINI e GROENEVELD 3. Isso
é esperado se considerarmos que a maior
parte dessas lesdes é fundamentalmente be-
nigna. Ndo descartamos a possibilidade le-
vantada por estes autores de que os valores
de AgNORs observados nos ameloblastomas
possam representar um reflexo de pequenas
variacdes de uma atividade metabélica nor-
mal com producfo de proteinas intra e
extracelulares. Porém, acreditamos que es-
sas variac¢fes indicam uma atividade
proliferativa benigna, j& que a desorganiza-
¢do das NORs e sua conseqiiente visualizagio
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de forma dispersa e irregular é caracteristi-
ca e esperada somente nas lesGes malignas,
nos quais os fenémenos de transcrigio estdo
alterados. MEDEIROS, FREITAS e SOUZA"?,
ROSA, JAEGER e JAEGER?® e Do CARMO
e SILVAS por sua vez interpretaram os bai-
xos valores médios de AgNORs, obtidos pe-
los ameloblastomas como um resultado da
auséncia de uma atividade proliferativa ce-
lular passivel de ser correlacionada ao com-
portamento clinico agressivo caracteristico do
ameloblastoma. Porém, consideramos essa
capacidade proliferativa das células dos
ameloblastomas bastante significativa base-
ados em nossos resultados com o marcador
PCNA.

Ao realizarmos a deteccdo
imunochistoquimica da expressao da proteina
PCNA, observamos que os espécimes anali-
sados possuem um valor médio de
positividade de 51,61%. Este indice obtido
indica um potencial proliferativo que deve
estar relacionado a capacidade infiltrativa e
conseqiiente agressividade desse tumor
odontogénico. Quando analisamos separada-
mente os dois tipos celulares do
ameloblastoma, quanto & expressio da pro-
teina PCNA, notamos que as células asseme-
lhadas aos pré-ameloblastos possuem uma
atividade proliferativa significantemente maior
(37,88%) que as células assemelhadas as
do reticulo estrelado (13,73%), indicando
que as primeiras sdo possivelmente as de-
tentoras da capacidade proliferativa deste
tumor.

Em geral, os trabalhos com a técnica
AgNOR em ameloblastomas, nio se preocu-
param em realizar uma andlise quantitativa
diferenciada entre os tipos celulares,
centrando a contagem nas células basais ou
periféricas. ROSA, JAEGER e JAEGER® re-
alizaram uma contagem diferenciada, mas
ndo encontraram diferengas no comportamen-
to entre os tipos celulares. J4 nos trabalhos
para identificag@io da expressdo da proteina
PCNA, todos os autores procuraram contar
ambos os tipos celulares; mas apenas
TAKAHASHI et al.3® quantificaram e anali-
saram-nas separadamente, obtendo resulta-
dos similares aos deste estudo.

Tanto na técnica AgNOR quanto na
deteccao imunohistoquimica para o antigeno
PCNA, as células periféricas assumiram va-
lores médios maiores que as células centrais,
porém estes valores no se correlacionaram
nesta camada, o que pode ser interpretado
como a evidéncia de que estas células estio
sintetizando DNA, em fase S e preparando-
se para a mitose, sugerindo que as AgNORs
visualizadas, de valor considerado normal,
representam uma sintese de RNAr compati-
vel com um crescimento celular de forma
controlada e benigna, e que estas células con-
centram as atividades de sintese protéica e
proliferativa da neoplasia. J4 o grupo de cé-
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lulas centrais apresentou uma correlagio es-
tatisticamente significante entre seus valores
obtidos, o que faz-nos afirmar que elas estdo
num estado quiescente ou apoptoético, pare-
cendo ndo estar relacionadas & proliferagdo
ou a sintese de produtos tumorais. Esta hip6-
tese também é sugerida por MITSUYASU et
al.!? e KUMAMOTO!?, que trabalhando com
marcadores apoptéticos e de proliferagéo de-
monstraram que nos ameloblastomas estas
células sdo as mais afetadas pelo fenbmeno
da morte celular programada.

A auséncia de correlagdo entre os valo-
res médios do ntimero total de AgNORs e do
namero total de células PCNA + também foi
relatada por alguns autores que utilizaram
estes mesmos marcadores em outras lesdes
(12,18). A explicacdo para isto esta no fato
de que as proteinas marcadas sdo expressas
em diferentes fases e componentes do ciclo
celular; enquanto as AgNORs representam
uma impregnacdo metdlica das proteinas as-
sociadas as NORs, que estdo sendo transcri-
tas em RNAr durante a fase G1; o antigeno
PCNA é uma proteina nuclear que atinge uma
expressio méaxima na fase S
(25,34,7,31,27).

Portanto, afirmamos pela interpretagao de
nossos resultados, que o ameloblastoma é uma
neoplasia benigna, onde o principal compo-
nente proliferativo sdo as células periféricas
ou assemelhados aos pré-ameloblastos. Con-
sideramos que a anlise quantitativa do nii-
mero de AgNORs, serve como um indica-
dor de diferenciagéo entre neoplasias benig-
nas e malignas, mas que deve ser utilizado
como um suplemento as informacdes obt-
das pela analise morfoldgica e por indices
prognosticos mais fiéis - como os marcadores
imunohistoquimicos de proliferacdo celular,
entre os quais destacamos o PCNA.

SUMMARY

In order to assess the proliferative
behaviour of the ameloblastoma epithelium
nine cases of this neoplasm were retrieved
from the files of the Oral Pathology Service
laboratory of Rio Grande do Sul Federal
University School of Dentistry. Two
proliferation marker techniques were
employed: the AgNor - argyrophilic nucleolar
organiser regions staining and the proliferating
cell nuclear antigen (PCNA)
immunohistochemical assessment technique.
Each case was submitted to a quantitative and
comparative statistical analysis of the results
obtained for the two techniques. The
conclusion arrived at shows ameloblastoma
presenting benign behaviour, with an average
AgNOR index of 1.612, and a PCNA protein-
dependent proliferative activity with average
immunoreactivity of 51.61%. The histological
patterns analyses of the neoplastic epithelial
component demonstrates that cells resembling
pre-ameloblasts have obtained figures

statistically higher to those obtained for cells
resembling the stellate reticulum of the enamel
organ, in both techniques employed.
Therefore, it might be inferred that cells
resembling pre-ameloblasts hold the
proliferative potential of ameloblastomas and
are probably responsible for the growth
characteristics and infiltrative ability of this
tumour.

KEYWORDS
Ameloblastoma, nucleolar
organizer regions, PCNA
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Tabela 01. Comparacio entre as Médias AgNORs obtidas
pelos tipos celulares epiteliais dos ameloblastomas.
Porto Alegre, 1999.

‘ Camada Média | Desvio-Padrao| p
Pré-ameloblastos 1147,2222 321,799 0,005%*
Reticulo Estrelado | 465,0000 264,96

Tabela 02. Comparagéo entre as Médias de
imunoreatividade ao PCNA (PCNA +) obtidas pelos tipos
celulares epiteliais dos ameloblastomas. Porto Alegre,1999.

Camada Média | Desvio-Padrao| p
Pré-ameloblastos 378.,7778 168.826 0,002*
Reticulo Estrelado | 137.3333 119,474

*p< 0,01
Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da F.0.-UFRGS, 1999.

Grdfico 01. Histograma com as Comparacies de Médias
AgNORs. Porto Alegre, 1999.

Pré-ameloblastos Reticulo Estrelado

Diferenca entre os valores de AgNORs para as camadas Pré-
ameloblastos ¢ Reticulo Estrelado, estatisticamente significantes e
com p=0,005, obtida através do Teste t-student.

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da F.0.-UFRGS, 1999.

Figura 1 - Fotomicrografia (400X) de um campo microscépico
de ameloblastoma (4rea plexiforme) onde podemos observar
as AgNORs (arrendodadas e com contornos regulares) no inte-
rior dos nuacleos celulares, em quantidade variavel. (=) Célu-
las assemelhadas aos pré-ameloblastos. (—=>) Células asseme-
lhadas as do reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte.

*p< 0,01
Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da F.0.-UFRGS, 1999,

Gradfico 02. Histograma com as Comparacées de Médias
PCNA +. Porto Alegre, 1999,
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Pré-ameloblastos Reticulo Estrelado

Diferenga entre os valores médios de células PCNA + para as cama-
das Pré-ameloblastos e Reticulo Estrelado, estatisticamente
significantes e com p=0,002; obtida através do Teste t-student.
Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da F.0.-UFRGS, 1999
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Figura 2 - Fotomicrografia (400X) de um campo microsipico
de ameloblastoma (4rea plexiforme) onde podemos observar a
expressdo imunohistoquimica da proteina PCNA nos nicleos
das células assemelhadas aos pré-ameloblastos (=) e células
assemelhadas as do reticulo estrelado do érgdo do esmalte (—).
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