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RESUMO
Com a finalidade de observar o comportamento proliferativo do epitélio de ameloblastomas, selecionamos nove casos desta neoplasia do

Laboratório de Patologia Bucal da FacuÌdade de OdontoÌogia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Utilizou-se duas técnicas
marcadoras de proliferação celular: a técnica de impregnação por prata das regiões organizadoras nucleolares - a técnica AgNOR e a técnica
imunohistoquímica para identificação da proteína nucÌear PCNA. Cada um dos casos foi submetido a uma análise estaústica quantitativa e

comparativa dos resultados das duas técnicas. Conclui-se que o ameloblastoma é uma neoplasia de comportamento benigno com um número
\g\OR médio igual a I.612, apresentando uma atividade proliferativa variáveÌ à expressão da proteína PCNA com uma imunoreatividade
nrédia de 5l .610/o . A análise dos tipos celulares do componente epitelial neoplásico mostra que as células assemelhadas aos pré-ameloblastos
obtiveram valores estatisticamente superiores aos obtidos pelas células assemelhadas às do retícuÌo estrelado do órgão do esmalte nas duas
técnicas utiJizadas, levando a inferência de que as céÌulas assemelhadas aos pré-ameÌoblastos são as detentoras do potencial proliferativo e

provavelmente as responsáveis pelas características de crescimento e inÍìltração deste tumor.
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NTRODUÇAO
O ameloblastoma é uma neoplasia

odontogênica de natureza epitelial com po-
tencial de invasibilidade e agressividade lo-
cais. Histologicâmente apresenta diversos ti-
pos microscópicos que podem aparecer iso-
lados ou em variadas combinações, princi-
palmente nos tumores de maiores dimensões
{2Ì). No entanto, há divergências quanto a

existência de correìações enúe estes tipos
histológicos 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 características clínicas tais como:
invasibilidade. recidiva e velocidade de cres-
cimento. Ainda realizaram-se estudos com-
parando-o com lesões císticas e tumores
odontogênicos. Dentre os métodos utilizados
nestas comparações temos a técnica AgNOR
e o PCNA. A técnica AgNOR procura identi-
ficar as regiões de organização nucleolar
(\OR), regiões do DNA responsáveis pela
transcrição protéica, através da impregna-

ção por nitrato de prata (25,26). A detecção
imunohistoquímica do anúgeno de prolifera-

ção nuclear (PCNA) busca a identificação
desta proteína nuclear participante no pro-
cesso de replicação e reparo do DNA (29,10\.
No entanto, estes estudos têm mostrado re-
súados conÍoversos, mesmo quando as duas
técnicas são utilizadas para uma mesma Ìe-
são (12).

A utiJização destas metodologias demons-
trou-se capaz de auxüar na identficação e

na quantificação da proliferação celular. O
objetivo deste trabalho é comparar estas téc-
nicas. correlacionando-as entre si e analisar
o comportamento clínico do ameloblastoma
através de sua atiüdade proliferativa nucìe-

MATERIALEMETODOS
Foram selecionados 09 casos de

ameloblastomas, previamente fixados em
formaÌina a I0o/o e incluídos em parafina,
dos arquivos do Laboratório de Patologia
Bucal da Faculdade de OdontoÌogia da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul.

Cada um dos casos foi submetido a

03 novos cofies seriados com espessura de
03 mm cada. O primeiro destes cortes foi
corado pela técnica de HE, e os ouhos dois
cortes foram submetidos: um à técnica
AgNOR e o oufio detecção imunohistoqúmica
da expressão da proteína PCNA. A impreg-
nação das NORs por prata, através da técni
ca AgNOR, foi realizada com uso de solução
colóide de prata preparada com a dissolu-

ção de 2o/o de gelatina em 10lo de ácido
fórmico aquoso, numa proporção de l:2 par-
tes com niúato de prata aquoso em concen-
tração de 500/0. As lâminas foram incuba-
das nessa solução no escuro e em câmara
úmida ( 35min. a 45oC). Como conhole ne-
gativo foram utilizados os Unfócitos do tecido
conjuntivo circundante ao parênquima
tumoral. A expressão da proteína nuclear
PCNA foi detectada através do método
estreptoavidina-biotina, utiÌizando o anticorpo
monoclonal, anti-PCNA, PC10 (Dako/
Denmark) em uma diÌuição de 1:50, em câ-
mara úmida (I8 horas a 4-8oC). Como con-
hole positivo foram utiljzados cortes de car-
cinoma de mama.

As AgNORs foram visuaìì'adas como pon-
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tos negros únicos ou multiplos no interior de
núcleos de coloração amarela (figura 1); já
os núcleos ceÌulares foram considerados
PC\A positivos quando a impregnação esta-
va resúita ao núcleo celular, com aparência
granuÌosa e coloração castanha de intensida-
de variável (figora 2).

A quantificação das AgNORs e das célu-
Ias PCNA+ foi realizada através de análise
de imagem digitalizada. Os campos micros-
cópicos foram observados em um aumento
de 400X, capturados em údeo ahavés do
programa Microsoft VidCap Windows 95
(Microsoft Corp.- USA) e transportados para
o programa de anáüse de imagem Imagelab
2.3 (Softium - Sistemas de Informática, SP -
BrasiÌ), onde realizou-se a contagem das
AgNORs e céluÌas PCNA+ com o auxflio da
ferramenta "Contador Manual". Foram
quantificados e avaliados um total de 1000
núcleos de céluÌas epiteliais de ambos os ti-
pos (células assemelhadas aos pré-
ameloblastos ou periféricas e células asse-
meÌhadas ao reúculo estreìado ou centrais),
para cada um dos 09 casos de
ameloblastoma submetidos as técnicas de
marcação.

Para a análise estaústica dos resultados
quantitativos utilüamos o Teste t-student, e

para anáüse de existência de correlações en-
tre os resultados utilizamos o Teste de Cor-
relação de Spearman.

RESWTADOS
Os resúados quantitativos do número

de AgNORs/Núcleo mostraram que as célu-
las assemelhadas aos pré-ameloblastos apre-
sentaram uma média de 1.147 AgNORs/
Núcleo. As células assemelhadas às do
reúculo estrelado mosÍaram 0.4ó5 AgNORy
Núcleo. O valor médio geral foi de I.óI2
(tabela I). O mesmo foi observado em rela-
ção a expressão da proteína PCNA, onde o
valor médio de células PCNA+ na camada
de células assemelhadas âos pré-
ameloblasros foi de 37.88o/o. Nas camadas
de células assemelhadas às do reúculo es-
nelado a proporção foi de 13.730/0, com uma
média geral de 51.610/o (tabela 2).

A análise estaústica dos dados do núme-
ro de AgNORs, utilüando-se o Teste t-student
para amosúas emparelhadas, demonstrou
haver diferença estatisticamente signficante
entre as médias obtidas pelas camadas celu-
lares, com um nível de signficância p (
0,01 (0,005) (gráfico 01). A aplicação des-
te teste para os valores médios dos índices
PCNA. demosúou diferença estatisticamen-
te significante entre os tipos celulares, para
um nível de signficância p ( 0,01 (0,002)
(gráfico 02). As diferenças existentes evi-
denciam uma maior atividade proliferativa
nas células asemelhadas âos pré-
ameÌoblastos.

A anfise de correlação entre o número

de AgNORs e o índice PCNA, usando o Tes-
te de Correlação de Spearman, demonshou
não haver correlação entre os valores totais
das duas variáveis testadas (r : 0,0333).
Porém, ao analisarmos os valores obtidos
pelas variáveis, nos tipos celulares em sepa-
rado, podemos constatar que as células as-

semeÌhadas aos pré-ameloblastos mantém a
ausência de correlação com um r : 0,0323,
enquanto as células assemelhadas às do
reúculo estrelado apresentam correlação po-
sitiva com um r : 0,6L67 (p : 0,05), indi-
cando que nestas células a medida que o nú-
mero de NORs aumenta, o mesmo ocorre
com o número de células PCNA+.

DISCUSSÃO
A quantficação das NORs é um alvo de

controvérsia quanto ao seu real valor prog-
nóstico e diagnóstico em neoplasias, princi-
palmente quando comparado a outros
parâmetros de avaliação como a análise
morfométrica (32,35,37,24,20). Mesmo as-

sim escolhemos esta metodologia em nossa
pesquisa pela sua validade na caracteiza-
ção do comportamento biológico de lesões,
capaz de discriminar lesões de natureza be-
nigna ou maÌigna (16,9); e pela sua simplici-
dade de realização e melhor
reprodutibilidade em relação as outras for-
mas de análise (14,4,36,2).

Em nosso trabaìho o número médio de
AgNORs por núcleo foi de I,6L2. Um valor
indicativo de benignidade, tanto para as cé-
lulas periféricas ou assemelhadas aos pré-
ameloblastos (1,I47) quanto para as células
centrais ou assemelhadas ao reúculo estrela-
do (0,465), mesmo com uma diferença es-

tatística p < 0,01 (p = 0,005). A partir
destes achados concordamos que o

ameloblastoma possui caracterísücas quanti-
tativas das AgNORs correspondentes à

neoplasias benignas. Acrescentando-se que
à observação visual, as AgNORs mosEaram-
se grandes, arredondadas e de contornos re-
gulares.

Concordamos que os valores obtidos pe-
los ameìoblastomas aüavés da técnica AgNOR
não podem ser utiÌzados de forma isolada
para o diagnóstico diferencial ou prognóstico
dos cistos e tumores odontogênicos, como
afirmam ALLISON e SPENCER Ì e

COLEMAN, ALTINI e GROENEVELD 3. Isso
é esperado se considerarmos que a maior
parte dessas lesões é fundamentalmente be-
nigna. Não descartamos a possibiüdade le-
vantada por estes autores de que os valores
de AgNORs observados nos ameloblastomas
possam representar um reflexo de pequenas
variações de uma atividade metabólica nor-
mal com produção de proteínas intra e

extracelulares. Porém, acreditamos que es-

sas variações indicam uma atividade
prolilerativa benigna, já que a desorganiza-

ção das NOfu e sua conseqüente visualüação

de forma dispersa e irregular é característi-
ca e esperada somente nas lesões malignas,
nos quais os fenômenos de transcrição estão
úerados. MEDEIROS, FRXITAS e SOUZA17,
ROSA, JAEGER e JAEGER30 e Do CARMO
e SILVAó por sua vez interpretaram os bai-
xos valores médios de AgNORs. obtidos pe-
los ameloblastomas como um resultado da
ausência de uma atividade proÌiferativa ce-
lular passível de ser conelacionada ao com-
portamento clínico agressivo característico do
ameloblastoma, Porém, consideramos essa

capacidade proliferativa das células dos
ameloblastomas bastante signficativa base-
ados em nossos resuÌtados com o marcador
PCNA.

Ao realizarmos a detecção
imunohistoquímica da expressão da proteína
PCNA, obseryamos que os espécimes ana.li-
sados possuem um vaÌor médio de
positividade de 51,61010. Este índice obtido
indica um potencial proliferativo que deve
estar relacionado à capacidade infiltrativa e

conseqüente agressividade desse tumor
odontogênico. Quando ana.Iisamos separada-
mente os dois tipos celulares do
ameloblastoma, quanto à expressão da pro-
teína PCNA, notamos que as células âsseme-
lhadas aos pré-ameloblastos possuem uma
atiüdade proliferativa sigrrifi cantemente maior
(37,880/o) que as células assemeÌhadas as

do reúculo estrelado (13,73o/o), indicando
que as primeiras são possivelmente as de-
tentoras da capacidade proMerativa deste
tumor.

Em geral, os trabalhos com a técnica
AgNOR em ameloblastomas, não se preocu-
param em realizar uma análise quantitativa
diferenciada entre os tipos celulares,
centrando a contagem nas células basais ou
periféricas. ROSA, JAEGER e JAEGERso re-
nlizaram uma contagem diferenciada, mas
não enconüaram diferenças no comportamen-
to entre os tipos celulares. Já nos trabalhos
para identficação da expressão da proteína
PCNA, todos os autores procuraxam contar
ambos os tipos celulares; mas apenas
TAKAHASHI et a1.33 quantificaram e anali-
sÍìram-nas separadamente, obtendo resulta-
dos simiÌares aos deste estudo.

Tanto na técnica AgNOR quanto na
detecção imunohistoquímica para o anúgeno
PCNA. as células periÍéricas assumiram va-
lores médios maiores que as células centrais,
porém estes valores não se correlacionaram
nesta camada, o que pode ser interpretado
como a eüdência de que estas céluÌas estão
sinteüando DNA, em fase S e preparando-
se para a mitose, sugerindo que as AgNORs
visualizadas, de vaÌor considerado normal,
representam uma síntese de RNAr compaú-
vel com um crescimento celuÌar de forma
conholada e benigna, e que estas céluÌas con-
centram as aúvidades de síntese protéica e

proliferativa da neoplasia, Já o grupo de cé-
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lulas cennais apresentou uma correlação es-
tatisticamente significante enüe seus valores
obtidos, o que faz-nos afirmar que elas estão
num estado quiescente ou apoptótico, pare-
cendo não estar relacionadas à proliferação
ou à síntese de produtos tumorais. Esta hipó-
tese também é sugerida por MITSUYASU et
al.te e KUMAMOTOÌ3, que nabalhando com
marcadores apoptóticos e de proliferação de-
monstraram que nos ameÌoblastomas estas
células são as mais afetadas pelo fenômeno
da morte celular programada.

A ausência de correlação entre os valo-
res médios do número total de AgNORs e do
número total de células PCNA+ também foi
relatada por alguns autores que utilizaram
estes mesmos marcadores em outras lesões
(12,18). A explicação para isto está no fato
de que as proteínas marcadas são expressas
em diferentes fases e componentes do ciclo
celular; enquanto as AgNORs representam
uma impregnação metálica das proteínas as-

sociadas às NORs, que estão sendo transcri-
tas em RNAr durante a fase Gl; o anúgeno
PCNA é uma proteína nuclear que atinge uma
expressão máxima na fase S

25,34,7 ,31,27).
Portanto, afirmamos pela interpretação de

nossos resúados, que o ameloblastoma é uma
neoplasia benigna, onde o principal compo-
nente proliferativo são as células periféricas
ou assemelhados aos pré-ameloblastos. Con-
sideramos que a análise quantitativa do nú-
mero de AgNORs, serve como um indica-
dor de diferenciação entre neoplasias benig-
nas e malignas, mas que deve ser utilizado
como um suplemento às informações obti-
das pela análise morfológica e por índices
prognósticos mais fiéis - como os marcadores
imunohistoquímicos de proliferação celular,
enüe os quais destacamos o PCNA.

SUMMARY
In order to assess the proliferative

behaviour of the amelobÌastoma epithelium
nine cases of this neoplasm were retrieved
from the Íiles of the Oral Pathology Service
laboratory of Rio Grande do Sul Federal
University School of Dentistry. Two
proliferation marker techniques were
employed: the AgNor - argl'rophiJic nucleolar
organiser regions staining and the proliferating
cell nuclear antigen (PCNA)
immunohistochemical assessment technique.
Each case was submitted to a quantitative and
comparative statisticaÌ analysis of the results
obtained for the two techniques. The
conclusion arrived at shows ameloblastoma
presenting benign behaviour, with an average
AgNOR index of L6I2, and a PCNA protein-
dependent proÌiferative activity with average
immunoreactiúty of 5 I.ól o/o. The histological
patterns analyses of the neoplastic epitheÌial
component demonshates that celÌs resembling
pre-ameloblasts have obtained figures

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

KEYWORDS
Ameloblastoma, nucleolar
or ganízer re gions, PCNA
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Camada
Pré-arneloblastos
Retículo Estrelado

Médio
Ir47.2222
4ó5.0000

Desaio-Padrão
32r.799
264.96

p
0.005x

Tabela 01. Comparação entre as Médias AgNORs obüdas
pelos tipos celulares epiteliais dos ameloblastomas.

Porto Alegre,1999.

Tabela O2, Comparação entre as Médias dc
inrurwreatiuidade tn PCM (PCNA+) obti.d,as pelos túpos

celulares epitelinis dos arneloblastomas. Porto Alegre, 1999.

Cráfico O7. Histogranur cotn as Comparações d,e Méd.ias
ÁgNORs. Porto Alegre, 1999.

* p< o,ol
Fonte: Laboratório de Patologia Bucal da F.O.-UFRGS, f 999.

* p< 0,01
Fonte: Laboratório de Patologia Bucal da F.O.-UFRGS. f 999.

Grá.fico O2. Histogram,e. con. as Comparações de Médias
PCNA+. Porto Alegre, 7999.

Pre-arneloblastos Reticr"rloEstrelado

Diferença entre os valores médios de céÌulas PCNA + para as cama-
das Pré-amelobÌastos e RetícuÌo Estrelado, estatisticamente
significantes e com p:0,002; obtida atÍavés do Teste t-student.
Fonte: Laboratório de PatoÌogia BucaÌ da F.O.-UFRGS, 1999
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Pre-arneloblastos RetícLrloEstrelado

Diferença entre os valores de AgNORs para as camadas Pré-
ameloblastos e ReúcuÌo Estrelado, estatisticamente significantes e

com p:0,005, obtida através do Teste t-student.
Fonte: Laboratório de PatoÌogia Bucal da F.O.-UFRGS, 1999.
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Figura I - Fotomicrografia (400X) de um campo microscópico
de ameloblastoma (área plexiforme) onde podemos observar
as AgNORs (arrendodadas e com contornos reguÌares) no inte-
rior dos núcleos celulares, em quantidade variável. (+) Célu-
Ìas assemelhadas aos pré-ameloblastos. (+) CéluÌas asseme-
lhadas às do reúculo estrelado do órgão do esmalte.

Figura 2 - Fotomicrografia (400X) de um campo microsípico
de ameloblastoma (área plexiforme) onde podemos observar a
expressão imunohistoquímica da proteína PCNA nos núcleos
das céÌuÌas assemelhadas aos pré-ameloblastos (+) e células
assemelhadas às do reúculo esüelado do órgão do esmalte (+).
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Cqmadq
Pré-ameloblastos
Retículo Estrelad"o

Média
tao 1110Jro. I r ro

137.3333

Desaio-Padrão
t68.826
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p
0,002*


