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Resumo

OBJETIVO: O propésito deste estudo foi avaliar a proliferagdo celular de ameloblastomas antes e depois de submetidos
2 técnica cirtdrgica da marsupializacio. METODOS: quatro casos de ameloblastomas submetidos 2 marsupializagdo
foram examinados imuno-histoquimicamente para a expressao do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e
da proteina p53, em dois momentos do tratamento: na cirurgia inicial de descompressdo e na subseqiiente enucleacao.
RESULTADOS: Observamos que a reatividade imuno-histoquimica para o PCNA e proteina p53, apds a marsupiali-
zagdo, diminuiu em dois casos e aumentou em dois dos espécimes estudados. CONCLUSAO: A marsupializacio em
ameloblastomas nem sempre € capaz de causar reducio na atividade proliferativa das células tumorais.
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INTRODUCAO

O ameloblastoma € a mais freqiiente neoplasia
benigna odontogénica de origem epitelial e representa
cerca de 11% de todos os tumores odontogénicos’.
Acomete principalmente pacientes entre a terceira e
quarta décadas de vida, de ambos os sexos, tendo como
localizacdo preferencial o dngulo e o ramo ascendente
da mandibula®?. Histologicamente, o ameloblastoma
pode assumir diversos padrdes, incluindo folicular,
plexiforme, acantomatoso, de células basais, de célu-
las granulosas e desmopldsico®. De acordo com suas
caracteristicas clinico-radiograficas, os ameloblasto-
mas sdo classificados em: sélidos convencionais ou
multicisticos (86%); unicisticos (13%) e periféricos
(1%)"'. Esta neoplasia € caracterizada por exibir com-
portamento benigno, mas localmente invasivo com
alto risco de recorréncia™'*. De acordo com Sandra et
al.'7 (2001) esta é uma lesdo peculiar porque cada tipo
de ameloblastoma mostra niveis variados de atividade
proliferativa. Esta variabilidade € também percebida
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no comportamento biolégico, onde o tipo unicistico
exibe taxa de recorréncia consideravelmente mais
baixa que o tipo s6lido ou multicistico®.

A maioria dos autores preconiza que sejam utilizadas
técnicas conservadoras para o tratamento de ameloblas-
tomas unicisticos e periféricos, enquanto para o tipo
s6lido ou multicistico deveria ser adotado um tratamento
mais radical>*", tendo em vista as taxas de recidiva em
torno de 55-90% exibidas por este tipo de ameloblastoma
ap6s enucleacdo ou curetagem'>. A cirurgia radical, por
sua vez, leva a sérias complicagdes, incluindo deformi-
dade facial, disfuncio mastigatéria e movimento anormal
dos maxilares®. Desta forma, vem-se buscando solugdes
alternativas para aumentar a efetividade dos tratamentos
conservadores, a fim de se minimizar a utiliza¢ao de téc-
nicas cirtirgicas radicais. Alguns autores tém observado
melhores resultados quando se associa a enucleagio ou
curetagem a crioterapia’® ou solucdo de Carnoy?>’.

Uma técnica cirdrgica que vem sendo utilizada
¢ a marsupializacio, que causa um alivio da pressao
intratumoral, com conseqiiente reducio do seu volu-
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me, minimizando a extensdo da cirurgia definitiva®!°,
Alguns autores t€m obtido tanto sucesso com esta téc-
nica em ceratocistos odontogénicos que preconizam
sua utiliza¢do como tnico tratamento!®>. Nakamura
et al.’ (2001) trataram ameloblastomas unicisticos e
multicisticos através da marsupializagdo, seguida de
enucleacdo ou curetagem e esta técnica se mostrou
efetiva ou extremamente efetiva em 74,2% dos casos.
Bogaro relatou uma redugio de 40 a 60% no tamanho
de ameloblastomas submetidos a esta técnica. Este
autor preconiza que a descompressdo seja seguida
de enucleagdo em ameloblastomas unicisticos e de
ressec¢ao em bloco nos casos de ameloblastomas uni-
cisticos murais ou ameloblastomas convencionais.
De acordo com Meer et al.® (2003) a avalia¢do da
proliferagdo celular tem relevancia potencial como
um indicador do comportamento tumoral, resposta ao
tratamento e recidiva. Dentre os métodos utilizados
para detectar atividade proliferativa e agressividade de
lesdes de diversas naturezas, pode-se citar a identificagdo
imuno-histoquimica do antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA) e da proteina p53. Meer et al.® (2003) ,
Piatelli et al.’> (1998) e Sandra et al.'® (2001) avaliaram a
imunoexpressao de PCNA para comparar diversos tipos
de ameloblastoma com o objetivo de melhor entender a
sua diversidade de comportamento. Com igual propé-
sito, Kumamoto et al.> (2004) e Sandra et al.'” (2002)
avaliaram a expressao da proteina p53 nos diferentes pa-
drdes histolgicos do ameloblastoma. Esta metodologia
também foi utilizada para comparar o ameloblastoma
com outros tumores' e com cistos odontogénicos'®.

No presente trabalho, foram analisados casos de
ameloblastomas tratados pela técnica da marsupializa-
¢do, através da avaliacdo imuno-histoquimica do PCNA
e da proteina p53 em fragmentos das lesdes obtidos em
dois momentos do tratamento: na cirurgia inicial de
descompressdo e apds a reducado radiografica do tumor.
Com este estudo, objetivamos verificar se esta manobra
cirdrgica propicia uma diminuicdo na proliferagdo celu-
lar detectavel através dos marcadores pesquisados.

METobos

Para constituir a amostra deste trabalho foram
selecionados oito casos de ameloblastoma fixados em
formol a 10%, emblocados em parafina e arquivados
no laboratério do Servico de Anatomia Patoldgica
da disciplina de Patologia Oral do Departamento de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Norte — UFRN. Estes blocos foram obtidos
em duas diferentes etapas do tratamento de quatro
casos desta neoplasia, realizadas na Clinica de Ci-
rurgia Bucomaxilar do referido departamento, com
a utilizag@o da técnica da marsupializacdo: cirurgia
inicial de descompressio e enucleagdo da lesido apds
a sua reducdo radiogréifica. Foram obtidos cortes de
3um de espessura dos blocos em parafina, os quais
foram submetidos ao método da imuno-histoquimica
pela técnica da estreptavidina-biotina. Os anticorpos
monoclonais primérios utilizados, fabricante, clone,
diluicdo, tempo de incubagio e recuperacio antigénica
estdo especificados no Quadro 1.

Quadro 1 —Anticorpos monoclonais utilizados no estudo imuno-histoquimico dos ameloblastomas

Anticorpo Clone Fonte Diluicao Recuperacao Antigénica Incubacéao

Anti-PCNA PC-10 Dako A/S 1-50 $t¢_aame’r, _30 minutos em 18 horgs
Denmark acido citrico (overnight)

Anti-p53 DO-7 Dako A/S 1:95 $tgamqr, .30 minutos em 18 horgs
Denmark acido citrico (overnight)

Ap6s a realizagdo da parte laboratorial da técnica
imuno-histoquimica, os cortes foram observados ao
microscopio de luz, sendo examinadas mil células em
campos consecutivos para contagem e registro das cé-
lulas positivas para o PCNA e para proteina p53. Esta
contagem foi realizada por dois observadores indepen-
dentes e os valores obtidos foram submetidos a anélise
estatistica para verificar se havia diferenca significativa
entre os resultados dos dois examinadores. Calculou-
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se, entdo, a média aritmética das duas contagens, que
passou a ser o valor definitivo de células imunomar-
cadas a ser trabalhado. Para ambos os marcadores,
procedeu-se o célculo do indice de positividade para
cada caso, através da seguinte férmula:

IP = n°de células positivas x 100
1000
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E importante enfatizar que o trabalho foi realizado
em material de arquivo (fragmentos teciduais emblo-
cados em parafina), ndo havendo, portanto, qualquer
alteracdo no plano de tratamento destes pacientes em
virtude desta pesquisa.

REsuLTADOS

Através das fichas de requisi¢cao de bidpsia foram
levantados os dados clinicos e radiograficos de cada
caso, e pelos laudos histopatoldgicos, o padrdo mor-
folégico predominante (Quadro 1).

Quadro 1 —Caracteristicas clinicas, radiograficas e histopatoldgicas dos casos de ameloblastoma estudados.

Paciente Sexo Idade Localizacao da lesao As;?ectq . il .hlstologlco
radiografico predominante

1 F 71 G D O G Multilocular Folicular
mandibula

2 M 20 gL @ RO G Unilocular Unicistico mural
mandibula

3 F 23 Regla.o B D 12 Unilocular Folicular
mandibulares

4 M 44 Regla_o e Ml Multilocular Folicular e plexiforme
mandibulares

Fonte: Arquivos do Servigo de Anatomia Patolégica da Disciplina de Patologia Oral / UFRN

AVALIAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA P53

Os resultados obtidos separadamente pelos dois
observadores com relagdo a imuno-reatividade a
proteina p53, foram analisados estatisticamente
através do teste T ndo pareado, ndo sendo encontrada
diferenca significativa entre ambos, com p=0,6183.
Isto permitiu a utilizagdo da média aritmética das

duas contagens como o nimero de células positivas
em cada caso para o cdlculo do indice de positivi-
dade (IP). Para os fragmentos obtidos na cirurgia
de descompressao, o IP para proteina p53 variou de
0,85 a 5,6, enquanto para os fragmentos removidos
ap6s a redugdo radiogréfica do tumor, os valores
oscilaram entre 0 e 15,65, como pode ser observado
na Tabela 1.

Tabela 1 — Expressao da proteina p53 em ameloblastomas submetidos a técnica de descompressao, em dois

momentos do tratamento.

Paciente
Fase do tratamento
1(IP) 2 (IP) 3 (IP) 4 (IP)
Cirurgia por descompressao 0,85 2,35 1,60 5,60
Enucleagao apds redugéo radiografica 1,65 0 1,00 15,65

Fonte: Arquivos do Servico de Anatomia Patoldgica da Disciplina de Patologia Oral / UFRN

AVALIAGAO IMUNO-HIsTOQuUiMICA DO PCNA

As duas contagens independentes da imunoposi-
tividade para o PCNA nio exibiram diferenga signi-
ficativa, de acordo com o teste T ndo pareado, com
p=0,1662. Considerou-se, entdo, a média aritmética

34

entre ambas como o nidmero de células marcadas, para
o célculo do indice de positividade (IP) ao referido
antigeno. O IP (PCNA) nos ameloblastomas estudados
variou de 15,1 a 40,95 na primeira cirurgia, e entre
9,35 e 57,6 na segunda, como pode ser evidenciado
na Tabela 2.
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Tabela 2 — Expressao do PCNA em ameloblastomas submetidos a técnica de descompressao, em dois momen-

tos do tratamento

Paciente
Fase do tratamento
1(IP) 2 (IP) 3 (IP) 4 (IP)
Cirurgia por descompressao 15,10 37,15 40,95 35,05
Enucleagao apds redugéao radiografica 32,40 9,35 33,65 57,60

Fonte: Arquivos do Servico de Anatomia Patoldgica da Disciplina de Patologia Oral / UFRN.

DiscussiAo

O ameloblastoma € um tumor odontogénico de
origem epitelial, constituindo aproximadamente 11%
de todos os tumores odontogénicos®®, Ocorre frequen-
temente em mandibula, em cerca de 85% dos casos,
especialmente na regido posterior>!>. No presente
trabalho, todos os casos estudados estavam localizados
na drea de maior incidéncia, representada por angulo,
ramo e regido de molares da mandibula.

Em nossa amostra, as idades dos pacientes varia-
ram entre vinte e 71 anos, corroborando com a litera-
tura que atesta uma ampla faixa etdria de ocorréncia
deste tumor”'.

O ameloblastoma frequentemente mostra grande
poder de invasividade local e altas taxas de recorrén-
cia, o que exige um tratamento cirdrgico radical, que
resulta em sérias conseqiiéncias funcionais, estéticas,
psicoldgicas e sociais para o paciente. Em vista disto,
vérios estudos t&€m sido realizados com o objetivo de
detectar indicadores de agressividade desta lesdo,
que permitissem identificar os casos que pudessem
ser tratados através de técnicas mais conservadoras.
Assim, o comportamento biolégico do ameloblastoma
tem sido relacionado ao tipo clinico-radiografico do
tumor, padrao histolégico predominante, localizacdo
da lesao e idade do paciente, além disso, numerosos
marcadores imuno-histoquimicos vem sem do utili-
zados no seu estudo* 6812168,

Um dos principais pardmetros na escolha do
tratamento a ser instituido € o aspecto clinico-radio-
grafico da lesdo. Para ameloblastomas unicisticos dos
tipos luminal e intraluminal, a maioria dos autores
indica como tratamento de escolha enucleagdo e
curetagem, com ou sem associacido com a crioterapia
pelo nitrogénio liquido ou soluc¢do de Carnoy?’. Para
ameloblastomas unicisticos murais e para os tipos
s6lido ou multicistico, o tratamento mais utilizado
¢ uma intervencao cirdrgica ampla, que dependendo
do tamanho e localiza¢do da lesdo, pode ser uma
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resseccdo marginal ou segmentar ou ainda uma
maxilectomia®!®,

Alguns autores preconizam como um tratamento
prévio para ameloblastomas, a técnica cirdrgica da
marsupializacdo, que causa uma reducio no tamanho
da les@o, minimizando a extensao da cirurgia defini-
tiva®*®. J4 Sampson & Pogrel® (1999) se mostraram
contrdrios a utilizacdo desta técnica, alegando que este
procedimento poderia aumentar a taxa de recorréncia.
Pogrel & Jordan'® (2004) ressaltaram a necessidade de
se selecionar criteriosamente o grupo apto a receber
este tratamento, pois a técnica da marsupializacio
requer cooperagdo e assiduidade do paciente.

Os ameloblastomas estudados neste trabalho fo-
ram submetidos a marsupializacdo como primeira eta-
pa do tratamento destas lesdes. Repetindo os achados
de Bogard*, todos os tumores pesquisados exibiram,
apos este procedimento, reducio de tamanho, detec-
tavel radiograficamente.

Para averiguar se a descompressdo do ameloblas-
toma também € capaz de atenuar o ritmo proliferativo
das células tumorais, avaliamos com finalidade de
comparagio, fragmentos removidos na cirurgia ini-
cial e material coletado ap6s a diminui¢do da lesdo,
elegendo os marcadores imuno-histoquimicos PCNA
e p53 como metodologia de estudo.

A p53 € uma fosfoproteina envolvida nos proces-
sos de crescimento celular, reparo e sintese de DNA,
diferenciacdo celular e apoptose, que por ter vida
média curta e estar em pequenas quantidades nas
células, ndo pode ser evidenciada imuno-histoquimi-
camente em condicdes de normalidadel. Mutacdo no
gene codificador da p53 ou estabilizacgio da proteina
por alteragdes em seu metabolismo, pode levar a um
acumulo desta nas células'®, evento este que parece
estar relacionado ao aumento de proliferacio celular
em diversas lesoes, inclusive em ameloblastomas’.

Sandra et al.'® (2002, estudando ameloblastomas,
encontraram indices de positividade para proteina
p53, variando de 1,30% a 14,55%, enquanto Barboza'
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(1999) detectou imunomarcagdo em 37,2% das células
tumorais, em média. Em nossa amostra, os fragmentos
provenientes da primeira bidpsia exibiram IP (p53)
entre 0,85% e 5,6%. A exemplo do que foi observado
para o PCNA, a avaliacio dos fragmentos obtidos na
segunda etapa do tratamento, revelou decréscimo no
indice de positividade ao p53 na metade da amostra e
aumento do mesmo na outra metade, apesar da redu-
¢do do tamanho do ameloblastoma em todos os casos.
Além disso, este aumento ocorreu precisamente nas
lesdes com contagens iniciais mais baixas.

O PCNA € uma da vérias proteinas nucleares
relacionadas ao ciclo celular, que sdo maximamente
elevadas nas fases G1 tardia e S das células prolife-
rantes’. Pesquisas tém demonstrado maior indice de
marcagdo positiva ao PCNA em ameloblastoma que
em cistos odontogénicos12 ou em tumor odontogénico
adenomatoéide!. Além disso, ameloblastomas recorren-
tes exibiram maior expressdo para este marcador que
os tumores nao recorrentes'?.

No presente trabalho, o nimero médio de positi-
vidade ao PCNA na primeira bi6psia foi de 32,06%.
Dois destes casos exibiram diminui¢do do indice de
marcacio apds a marsupializagdo, enquanto os outros
dois, ao contrdrio, mostraram maiores contagens de
PCNA. Desta forma, verificamos que, na amostra es-
tudada, o nimero de células expressando PCNA ndo
foi necessariamente reduzido pela descompressio do
tumor, nem tampouco, se relacionou com a redugdo
no tamanho da lesdo. Curiosamente, os dois casos
que expressaram maiores taxas de positividade ao
PCNA na primeira fase, foram aqueles que exibiram
um arrefecimento no ritmo de proliferacdo celular,
indicado por diminui¢do no IP (PCNA).

Notavel foi o fato de que estes dois indices,
PCNA e P53, se comportaram de modo semelhante e
coordenado, ou seja, as lesdes que mais expressaram
PCNA também exibiram maiores indices para a p53.
Os casos que mostraram menor marcacgao para PCNA,
também expressaram menos a proteina p53. Compa-
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rando as duas etapas do tratamento, observamos que
aredugdo na imunopositividade das lesdes ao PCNA,
apds a descompressdo, esteve sempre associada a
diminuicdo da marcagdo da p53. Quando a expressao
da p53 aumentou, também a marcagao para o PCNA
foi intensificada.

Analisando estes marcadores com relacdo ao aspec-
to radiografico do ameloblastoma, evidenciamos que
os dois ameloblastomas uniloculares da amostra tor-
naram-se menos proliferativos apds a descompressao,
enquanto nas lesdes multiloculares ocorreu o inverso.
Este resultado pode ser devido a maior agressividade
das lesdes multiloculares, atestada na literatura™.

Apesar do tamanho da amostra ndo permitir con-
clusdes definitivas, acreditamos que os resultados
similares exibidos pelos dois marcadores pesquisados
indicaram que a atividade proliferativa do ameloblas-
toma nem sempre pode ser alterada pela diminuigao
da pressdo interna do tumor, obtida pela técnica da
marsupializacdo, e que a reducdo no tamanho da lesdo
ndo parece ser indicativa de arrefecimento da capaci-
dade proliferativa das células tumorais.

Finalmente, considerando-se que os indices de
proliferacdo celular podem ser utilizados para predizer
o comportamento biolégico do ameloblastoma'®, talvez
a avaliacdo do aumento ou reducdo da expressividade
de marcadores como PCNA e p53 possa fornecer in-
dicios sobre tendéncia a recidiva de determinada lesdo
e, consequentemente, sobre a possibilidade de sucesso
ao tratamento instituido. Estas respostas, entretanto,
exigem a realizacdo de novas pesquisas.

CONCLUSOES

Na amostra estudada, a utilizacao da técnica cirtr-
gica da marsupializacdo como tratamento inicial de
ameloblastomas, ndo causou necessariamente redu-
¢do da capacidade proliferativa das células tumorais,
avaliada através da imuno-reatividade ao PCNA e a
proteina p53.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The purpose of this study was to analyze the cellular proliferation of ameloblastomas before and
after the marsupialization. METHODS: four cases of ameloblastomas treated by marsupialization were examined im-
munohistochemically for expression of PCNA and p53 protein, in two moments of the treatment: before and after this
chirurgical procedure. RESULTS: We observed that immunohistochemical reactivity of PCNA and p53 protein decreased
after marsupialization in two cases and increased in two of the studied lesions. CONCLUSIONS: The marsupialization
of ameloblastomas is not always related with the reduction of cellular activity.

UNITERMS

Ameloblastoma; marsupialization, Proliderating call nuclear antigen; protein p53, cell.
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