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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade proliferativa, através da quantificagao das
AgNORs, e expressao do Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) em células epiteliais
de ameloblastomas. Onze casos de ameloblastomas foram submetidos a técnica de
hematoxilina e eosina, para analise morfologica; a técnica de impregnagao com prata para
quantificagdo das AgNORs e a marcagcdo com anticorpo anti-Epidermal Growth Factor
Receptor. Os resultados nao revelaram diferengas estatisticamente significativas quanto a
quantificagdo das AgNORs. A expressdao do EGFR nas ilhas epiteliais de ameloblastoma
nao se mostrou uniforme, sendo possivel identificar ilhas marcadas e ilhas sem marcagao. A
localizacdo da marcagdo também foi variavel nas diferentes ilhas epiteliais, sendo a
marcacgao predominante a de citoplasma e raras as de membrana, essas geralmente eram
nas ilhas epiteliais de menor tamanho. Concluiu-se que o tumor apresenta um crescimento
irregular, com as ilhas de menor tamanho podendo estar associadas a uma maior atividade

proliferativa, contribuindo para a infiltragdo do tumor.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the proliferation activity by means of the quantification
of the AgNORs and the patterns of expression of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
in ameloblastomas. Eleven cases of ameloblastoma were submitted to the hematoxylin-eosin
stain for the morphologic analysis, to the silver impregnation technique for quantification of
the AgNORs and to the immunohistochemical stain with anti-Epidermal Growth Factor
Receptor antibody. The results did not show a significant statistical difference as per
quantification of the AgNORs. The expression of the EGFR on the epithelial islands of
ameloblastoma was not uniform, being possible to identify both marked islands and islands
with the absence of labeling. The location of the expression was also variable on the different
epithelial islands. The predominant expression was that of cytoplasm and the islands with a
expression of only membrane were rare and they were generally smaller in size. It may be
concluded that the tumor presents an irregular growth, being that the smaller islands are
associated with a higher proliferation activity and therefore could be the ones responsible for

the tumor infiltration.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O ameloblastoma é o 2° tumor odontogénico benigno mais freqiente (SANTOS et
al., 2001; OCHSENIUS et al., 2002). Desenvolve-se a partir de remanescentes epiteliais da
embriogénese dentaria e do epitélio de cistos odontogénicos, particularmente do cisto
dentigero. (EBLING, 1977; SHAFER, HINE, LEVY, 1987; HOLMLUND et al., 1991; REGEZI,
SCIUBBA, 2000; NEVILLE et al., 2004).

Caracteriza-se por ser um tumor de idade adulta, sem predilecdo por sexo e raga,
localizado mais freqlientemente na regido de corpo e angulo da mandibula (REICHART,
PHILIPSEN, SONNER, 1995; SANTOS et al., 2001; KIM, JANG, 2001; OCHSENIUS et al.,
2002).

Baseado no comportamento clinico e prognéstico pode-se distinguir trés tipos de
ameloblastomas: unicistico, multicistico ou solido e periférico. (NEVILLE et al., 2004). O
ameloblastoma sélido é o mais frequiente e também uma lesao localmente invasiva (UENO,
MUSHIMOTO, SHIRASU, 1989; KRAMER, PINDBORG, SHEAR, 1992) e destrutiva (ROSA,
JAEGER, JAEGER, 1997), que apresenta recidiva mesmo em pacientes tratados
cirurgicamente com margem de seguranca (REICHART, PHILIPSEN, SONNER, 1995). O
mecanismo dessa agressividade local ainda é desconhecido (PINHEIRO et al., 2004).

Em 1977, Ebling relatou a tendéncia do ameloblastoma em apresentar recidivas
tardias. Gardner (1999), afirmou a necessidade de um controle dessa les&o por toda a vida
do paciente, através de um acompanhamento clinico e radiografico. Em 2000, Wagner et al.,
documentaram um caso de recidiva de ameloblastoma 32 anos apds a exciséo cirurgica do
tumor primario, ratificando dessa forma, a necessidade de um controle da lesdo por um
longo periodo de tempo.

Com relacdo ao aspecto histolégico, Kramer, Pindborg e Shear (1992) classificaram
o ameloblastoma em: folicular, plexiforme, acantomatoso, de células basais, de células
granulosas e unicistico. As caracteristicas mais comumente encontradas sdo as

proliferacdes de ilhas ou corddes epiteliais, com as células mais periféricas assemelhando-
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se aos pré-ameloblastos e as células do interior das ilhas semelhantes ao reticulo estrelado
do o6rgao do esmalte, no interior de um tecido conjuntivo formado por feixes de fibras
colagenas relativamente frouxos ou densos (EBLING, 1977). Dentre esses, os tipos folicular
e plexiforme sdo os mais freqlentemente encontrados (REICHART, PHILIPSEN, SONNER,
1995; KIM, JANG, 2001; JAASKELAINEN et al., 2002; NEVILLE et al., 2004).

Ueno, Mushimoto e Shirasu (1989) e Reichart, Philipsen e Sonner (1995) afirmaram
que o ameloblastoma tipo folicular recorre mais vezes que o tipo plexiforme.

Funaoka et al. (1996) estudando a deteccdo da PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular) em 23 casos de ameloblastoma, encontraram uma média de células
positivamente marcadas pela PCNA no tipo histolégico folicular superior a média encontrada
no tipo plexiforme e unicistico.

Em estudo de Ong'uti et al. (1997), com 54 casos de ameloblastoma para avaliar a
atividade proliferativa e correlacionar com as caracteristicas clinicas e histologicas, os
resultados mostraram que o tipo folicular teve uma diferenga estatisticamente significativa de
células positivamente marcadas pelo marcador imunohistoquimico de proliferagao celular Ki-
67, quando comparado com o tipo plexiforme. Além disso, pdde-se observar que a presenca
do Ki-67 foi predominantemente nas células semelhante aos pré-ameloblastos e
ocasionalmente nas células semelhantes ao reticulo estrelado.

Apesar disso, destaca-se que mais de um padrao histolégico pode estar presente em
uma mesma lesdo e que os diferentes tipos histolégicos ndo podem predizer o
comportamento clinico do tumor (BARBACHAN et al., 1985, KRAMER, PINDBORG,
SHEAR, 1992; JAASKELAINEN et al., 2002).

Para uma melhor compreensédo do comportamento agressivo do ameloblastoma, ele
tem sido avaliado quanto a expressao de citoqueratinas, metaloproteinases, da p53, de
receptores de fatores de crescimento, assim como da atividade proliferativa, através de
métodos histoquimicos e imunohistoquimicos (RADOS et al., 1991; PIATTELLI et al., 1998;
SILVEIRA, 1999; MUNERATO, 1999; SANDRA et al., 2001; MEER et al., 2003; VERED,

SHOHAT, BUCHNER, 2003; PINHEIRO et al., 2004).
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Entre os métodos de avaliagdo da atividade proliferativa destaca-se o método
histoquimico de AgNORs, o qual é utilizado por ser simples, de baixo custo (TEIXEIRA et
al.,, 1996) e pela possibilidade de ser realizado em material rotineiramente fixado em
formalina e embebido em parafina. Essa técnica detecta proteinas associadas com as NORs
(regides organizadoras nucleolares), segmentos de DNA, localizados nos bragos curtos dos
cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22, que transcrevem o RNA ribossomal
(TEIXEIRA et al., 1996; MELLO, ALVES, 1999; SCHLIEPHAKE, 2003). As NORs ativas
estdo associadas as proteinas nao-histénicas e argirofilas, que apresentam afinidade com
prata e sdo conhecidas como AgNORs. (SCHLIEPHAKE, 2003).

O numero e o tamanho das AgNORs sao variaveis, de acordo com a transcrigdo de
RNA ribossomal. Em tumores malignos, as AgNORs sdo mais numerosas e menores
quando comparadas com neoplasmas benignos (CROCKER, BOLDY, EGAN, 1989). Nucleo
de células com uma baixa producao ribossomal apresentam uma AgNOR grande e Unica,
enquanto que nucleo de células com alta producao ribossomal exibem um grande numero
de pequenas AgNORs (DERENZINI, 2000).

Além disso, esse método reflete a velocidade com que as células percorrem o ciclo
celular, assim a marcacao das AgNORs pode ser associada aos demais métodos que
avaliam a fragdo de crescimento, para termos uma visdo mais precisa da atividade
proliferativa do tumor (MELLO, ALVES,1999).

Essa técnica tem sido considerada como um parametro confiavel para definir o curso
clinico e prognostico de muitos tumores (DERENZINI, 2000; SCHLIEPHAKE, 2003).

As proteinas associadas com as NORs, detectadas pela técnica de AgNORs,
apresentam-se como pontos pretos bem definidos dentro do nucleo amarelo-acastanhado
(TRERE, 2000).

A quantificacdo das AQNORs pode ser realizada através da contagem, percentual do
numero de AgNORSs por nucleo e mensuragao da area dos pontos. O método de contagem
de pontos por nucleo foi a primeira forma de quantificagao a ser realizada, e mesmo sendo a

mais amplamente utilizada, observa-se uma limitagdo na estandardizagdo da contagem
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(ALLISON; SPENCER, 1993; TRERE, 2000), apesar de Crocker, Boldy e Egan (1989), na
tentativa padronizar a contagem, terem publicado algumas recomendacdes para realizagao
da enumeracao das AgNORs, principalmente nos casos de pontos asssociados.

Com a introdugdo do método de mensuracdo da area de AQNORs (DERENZINE et
al., 1989; RUSCHOFF et al., 1990) a quantificacdo tornou-se mais precisa e reproduzivel
(TRERE, 2000). Em 1992, Mourad et al. introduziu o percentual de células com um, dois,
trés e quatro ou mais pontos de AgNOR por nucleo.

Em estudo de Xie et al. (1997), o percentual de nucleos com mais de uma AgNOR se
mostrou um indicador importante com respeito ao progndéstico de pacientes com carcinomas
espinocelulares de boca.

Em 2000, Pich, Chiusa e Margaria discutiram os resultados obtidos por eles em
varios trabalhos realizados na avaliagdo das AQNORs em diferentes neoplasias humanas.
Os autores concluiram que a quantificacao das AgGNORs é um importante fator progndstico
em varias neoplasias, podendo contribuir para a estratificacido de pacientes em diferentes
grupos de risco.

Em carcinomas espinocelulares de boca, a relagao entre a quantificacdo de AQNORs
e prognostico foi estudada por Sano et al. (1991) e Teixeira et al. (1996). Os resultados dos
dois estudos sugeriram que carcinomas de boca com mais de 3 AQNORSs por nucleo podem
apresentar um comportamento mais agressivo e, portanto um pior progndstico,
apresentando um maior risco de recorréncia e indicagdo de uma terapéutica mais agressiva.

Allison e Spencer (1993), realizaram a contagem de AgNORs em cistos
odontogénicos, ameloblastomas e carcinoma de células basais. Os resultados revelaram
uma média entre 2,02 e 2,65 para os cistos odontogénicos, 2,24 para o ameloblastoma e
2,81 para os carcinomas de células basais, indicando que esse método nao apresenta um
valor diagndstico e prognédstico nessas lesdes. No entanto, em estudo para distingao entre
ameloblastomas e carcinomas de ceélulas basais realizado por Rosa, Jaeger e Jaeger
(1997), 90% das células do ameloblastoma apresentaram uma ou duas AgNORS por

nucleo, enquanto que 70% das células do carcinoma de células basais apresentaram duas
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ou trés AgNORs por nucleo. Os autores, concluiram que, apesar dos dois tumores
apresentarem padrao de crescimento similar, eles apresentam uma média de AgNORs
significativamente diferente.

Coleman, Altini e Groeneveld (1996), estudaram o valor da quantificacdo das
AgNORs na distingdo entre cistos odontogénicos (residual, dentigero e ceratocisto) e o
ameloblastoma unicistico, contando as AgNORs de 100 consecutivos nucleos basais. Os
resultados mostraram que o ameloblastoma unicistico teve uma contagem de AgNORs
inferior quando comparada com os outros grupos de cistos, e o cisto dentigero apresentou
uma contagem significativamente maior de AgNORs quando comparada com o cisto
residual e o ameloblastoma unicistico. Os autores concluiram que a contagem de AgNORs
ndo pode ser usada como meio diagndstico entre diferentes cistos odontogénicos e o
ameloblastoma unicistico. No entanto, Eslami et al. (2003) avaliando a contagem das
AgNORs como critério quantitativo no diagnéstico de cistos e tumores odontogénicos,
revelaram que tanto o ameloblatoma unicistico como o sélido apresentaram uma contagem
de AgNORs significativamente maior que o cisto dentigero e o ceratocisto.

A atividade proliferativa exibida pelos diferentes tipos histolégicos do ameloblastoma
e do tumor odontogénico adenomatoide foi estudada, através da analise quantitativa de
AgNORs de 150 nucleos de células tumorais, com o objetivo de correlacionar os resultados
com o comportamento clinico desses tumores. Os resultados nao revelaram diferengas no
numero médio de AgNORs entre os diferentes tipos de ameloblastoma e entre esse e o
tumor adenomatdide, permitindo aos autores sugerir que o comportamento clinico invasivo
do ameloblastoma nao esta relacionado com a proliferagao celular (MEDEIROS, FREITAS,
SOUZA, 1997). Esse mesmo resultado foi observado por Do Carmo e Silva (1998), que em
analise do numero médio de AgNORs nos diferentes tipos histoldgicos do ameloblastoma e
do tumor odontogénico adenomatoide, observaram que a Unica diferenca estatisticamente
significativa foi entre os tipos folicular e plexiforme do ameloblastoma.

Com o objetivo de avaliar o comportamento proliferativo do epitélio de

ameloblastomas, Munerato (1999), utilizou as técnicas de marcagcdo AgNORs e PCNA. Os
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resultados revelaram que as células semelhantes aos pré-ameloblastos apresentaram
resultados estatisticamente superiores quando comparadas com as células assemelhadas
ao reticulo estrelado do 6rgao do esmalte, fazendo o autor concluir que essas células sédo as
detentoras da atividade proliferativa desse tumor.

Em estudo de Pinheiro et al. (2004), 12 casos de ameloblastomas foram submetidos
a detecgdo imunohistoquimica de diferentes metaloproteinases, a técnica que avalia a
quantidade de proteinas ativas e a técnica de impregnacéo pela prata para quantificacao
das AgNORs. Os resultados mostraram uma atividade funcional das metaloproteinases 1, 2
e 9, além de uma atividade celular proliferativa significativamente maior junto as
proximidades 6sseas quando comparada as areas do interior da lesdo. Dessa forma, os
autores concluiram que as metaloproteinases presentes no ameloblastoma poderiam digerir
a matriz 6ssea e liberar fatores mitogénicos, que poderiam aumentar a atividade proliferativa
do tumor, sugerindo um mecanismo interdependente envolvendo as metaloproteinases
detectadas no estudo e a proliferagao celular em ameloblastomas, o que contribuiria para a
agressividade local do tumor.

Sabendo-se que, a atividade proliferativa, assim como a capacidade de resposta
celular a inumeros sinais extracelulares depende da ativagdo de receptores de fatores de
crescimento (CARPENTER, 1987), muitos estudos tém dedicado atengao a eles, buscando
encontrar mecanismos de controle dos niveis desses receptores e dessa forma, da
proliferacdo celular (WOODBURN et al., 1999; BASELGA, 2001; BASELGA, 2002;
CIARDIELLO, TORTORA, 2003; HERBST, 2004).

Dentre os receptores de fator de crescimento, a familia de receptores c-erb B ou
HER, tem sido estudada, visto que eles estdo presentes em células normais e altamente
expressos em uma ampla variedade de tumores. (CARPENTER, 1987; BASELGA, 2002).

Essa familia de receptores é composta por quatro receptores transmembrana
tirosinaquinase, o HER-1 (c-erb B 1), HER-2 (c-erb-B 2), HER-3 (c-erb B 3) e HER-4 (c-erb-
B 4) (BASELGA, 2002; CASALINI et al., 2004), que compartilham similaridades na estrutura

e fungdo (HERBST, 2004).
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O HER-1, mais conhecido como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), é
codificado a partir da expressao do gene localizado no brago curto do cromossomo 7, sendo
uma glicoproteina de 170-kd, que consiste de trés regides: um dominio externo (local de
ligacdo com o fator de crescimento especifico), uma regido transmembrana e um dominio
intracelular com funcéo tirosinaquinase (CARPENTER, 1987; CARPENTER, COHEN, 1990;
BOULOUGOURIS, ELDER, 2002; JORISSEN et al., 2003; HERBST, 2004).

Vérios fatores de crescimento podem se ligar e ativar o EGFR, sendo que os mais
importantes sdo o EGF (Epidermal Growth Factor) e o TGF-a (Transforming Growth Factor)
(HERBST, 2004). Esses fatores de crescimento s&o estruturalmente semelhantes e
apresentam uma afinidade de ligagdo pelo EGFR, induzindo a producdo de respostas
mitogénicas (CARPENTER, COHEN, 1990).

A ligacdo desses fatores de crescimento com o EGFR resulta na homo ou
heterodimerizacédo do receptor, seguida pela internalizacdo do complexo ligante-receptor e
autofosforilagdo da regido intracelular do receptor. Assim residuos de tirosinaquinase
fosforilados servem como sitios ligantes para o recrutamento de transdutores de sinal
(CARPENTER, COHEN, 1979; BOONSTRA et al., 1995; BASELGA, 2001; JORISSEN;
2003). Dentre eles, destaca-se o sinal transmitido pela via de sinalizagdo regulada pelas
proteinas da familia Ras, principal via ativada pelo EGFR (BOONSTRA et al., 1995), o qual
pode levar a proliferagdo celular, assim como processos associados a progressao tumoral,
como angiogénese, inibicdo da apoptose, motilidade, adesdo e invasdo. (WOODBURN,
1999).

Com a ativacéo e posterior internalizagdo do complexo ligante-receptor, este pode
ser degradado nos lissossomos (CARPENTER, COHEN, 1976), ser reciclado e retornar a
membrana plasmatica (WILEY, 2003), ou ser transportado para o interior do nucleo
(HOPKINS, 1994; BOONSTRA et al., 1995; LIN et al., 2001; LO et al., 2005).

Estudos que tém demonstrado a presenca de receptores tirosinaquinase, incluindo o
EGFR, no interior do nucleo, observaram-no principalmente em tecidos com alta atividade

proliferativa (HOPKINS, 1994; LIN et al. 2001). Nesse caso, a presenca do receptor pode
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estar associada com o seu ligante especifico ou pode apresentar-se de forma isolada e
fragmentada, somente com o dominio intracelular, com atividade tirosinaquinase
(CARPENTER, 2003). Acredita-se que a funcao desse receptor, quando localizado no
nucleo, esteja associada com a atividade regulatéria da transcrigdo, resultando na ativagéo
do gene da ciclina D1 e aumentando a sintese de DNA e a atividade proliferativa. No
entanto, o significado da presenca do EGFR no nucleo ainda ndo estd completamente
esclarecido (LO et al., 2005).

Todos os receptores, incluindo os da familia Erb-B, sao sintetizados e encaminhados
para a sua localizagéo celular especifica, mesmo na auséncia do ligante (WILEY, 2003). No
entanto, diferentes localizagbes do EGFR podem ser observadas, de acordo com o tipo
celular especifico e o anticorpo utilizado. Em carcinomas, a distribuicdo restringe-se a
membrana plasmatica (PARTRIDGE et al., 1988) e ao nucleo (LIN et al., 2001; LO et al.,
2005), enquanto que em células epiteliais normais, como as da mucosa bucal normal,
Nordlund et al. (1991) observaram uma presenga do receptor na membrana plasmatica,
enquanto Baumgart (2003) verificou uma presenga na membrana plasmatica e no interior do
citoplasma. Esses dois estudos detectaram a marcacao principalmente nas camadas basal
e parabasal, assim como Partridge et al. (1988) e Pultti et al. (2002).

Damjanov, Mildner e Knowles (1986), em estudo para determinar a localizacao
imunohistoquimica do EGFR em diferentes tecidos humanos normais, encontraram variados
padrbées de expressao desse receptor. Os autores concluiram que a localizagao do receptor
pode estar relacionada com a sua capacidade de resposta, no entanto o significado
fisioldgico dessa diferenga de distribuicdo ainda é desconhecido (WILEY, 2003).

Em estudo de Nagatsuka et al. (2001), a presenca e o grau de amplificacdo génica
do EGFR foi avaliada através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) em 17
lesbes cancerizaveis e 24 carcinomas espinocelulares, sendo 4 in situ. Todas as lesdes
mostraram amplificagcdo génica do EGFR, no entanto o grau de amplificagdo mostrou-se
baixo em displasia epitelial e em carcinoma in situ, enquanto que foi alto em carcinoma

espinocelular. Os autores sugeriram que a amplificagdo génica do EGFR ocorre em estagios
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relativamente precoces do desenvolvimento do carcinoma espinocelular de boca, assim
como elevados graus de amplificacdo provavelmente apresentam importante papel na
progressao tumoral.

O método mais apropriado para avaliar os niveis de EGFR para uso clinico é o
imunohistoquimico (NICHOLSON, GEE, HARPER, 2001), o qual mostra a localizagédo
celular da expressdo da proteina. No entanto, ainda ndo ha uma estandardizagdo dos
protocolos utilizados na preparagao dos anticorpos, nos métodos de detecgao, assim como
no critério de marcacido e sua interpretacdo, dificultando, dessa forma, uma avaliagao
consistente e de comparagdo de resultados (NICHOLSON, GEE, HARPER, 2001;
CIARDIELLO, TORTORA, 2003).

Elevados niveis de EGFR tém sido identificados como um componente comum de
numerosos tipos de canceres (NICHOLSON, GEE, HARPER, 2001). Nesse caso, com uma
maior expressao, havera uma intensa geragao do sinal e ativacdo de uma cascata de
fosforilagdo de proteinas, resultando em células com crescimento mais agresssivo € com
caracteristicas de invasibilidade (ETHIER, 2002). O aumento da expressao de EGFR ég,
provavelmente, um forte fator prognéstico em muitos tumores, e a inibicdo dessas agbes
celulares podem produzir substancial beneficio terapéutico (NICHOLSON, GEE, HARPER,
2001).

Sabe-se ainda que, em tumores malignos, além do aumento da expressdo do
receptor, um nimero de EGFR mutantes tem sido observado em casos onde a amplificagédo
génica tem ocorrido. Essas mutagdes no receptor podem ser delecdes, regides de
sequéncia duplicada ou defeito na regulacéo do sinal pela quinase (JORISSEN et al., 2003).

Além de estudos que avaliam a expressdo do EGFR em tumores malignos, autores
tém direcionado suas pesquisas na avaliacdo da expressdo do EGFR em lesoes
odontogénicas, visto que esse receptor tem sido observado em epitélio da mucosa normal,
de gengiva saudavel e inflamada, de lesdes inflamatérias periapicais, em tecidos envolvidos

com o desenvolvimento dentario e em remanescentes do epitélio odontogénico em foliculos
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pericoronarios (WANG et al., 1990; NORDLUND et al., 1991; COBO et al., 1992; LIN et al.,
1996; BAUMGART, 2003).

Em epitélio gengival humano, a localizagao imunohistoquimica do EGFR foi avaliada
por Nordlund et al. (1991). Nesse estudo, foi realizado o exame de tecido gengival
periodontalmente saudavel, com periodontite juvenil e de adulto. Em todas as amostras foi
observada a expressdo do EGFR na superficie das células basais do epitélio gengival,
enquanto que em epitélio juncional, pouca ou nenhuma marcagao pode ser observada,
indicando uma baixa ou ausente expressao desse receptor nessas células. Uma marcagao
mais intensa na superficie celular na regido inflamada das amostras de periodontite de
adulto foi evidente, o que permitiu aos autores concluir que o processo inflamatério induz
alteragbes na expresséo do EGFR, e que ele esta envolvido no crescimento e diferenciacao
epitelial em tecidos periodontais.

Araujo et al. (2003), estudaram a expressao imunohistoquimica do EGF, EGFR e o
potencial proliferativo das células epiteliais, através da expressao proteina PCNA, de 10
amostras de tecido gengival normal (saudavel) e de 10 amostras de fibromatose gengival
hereditaria. Os autores encontraram um alto nivel de EGF e EGFR significantemente
associados com o aumento da expressao da PCNA, assim como um maior nivel de EGFR e
células positivas para a PCNA na camada basal, indicando uma possivel associacdo do
EGFR com a proliferagdo e migragdo apical da papila gengival na fibromatose gengival
hereditéria.

Em 2003, Baumgart avaliou a expressao do EGFR em remanescentes do epitélio
odontogénico de 20 foliculos pericoronarios. Os resultados mostraram que todas as células
epiteliais remanescentes expressaram o receptor, no entanto com variagdes quanto a sua
localizagdo. A autora sugeriu que essas diferengas quanto a localizagdo poderiam estar
associadas ao desenvolvimento de cistos e tumores odontogénicos.

Shrestha et al. (1992), avaliaram a expressdo de EGFR em 67 casos de cistos
odontogénicos e 35 casos de tumores odontogénicos, dentre eles 21 ameloblastomas. A

partir dos resultados obtidos, os autores sugeriram que os cistos e tumores odontogénicos
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apresentam um mecanismo de proliferagao diferente, visto que a avaliacido de EGFR nesses
diferentes tipos de lesdes determinou uma expressao desse receptor nos diferentes tipos de
cistos odontogénicos, e uma auséncia de expressao nos tumores odontogénicos avaliados.
No entanto, em estudo de Li, Browne e Mathews (1993), a avaliagdo da expressao de EGFR
em cistos odontogénicos, ameloblastomas e granulomas periapicais contendo proliferagcao
epitelial foi realizada, através da utilizacdo de trés anticorpos com conhecida reagdo em
material fixado em formalina e embebido em parafina. Os resultados evidenciaram uma
maior expressdo de EGFR nos cistos odontogénicos de desenvolvimento (ceratocisto e
dentigero) e no ameloblastoma quando comparada a expressdo observada nos cistos
inflamatérios € nos granulomas periapicais contendo restos epiteliais. A avaliagdo dos
resultados permitiu aos autores concluir que a expressao de EGFR é infuenciada pela
presenga de processo inflamatério no tecido conjuntivo adjacente.

Em estudo com casos de ameloblastoma, o EGFR foi observado mais
freqientemente nas células semelhantes ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte de tipos
histolégicos foliculares, quando comparados com tipos plexiformes, principalmente nas
areas correspondentes a metaplasia escamosa. Essa localizagdo do EGFR correspondeu a
marcacao do EGF, mas ndo a marcacgao positiva para o PCNA, o que permitiu aos autores
concluir que a interacdo EGF-EGFR pode nao estar se comportando como agente mitdgeno
e sim como um promotor da diferenciagcdo escamosa nos casos de ameloblastoma
estudados (UENO et al., 1994). No entanto, em estudo de Vered, Shohat e Buchner (2003),
100% das células foram positivamente marcadas. Nos tumores sodlidos, tanto as células
centrais como as periféricas foram marcadas, enquanto que nos ameloblastomas unicisticos
as células basais foram mais intensamente marcadas que as da camada suprabasal. Esse
estudo demonstrou que pacientes com ameloblastoma poderiam beneficiar-se com as novas
modalidades terapéuticas anti-EGFR, principalmente nos casos em que ha limitagdo

cirdrgica ou nos casos de recidiva.
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2. OBJETIVO

2.1. GERAL:
Avaliar a atividade proliferativa, através da quantificagdo das AgNORSs, e a expressao

do Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) em ameloblastomas.

2.2. ESPECIFICOS:

Realizar a contagem de pontos de AgQNORSs por nucleo, a mensuragao da area dos
pontos de AgNOR e o percentual de AgNORs por nucleo (pAgNOR=1, pAgNOR=2,
pAgNOR=3 e pAgNOR=4 ou + por nucleo), nas células semelhantes aos pré-ameloblastos e
células semelhantes ao reticulo estrelado em ameloblastomas.

Analisar a expressao do EGFR de ameloblastomas, nas células semelhantes aos

pré-ameloblastos e células semelhantes ao reticulo estrelado.
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INTRODUGAO

O ameloblastoma é um tumor odontogénico benigno que mostra um comportamento
clinico localmente invasivo (1) e destrutivo (2), apresentando alta taxa de recidiva (3, 4)
mesmo em pacientes tratados cirurgicamente com margem de segurancga (5). O mecanismo
dessa agressividade local ainda é desconhecido (6).

Para uma melhor compreensdo do comportamento agressivo do ameloblastoma, ele
tem sido avaliado quanto a expressdo de metaloproteinases, receptores de fatores de
crescimento, assim como quanto a atividade proliferativa, através de métodos histoquimicos
e imunohistoquimicos (7-15).

Entre os métodos de avaliagdo da atividade proliferativa esta a técnica de AgNORs,
que impregna pela prata as proteinas associadas as regides organizadoras nucleolares
(NORs) ativas. NORs sao segmentos de DNA, que na espécie humana localizam-se nos
bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22, e transcrevem o RNA
ribossomal (16-18). As NORs ativas estdo associadas as proteinas ndo-histbnicas e
argirofilas , que quando impregnadas pela prata sdao conhecidas como AgNORs (18). O
numero e o tamanho das AgNORs sdo variaveis, de acordo com o ritmo de transcrigdo de
RNA ribossomal. Em tumores malignos, as AgNORs sdo mais numerosas e menores

quando comparadas com neoplasmas benignos (19). Nucleo de células com uma baixa
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producado ribossomal apresentam uma AgNOR grande e uUnica, enquanto que nucleo de
células com alta produgao ribossomal exibem um grande numero de pequenas AgNORs
(20). Esse método reflete a velocidade com que as células percorrem o ciclo celular, assim a
marcacao das AgNORs, pode ser associada aos demais métodos que avaliam a fracdo de
crescimento, permitindo uma visao da velocidade da atividade proliferativa do tumor (17).

Acredita-se que a atividade proliferativa, assim como a capacidade de resposta
celular a inUmeros sinais extracelulares esta relacionada com a ativacdo de receptores de
fatores de crescimento (21). Estudos tém dedicado atencdo a eles buscando entender os
mecanismos de controle dos niveis desses receptores e da proliferacédo celular (22-26).
Dentre os receptores de fator de crescimento, destaca-se o Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), visto que esse receptor apesar de estar presente em células epiteliais
normais, esta altamente expresso em uma ampla variedade de tumores (21, 24). O EGFR é
uma glicoproteina transmembrana de 170-kd, que consiste de trés regides: um dominio
externo, uma regido transmembrana e um dominio intracelular com funcao tirosinaquinase
(21, 26-29). A ligagéo de fatores de crescimento especificos (EGF e TGF-a) com o EGFR
resulta no recrutamento de transdutores de sinal (23, 29-31), que podem levar a proliferagao
celular, assim como a processos associados a progressao tumoral, como angiogénese,
inibicao da apoptose, motilidade, adeséo e invasao. (22).

Inumeros estudos avaliaram a atividade proliferativa em ameloblatomas (2, 14-17),
no entanto poucos distinguiram a analise entre os tipos celulares epiteliais do tumor (7, 8,
14). Os estudos presentes na literatura avaliando a expressédo do EGFR em
ameloblastomas apresentaram resultados diversos e até mesmo contraditérios (15, 32, 33).
A proposta desse estudo foi investigar a atividade proliferativa, através da quantificacdo das

AgNORs, e a expressdo do EGFR em 11 casos de ameloblastomas.
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METODOLOGIA

SELECAO E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Onze casos de ameloblastomas foram selecionados do arquivo do Laboratério de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Os critérios de inclusao no estudo foram: diagndstico histopatoldgico de ameloblastoma,
auséncia de tecido calcificado na amostra e material suficiente para a realizagdo de pelo
menos trés cortes sucessivos.

Foram feitos trés cortes de cada bloco, com espessura de trés micrometros, um foi
corado com Hematoxilina e Eosina, para analise morfoldgica; outro foi impregnado com
prata para verificacdo das proteinas associadas as NORs ativas, segundo o protocolo de
Ploton et al. (34), e o ultimo foi submetido a marcagdo com o anticorpo anti-Epidermal
Growth Factor Receptor (Monoclonal Mouse Anti-human Epidermal Growth Factor Receptor-
EGFR, clone H11-DAKO Cytomation, Carpinteria, CA), diluigdo 1:25, recuperagao antigénica
com tripsina 0,2%, utilizando o sistema de deteccdo Envisiont ®, System DAKO
Cytomation, Carpinteria, CA. Para o controle positivo e negativo da técnica
imunohistoquimica foi empregado carcinoma espinocelular de boca com omissdao do
anticorpo primario, no controle negativo.

Esse estudo teve aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de

Odontologia da UFRGS (ANEXO).

ANALISE QUANTITATIVA E DESCRITIVA

A quantificacdo das AgNORs foi realizada através da analise de imagem digitalizada.
As ilhas epiteliais selecionadas foram observadas em microscépio binocular, marca Zeiss®,
(Modelo Standart 20), em um aumento de 400x. A captura das imagens foi realizada por
camera de video (JVC®, com 1CCD, modelo TK-C620U, colorida) acoplada a um
computador, marca UNISYS® (Modelo Aquanta DX), através do programa Microsoft VidCap

Windows 95 (Microsoft Corp.-USA)® e transportados para o programa de imagem
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Imagelab®, versdo 2.3 (Sistema de Processamento e Anadlise de Imagens, Softium-
Sistemas de Informatica, Sao Paulo, Brasil) em uma resolugao de 440x330 pixels, para a
realizagcao da contagem, com o auxilio da ferramenta contador manual.

Os campos de células epiteliais com histopatologia tipica do tumor foram
randomicamente capturados, até a quantidade que permitisse a contagem de 200 células
epiteliais, 100 células semelhantes aos pré-ameloblastos e 100 células semelhantes ao
reticulo estrelado do 6rgéo do esmalte.

Para a quantificacdo das AgNORs, foram realizadas a contagem dos pontos por
nucleo, a mensuragao da area dos pontos de AgNOR e percentual de AQNORs por nucleo
(PAgNOR=1, pAgNOR=2, pAgNOR=3 e pAgNOR=4 ou + por nucleo). O critério de
positividade foi a visualizagao de pontos pretos Unicos ou multiplos no interior de nucleos de
coloragdo amarelada (Figura 1). Os pontos associados foram contados como unico,
seguindo método padronizado por Crocker, Boldy e Egan (19).

A analise da expressao do EGFR foi realizada através da descricdo de marcacédo em
cada lamina, pela visualizac&o direta ao microscopio marca Nikon® (modelo Eclipse-E200),
em um aumento de 400x. As células epiteliais das ilhas tumorais escolhidas para analise
foram as células periféricas, semelhantes aos pré-ameloblastos e as células do interior das
ilhas, semelhantes ao reticulo estrelado. Os critérios de positividade estabelecidos foram
presenga da coloragdo marrom (DAB), exclusivamente em membrana plasmatica (marcagao
de membrana) (Figura 2), distribuida de forma granular e restrita ao citoplasma (marcacao
de citoplasma) (Figura 3) e presengca de ambas as marcagbes anteriores (marcacdo de
membrana e citoplasma) (Figura 4). Quando presente na lamina, a mucosa bucal normal

também foi avaliada.

CALIBRAGEM

Em uma etapa pré-experimental, foi realizado um treinamento com o professor

orientador, a fim de padronizar os critérios de positividade e contagem. Durante o estudo, a
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calibragem intra-examinador de quantificacdo das AgNORs foi realizada através da
recontagem de um campo a cada dez campos estudados, aplicando-se o teste "t” (a=0,05).
No caso da analise descritiva, apds o término da descricdo de positividade do EGFR, cinco
laminas foram aleatoriamente selecionadas para uma nova descricdo, e dessa forma
observar o grau de concordancia do observador. Os resultados revelaram que nao houve

diferenca estatistica entre as duas leituras.

ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada através de tabelas, graficos e estatisticas
descritivas (médias e desvio-padrées). O teste estatistico utilizado foi o teste de
comparacdes de médias t-student para amostras pareadas. Para o processamento e analise

destes dados foi utilizado o software estatistico SPSS versao 10.0.

RESULTADOS

ANALISE QUANTITATIVA DAS AgNORs

Néo houve diferenga estatisticamente significativa entre a média (Tabela 1),
mensuracdo da area (Tabela 2) e percentual de AgNORs por nucleo (pAgNOR=1,
pAgNOR=2, pAgNOR=3 e pAgNOR=4 ou + por nucleo) entre os diferentes tipos celulares
estudados (Tabela 3, 4, 5 e 6). No entanto, apesar de os testes estatisticos aplicados nao
indicarem uma diferenca significativa entre as diferentes células, foi observado que,
descritivamente, existe uma tendéncia de valores maiores de média de numero de AQNORs
por nucleo, percentual de 2 e 3 AgQNORs por nucleo e uma média da mensuracgao da area
de AgNORs por nucleo para as células semelhantes aos pré-ameloblastos. As células
semelhantes ao reticulo estrelado apresentaram média superior somente quando o

percentual de 1AgNOR por nucleo foi avaliado (Tabela 3).
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Tabela 1. Distribuicdo das médias e desvios-padrao das contagens do numero de AQNORs
por nucleo das células semelhantes aos pré-ameloblastos e das células semelhante ao

reticulo estrelado, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao P
Semelhante ao pré-ameloblasto 11 1,51 0,19 0,08
Semelhante ao reticulo estrelado 11 1,39 0,16

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia - UFRGS

Tabela 2. Distribuicdo das médias e desvios-padrdo da mensurac¢ao da area de AQNORs por
nucleo (um?) das células semelhantes aos pré-ameloblastos e das células semelhante ao

reticulo estrelado, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao p
Semelhante ao pré-ameloblasto 11 0,64 0,19 0,29
Semelhante ao reticulo estrelado 11 0,59 0,17

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS

Tabela 3. Distribuicdo das médias e desvios-padrdo da porcentagem de uma AgNORs por
nucleo das células semelhantes aos pré-ameloblastos e das células semelhante ao reticulo

estrelado: % 1 AgNOR, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao p
Semelhante ao pré-ameloblasto 11 63,91 12,34 0,11
Semelhante ao reticulo estrelado 11 69,91 10,84

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS

Tabela 4. Distribuicdo das médias e desvios-padrao da porcentagem de duas AgNORs por
nucleo das células semelhantes aos pré-ameloblastos e das células semelhante ao reticulo

estrelado: % 2 AgGNOR, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao p
Semelhante ao pré-ameloblasto 11 28,27 8,25 0,19
Semelhante ao reticulo estrelado 11 23,36 9,05

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS
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Tabela 5. Distribuicdo das médias e desvios-padrao da porcentagem de trés AQNORs por
nucleo das células pré-ameloblasticas e das células semelhante ao reticulo estrelado: % 3
AgNOR, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao p
Pré-ameloblastica 11 6,55 4,68 0,61
Semelhante ao reticulo estrelado 11 5,91 493

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da faculdade de Odontologia - UFRGS

Tabela 6. Distribuicdo das médias e desvios-padrao da porcentagem de quatro AQNORs por
nucleo das células pré-ameloblasticas e das células semelhante ao reticulo estrelado: % 4
AgNOR, Porto Alegre, 2005.

Tipo de Célula n Média Desvio-padrao p
Pré-ameloblastica 11 1,27 1,62 0,30
Semelhante ao reticulo estrelado 11 0,82 1,08

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da faculdade de Odontologia - UFRGS

ANALISE DESCRITIVA DA EXPRESSAO DO EGFR

A marcagao da expressao do EGFR nas ilhas epiteliais do ameloblastoma ndo se
mostrou uniforme, sendo possivel identificar ilhas marcadas e ilhas sem marcagao, em
todas as laminas analisadas. A localizacdo da marcacao também foi variavel nas diferentes
ilhas epiteliais. Observaram-se ilhas com marcagao de membrana (Figura 2), de citoplasma
(Figura 3) e de membrana e citoplasma (Figura 4). A marcacdo predominante foi a de
citoplasma. Poucas ilhas apresentaram a marcacdo da expressdo de membrana e essas
geralmente eram as de menor tamanho. A maioria das ilhas ndo apresentou variagdo na
marcagao da expressdo do EGFR nos diferentes tipos celulares analisados, no entanto no
interior de algumas ilhas foi observada uma variagdo na marcagao da expressao do receptor
(EGFR), independentemente do tipo celular. Uma diferenga na intensidade da marcagao foi
verificada ndo somente nas diferentes laminas, mas nas diferentes ilhas dentro de uma
mesma lamina.

Quando presente, a mucosa bucal apresentou uma marcacido de membrana e

citoplasma, principalmente nas células epiteliais das camadas proliferativas (basal e
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parabasal), e essa marcagcdo diminuia a medida que se afastava dessas camadas e se

aproximava das camadas intermediaria e superficial.
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Figura 1: Fotomicrografia de ilhas foliculares de ameloblastoma, impregnadas pela prata, para
observagdo das AgNORs. Observa-se célula semelhante ao pré-ameloblasto com 3 AgNORs (seta
cheia) e célula semelhante ao reticulo estrelado com 1 AgNOR (seta vazada). Técnica de

impregnagéo pela prata — Aumento original 400x.

Figura 2: Fotomicrografia de uma ilha de menor tamanho com células semelhantes aos pré-
ameloblastos com marcagdo da expressdo de membrana do anticorpo anti-EGFR (—) — Aumento

original 400x.
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Figura 3: Fotomicrografia de uma ilha com células semelhantes aos pré-ameloblastos com marcagéo

da expressao de citoplasma do anticorpo anti-EGFR (—) — Aumento original 400x.

Figura 4: Fotomicrografia de células epiteliais com marcagéo da expressdo de membrana e

citoplasma do anticorpo anti-EGFR (—) — Aumento original 400x.
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DISCUSSAO

Foram avaliadas as células tumorais separadamente, para distinguir a atividade
proliferativa nos diferentes tipos celulares, visto que Sandra et al. (8) e Ong'uti et al. (14)
encontraram um predominio de células semelhantes aos pré-ameloblastos marcadas pelo
Ki-67 e PCNA e Ki-67 respectivamente, comparada a escassa marcagdo observada nas
células semelhantes ao reticulo estrelado, e Piattelli et al. (7) avaliando a expressao da
PCNA em ameloblastoma, observaram um padrdo variavel de predominio de marcacao,
dependendo do tipo histolégico avaliado.

Os resultados da média de pontos de AgNORs por nucleo em ambos os tipos
celulares avaliados foi compativel aos valores encontrados em lesées benignas, ou seja,
média inferior a 3 pontos de AGQNORs por nucleo (19, 20), confirmando os achados de Rosa,
Jaeger e Jaeger (2) e Eslamini et al. (13). Esse valor encontrado é compativel com o
crescimento lento do ameloblastoma e nos permite interpretar que o aumento de atividade
proliferativa das células tumorais pode nao ser o unico responsavel pelo comportamento
infiltrativo da lesao, conforme sugeriu estudo de Do Carmo e Silva (12).

Foram analisadas também a média da area de AgQNORSs por nucleo e o percentual de
nucleos com 1, 2, 3 e 4 ou mais AQNORs. Com relagao a area, o resultado encontrado foi de
média superior para as células semelhantes aos pré-ameloblastos, embora essa diferenca
ndo seja estatisticamente significativa. Esse resultado difere de Rosa, Jaeger e Jaeger (2)
que em estudo avaliando as AgQNORs em ameloblastoma e carcinoma de células basais
mostraram uma média de area superior para o0 ameloblastoma, que por sua vez apresentou
meédia de contagem dos pontos de AgNORs inferior ao carcinoma de células basais, mas
confirma estudo de Pinheiro et al. (6) que, em ameloblastomas, encontrou uma média de
area superior em células com uma média do numero de pontos de AQNORs maiores. Esses
achados divergentes podem ser explicados pelo uso de programas ou equipamentos

diferentes, que podem influenciar na acuracia da mensuragao da area dos pontos.
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Quanto ao percentual de AgQNORs por nucleo a maioria das células apresentaram 1
AgNOR por nucleo, indicando uma proliferacdo em velocidade semelhante ao ritmo
fisiolégico, conforme estudo de Xie et al. (35), que encontraram 70% dos nucleos de células
epiteliais normais com 1 ou 2 AgNORs. No entanto, as células que apresentaram o maior
percentual de nucleos com uma unica AgNOR foram as células semelhantes ao reticulo
estrelado, as mesmas que apresentaram uma média de pontos e area de AgNORs inferior
as células semelhantes aos pré-ameloblastos, e apesar dessa diferenca nao ser
estatisticamente significativa, pode-se sugerir que essas células estdo em uma velocidade
proliferativa mais lenta que as células semelhantes aos pré-ameloblastos.

Os baixos percentuais encontrados de nucleos com 3 e com 4 ou mais AgNORs,
indicam a baixa velocidade proliferativa do tumor. Rosa, Jaeger e Jaeger (2), analisando a
distribuicdo dos pontos de AGQNORs em ameloblastomas, observaram que 90% dos nucleos
apresentavam 1 ou 2 pontos de AgNORs, ja a distribuicdo em carcinoma de células basais
mostrou que 70% das células apresentavam 2 ou 3 pontos de AgNORs (2), reafirmando
uma velocidade proliferativa maior em neoplasias malignas quando comparada com
neoplasias benignas, ja que esse meétodo reflete a velocidade com que as células percorrem
o ciclo celular.

Em analise dos resultados obtidos nesse estudo pela média da contagem dos
pontos, mensuragao da area e percentual de 1, 2, 3 e 4 ou mais AgNORs por nucleo, pode-
se perceber que esses diferentes métodos de quantificagdo confirmam os achados de
Pinheiro et al. (6), assim como apresentam relagdo entre si. Sugerindo que, nédo é
necessaria a realizagdo de mais de um método de quantificacdo de AgNORs em
ameloblastoma, visto que todos os métodos mostraram de forma semelhante a atividade
proliferativa do tumor. No entanto, sugere-se a realizagao do percentual de AQNORs por
nucleo, uma vez que esse método reflete a porgcdo exata de células que estdo com uma
velocidade de proliferagdo maior que o fisioldgico.

Com relacéo aos resultados obtidos pela analise da expressao do EGFR, todas as

11 amostras de ameloblastoma, independente da classificagdo histoldgica, obtiveram
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marcagao positiva. Na literatura, ha poucos estudos que avaliaram a expressao do EGFR
em ameloblastoma (10, 15, 32, 33), e eles apresentaram resultados contraditérios, variando
desde uma presenga de todas as células marcadas (10) até a uma auséncia total de
marcacao (33). Esses resultados divergentes podem ser explicados pelos diferentes critérios
de positividade utilizados, como somente membrana (32), membrana e/ou citoplasma (15) e
membrana ou membrana e citoplasma associados a intensidade de marcacgédo (10, 33),
assim como pelos diferentes tipos de clones de anticorpos utilizados, os quais podem ligar-
se a diferentes dominios dos receptores, influenciando na localizagado da marcagao.

Li, Browne e Mathews (33), em estudo da expressao do EGFR em 6 casos de
ameloblastomas, utilizaram 3 tipos de clones de anticorpos (E30, C11 e F4). Os cortes
marcados com E30 apresentaram uma forte expressdo na membrana celular, (e) quando
marcados com C11 e F4 a expressdo foi em membrana e citoplasma, comprovando a
alteracao na localizagao da expressao de acordo com o anticorpo. Dessa forma, ratifica-se a
necessidade de os estudos apresentarem uma minuciosa descricdo dos anticorpos
utilizados, dos sistemas de deteccdo empregados e do critério para consideragao de
marcagao e sua interpretacdo possibilitando uma avaliacdo consistente e comparacao de
resultados, como sugerido por Ciardiello e Tortora (25).

Apesar de a marcacio positiva estar presente em todas as laminas, ela nao foi
uniforme, pbéde-se perceber ilhas com e sem marcacédo. Esses achados também foram
encontrados por Ueno et al. (15) que encontrou 88% de ilhas marcadas. Isso pode ser
explicado pela falta de homogeneidade na fixagdo, ou por ter ilhas com células que
realmente nao estejam expressando o receptor visto que, nesse estudo foi observado que
uma mesma ilha apresentou metade com presenca e a outra metade com auséncia de
marcacgao. Esse tipo de expressao pode estar envolvido com o crescimento nao uniforme da
lesdo, e dessa forma justificar a infiltragao irregular do tumor.

Foi possivel identificar a marcacdo de EGFR em membrana, no citoplasma e em
membrana e citoplasma, sendo a mais freqliente a de citoplasma, predominando em 7 dos

11 casos. Essa marcacao sugere a internalizagcdo do receptor (37, 38) e, portanto imagina-
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se que essas células respondam de forma mais lenta frente ao estimulo (36), o que refletiria
na atividade proliferativa da lesao.

Raras foram as ilhas com marcagcdo somente de membrana e, geralmente essas
ilhas eram as de menor tamanho dentro das existentes em cada Iamina analisada. Esse tipo
de marcacgido é a freqlentemente encontrada em células com alta atividade proliferativa,
como em carcinomas (39) e, portanto sugere-se que essas ilhas estejam respondendo mais
rapidamente frente ao estimulo proliferativo. Por outro lado, as ilhas de maior tamanho
podem ja estar em um estagio mais “maduro”, sugerindo um estagio menos proliferativo,
com uma resposta mais lenta a estimulos. Essa capacidade mitética diminuida esta de
acordo com as células benignas, que apresentam um limite proliferativo, ao contrario das
células malignas que apresentam imortalidade e consequentemente capacidade proliferativa
ilimitada (40).

Estudos anteriores mostraram um maior indice de recidiva (1, 5), assim como uma
maior atividade proliferativa do tipo histolégico folicular (14, 41). A partir dos resultados
desse estudo sugere-se que a maior atividade proliferativa do tipo folicular pode estar
relacionada a sua constituicdo, que na maioria das vezes é predominantemente formado por
ilhas menores do que aquelas apresentadas pelos tipos plexiformes, e ndo associada ao
tipo histoldgico.

Na maioria dos casos, nao houve diferenca no padrdo de marcagao do EGFR nos
diferentes tipos celulares, no entanto foi observado que no interior de algumas ilhas houve
uma variagdo na expressdo da localizagdo do receptor independente do tipo celular,
indicando que as células, mesmo dentro de uma mesma ilha, estariam em um padrao de
crescimento diferente. Esse resultado discorda de estudo de Li, Browne e Mathews (33),
que mostraram que os ameloblastomas foliculares apresentaram intensa marcacao nas
células periféricas com diminuicdo para o centro das ilhas tumorais e de Ueno et al. (15),
que observaram, em ameloblastomas foliculares, uma marcagédo geralmente no citoplasma
das células semelhantes ao reticulo, e raramente nas células semelhantes aos pré-

ameloblastos.



42

Uma marcacao citoplasmatica nas areas de metaplasia escamosa foi observada,
contrariando Shrestha et al. (32) e confirmando os achados de Ueno et al. (15), que por sua
vez, ndo encontrou relagcao entre a expressdo de EGFR e a proliferagao celular, avaliada
pela expressdo da proteina PCNA, mas sim com a diferenciagdo celular, ja que as areas
marcadas corresponderam principalmente as areas de metaplasia escamosa. Essa
marcagdo sugere uma possivel relacdo entre a expressdo deste receptor com a

diferenciacao celular.

CONCLUSOES

A partir desses resultados, concluiu-se que o ameloblastoma apresenta uma
atividade proliferativa compativel com lesdo benigna, de crescimento lento.

Foi observado um padrdo variado da expressado do receptor EGFR nos diferentes
grupos celulares, sugerindo um padréao irregular de crescimento tumoral. No entanto, como
a maioria dos casos apresentou um predominio da expressao do EGFR em citoplasma, e
essa marcagao sugere uma resposta mais lenta frente ao estimulo, isso justificaria o
crescimento lento do tumor. Salienta-se que, como a expressao de membrana do EGFR
ocorreu nas ilhas de menor tamanho, e esse tipo de expressdao € compativel com uma
resposta mais rapida ao estimulo proliferativo, sugere-se que essas ilhas sdo as que
apresentam maior velocidade de proliferagcao, sendo as que contribuiriam para a infiltragcao
do tumor.

Assim, uma andlise no predominio de ilhas menores na lamina de diagndstico
histopatolégico poderia ajudar a definir o comportamento proliferativo de cada lesao.
Sugere-se, que seja investigado o progndstico de ameloblastomas a partir da presencga de

um predominio de ilhas menores em relagdo as maiores.
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