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Resumo

Introdugao: Os ameloblastomas (AM) sdo considerados os tumores odontogénicos mais comuns da
cavidade bucal, apresentando grande importancia clinica devido a sua agressividade, capacidade infiltrativa
e comportamento recorrente. De maneira semelhante, o ceratocisto odontogénico (CO) desperta a atencdo
por ter um comportamento agressivo e altas taxas de recorréncia em relacdo aos outros cistos de
desenvolvimento. Objetivo: Avaliar e comparar o indice de proliferacdo epitelial e a presenca de
miofibroblastos em CO e AM, por meio dos anticorpos Ki-67 e a-SMA, respectivamente.
Metodologia: Foram selecionados 15 casos de AM e 24 casos de CO para investigacdo imuno-histoquimica
das proteinas Ki-67 e a-SMA. Um grupo de sete foliculos pericoronarios (FP) foi incluido como controle de
tecido odontogénico normal. A média de células positivas foi calculada para cada marcador. Resultado: O
teste de Kruskal-Wallis revelou que a expressao de ambos os marcadores foi maior nos casos de CO, quando
comparada a expressdo em AM e FP. Segundo o teste de Mann-Whitney, a expressdo dos marcadores foi
semelhante entre os subtipos de AM. Conclusdo: A alta expressdo de Ki-67 e a-SMA observada em CO
poderia estar associada ao comportamento agressivo desta lesdo em relacdo aos outros cistos de
desenvolvimento. Por outro lado, a expressdo semelhante destas proteinas nos casos de AM e FP, assim
como nos subtipos de AM, poderia indicar que outros fatores, além do potencial proliferativo, estariam
associados ao comportamento clinico agressivo do AM.

Descritores: Ameloblastoma; cistos odontogénicos; antigeno Ki-67; miofibroblastos.

Abstract

Introduction: Ameloblastomas (AM) are considered the most common odontogenic tumors, with great
clinical importance linked to its locally aggressive, infiltrative, and recurrent behavior. The odontogenic
keratocyst (OK) represents a peculiar cyst that also draws attention because of its aggressive behavior and
high rates of local recurrence. Objective: The aim of this study was to evaluate the cell proliferation index and
the presence of myofibroblasts in AM and OK using Ki-67 and a-SMA antibodies, respectively. Methodology:
Fifteen cases of AM and 24 cases of OK were selected for immunohistochemical investigation of the proteins a-
SMA and Ki-67. A group of 7 pericoronal follicles (PF) was included as control for normal odontogenic tissue. The
mean percentage of positive cells was calculated for each protein. Result: Kruskal-Wallis test for both markers
showed that expression was higher in OK, when compared to AM and PF. Mann-Whitney test showed no
statistical difference when comparing the expression of both markers between the subtypes of AM.
Conclusion: Elevated expression of Ki-67 and a-SMA in OK may be associated with the aggressive clinical
behavior of this cyst in comparison to other development cysts. The similar expression of the markers
observed among AM and PF cases, as well as among subtypes of AM, may indicate that other factors, besides
proliferative potential, are associated with the aggressive behavior of AM.

Descriptors: Ameloblastoma; odontogenic cysts; antigen Ki-67; myofibroblast.
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INTRODUGAO

Em 2005, na terceira edi¢do da Classificagio Mundial de Tumores de Cabeca e Pescoco da
Organizag¢ido da Mundial da Satide (OMS), o Ceratocisto Odontogénico (CO) foi classificado como
tumor e renomeado Tumor Odontogénico Ceratocistico (TOC). A mudan¢a baseou-se no
comportamento clinico da lesdo, na sua elevada taxa de recidiva e, principalmente, na presenga da
mutacdo do gene PTCH!. No entanto, em janeiro de 2017, o TOC foi reclassificado como cisto e
renomeado para CO, devido a falta de evidéncias que suportassem manté-lo na categoria de tumor2.
0 CO é um cisto com potencial de crescimento anteroposterior, com taxa de recorréncia em torno de
21% e tendéncia a destruicdo de estruturas, especialmente se associado a sindrome do carcinoma
basocelular nevéide3+. Histologicamente, o CO apresenta elevada expressdo imuno-histoquimica de
proteinas relacionadas a proliferagio e sobrevivéncia celular, angiogénese e remodelacio dssea,
sendo que alguns desses marcadores foram associados ao comportamento mais agressivo desta
lesdo em rela¢do aos outros cistos*.

A terminologia dos ameloblastomas também apresentou mudangas na nova Classificagdo
Mundial de Tumores de Cabeca e Pesco¢o, tornando-se mais simplificada e restringindo-se a
Ameloblastoma (AM), Ameloblastoma Unicistico (AU) e Ameloblastoma Extradsseo/Periférico
(AE)2. O termo “sélido/multicistico”, antes usado para o ameloblastoma convencional, foi
removido por ndo possuir significancia biolégica e por gerar confusao com o subtipo AUZ Dentre
os ameloblastomas, o AM é o subtipo mais frequente e também o que apresenta comportamento
clinico mais agressivo, com crescimento localmente infiltrativozs. A ressec¢do do tumor
geralmente requer uma margem de seguranca devido ao alto potencial de recorréncia apds
curetagem simples, ressec¢do sem margem de seguranga ou combinagdo de curetagem e
crioterapia®. Por outro lado, o AU assemelha-se radiografica e clinicamente a uma lesao cistica,
possibilitando abordagens de tratamento mais conservadoras com menores indices de recidiva2.

Histologicamente, o AM apresenta uma grande variacdo de padrdes, sendo que os mais
comuns sdo o tipo folicular e o plexiforme>. Por outro lado, o AU apresenta trés variantes
histopatoldgicas: luminal, intraluminal e mural, sendo este udltimo o que apresenta pior
progndstico?. A caracterizagdo da expressdo génica dos ameloblastomas mostrou uma elevada
expressao de proteinas relacionadas a proliferacdo celular e remodelagdo 6ssea e tecidual, as
quais poderiam estar relacionadas ao desenvolvimento e a progressio destas lesdes’.

Na identificacdo da atividade celular proliferativa, o anticorpo monoclonal Ki-67 é um
marcador bioldgico considerado confiavel na avaliacdo da quantidade de células em proliferacio
e, além disso, o seu uso é simplificado e rapido8. Nos ameloblastomas, o aumento do indice de
proliferacdo celular estd associado positivamente ao risco de recorréncia®, bem como a alta
expressao de Ki-67 nas camadas celulares suprabasais do revestimento epitelial em CO poderia
explicar o seu comportamento clinicamente agressivol0.

Outro indicador confidvel de progressdo tumoral é a expressdo da proteina alfa-actina de
musculo liso (a-SMA), que permite avaliar a presenga de miofibroblastos (MFs). Os MFs sao
fibroblastos que possuem caracteristicas semelhantes as de musculo liso, com capacidade
contratil devida a elevada expressdo de a-SMA1!L. Os MFs, além de produzirem colageno, tém o
potencial de facilitar a progressao de lesdes epiteliais neoplasicas, podendo também favorecer o
crescimento de cistos e tumores odontogénicos2.

Com o exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o indice de proliferacdo celular e a
presenca de MFs utilizando os anticorpos Ki-67 e a-SMA, respectivamente, com o intuito de obter
uma melhor compreensio do comportamento biolégico dos casos de CO, AM e AU.
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METODOLOGIA

Selecdo da Amostra

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob os numeros: 1.285.803 Parecer Plataforma
Brasil / Certificado de Apreciacdo Etica (CAAE): 49115915.5.0000.0121.67.

Amostras e laudos histopatolégicos foram selecionados de dois laboratérios de diagnéstico da
universidade a que pertencem os autores. Foram selecionados 15 casos de ameloblastomas
(AU=7; AM=8) e 24 casos de CO. Como grupo controle de lesio ndo tumoral/cistica, foram
incluidos sete casos de FP de terceiros molares completamente inclusos, comprovados
radiograficamente, e livres de processo inflamatério.

Técnica Imuno-histoquimica

As amostras foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica pelo método da
estreptavidina-biotina-peroxidase!314, Foram obtidos cortes de 3 pm de espessura das amostras
fixadas em formol e emblocadas em parafina, os quais foram colocados em ladminas de vidro
silanizadas com 3-aminopropiltrietoxissilano (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
Foirealizada a desparafinizacdo e a reidratacdo dos cortes, seguidas de imersdo em solucdo de
H202/metanol 2% para o bloqueio da peroxidase endégena. A recuperacdo antigénica foi
realizada em banho-maria por 45 min com uma solugao tampao de citrato 0,01 M (pH 6,0),a 96 °C
(Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha). As amostras foram incubadas com os anticorpos
primarios Ki-67 e a-SMA (MFs) durante a noite (Tabela 1). O Kit LSAB (Dako Corporation,
Carpinteria, USA) foi utilizado para aplicagdo do anticorpo secundario biotinilado, seguido da
incubacdo com o complexo estreptavidina-peroxidase. O cromégeno diaminobenzidina (DAB)
(Biocare, Concord, CA, EUA) foi utilizado para a revelacdo da reacdo e a laminas foram
contrastadas com a Hematoxilina de Harris e montadas com Entellan (Merck, Alemanha). Apds
cada etapa, as laminas foram lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) por cinco
minutos. Foram incluidos controles positivos para todos os anticorpos (Tabela 1). O controle
negativo de todas as reagdes foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.

Tabela 1. Detalhes dos anticorpos utilizados e seus respectivos controles positivos

Anticorpo Clone Fonte Diluigcdo Controle positivo
a-SMA Policlonal Sigma 1:1000 Vasos sanguineos
. . Carcinoma
Ki-67 Monoclonal - P6 Biocare 1:100

epidermoide

Analise Imuno-histoquimica

O software NIH Image J® 1.45q (National Institutes of Health, Maryland, EUA) foi utilizado para
analisar as imagens capturadas com uma camera fotografica (Cannon, A620, Beijing, China)
acoplada ao microscépio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), com magnitude
de 400x.

A presenca de MFs foi analisada pela expressao de a-SMA nos fibroblastos presentes no tecido
conjuntivo logo abaixo do revestimento epitelial. O nimero total de células positivas e negativas
foi contado em 10 campos consecutivos para cada caso. Células com coloracdo citoplasmatica
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marrom foram consideradas positivas, excluindo-se as células inflamatorias, células endoteliais e
pericitos, pois essas células podem interferir nos resultados devido a expressio de a-SMA.

A imunopositividade para Ki-67 foi caracterizada pela coloracdo castanha do nucleo das
células epiteliais. Para CO, as camadas basal e suprabasal foram analisadas; para o AM, as células
periféricas das ilhas epiteliais foram avaliadas, e para o AU, o revestimento do epitélio
ameloblastico foi considerado. Para cada caso, as células epiteliais positivas e negativas foram
contadas em 10 campos consecutivos. Para ambos os anticorpos, calculou-se a percentagem
média de células positivas para cada caso. A concordancia intraexaminador foi realizada antes da
coleta dos dados oficiais para ambos os anticorpos. Os valores de kappa variaram de 0,89 a 0,94.

Analise Estatistica

0 teste estatistico de Kruskal-Wallis foi aplicado para a comparacao da expressao do Ki-67 e
a-SMA entre os casos de ameloblastomas (AM+AU), CO e FP. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparar os resultados entre AM e AU. A correlacao entre Ki-67 e a-SMA foi
avaliada por meio do teste de correlacio de Spearman. Os resultados foram expressos como
média da porcentagem de células coradas *+ desvio padrdo para ambos os marcadores (Tabela 2).
Considerou-se o valor de p < 0,05 para dados com significancia estatistica.

Tabela 2. Média percentual de células positivas + desvio padrdo dos marcadores imuno-histoquimicos para
Ki-67 e a-SMA em Ameloblastomas (AM+AU), AM, AU, CO e FP

Ki-67 a-SMA
Média (xDV) P Média (xDV) P
AM 6,93 +2,3 0.381 8,25+1,6 0.817
AU 8,94 +1,6 7,71 £1,1
Ameloblastomas (AM+AU) 13,00+ 8,7 2 15,83 +6,52
co 31,81+6,9b 0.000* 28,80+ 8,3 b 0.005*
FP 12,75 +5,82 17,00 +5,32

AM = ameloblastoma; AU = ameloblastoma unicistico; CO = ceratocisto odontogénico; FP = foliculo pericoronario; p = valor de p.
aDiferencas entre AM e CO com P < 0,05. Kruskal-Wallis teste estatistico (P < 0,05) com teste post hoc de Dunn-Bonferroni para
comparag¢oes multiplas. PDiferengas entre FP e CO com P < 0,05. Kruskal-Wallis teste estatistico (P < 0,05) com teste post hoc de
Dunn-Bonferroni para comparagdes muiltiplas. Valores foram expressos como média * desvio padrdo (%). *valor
estatisticamente significante.

RESULTADO

As expressoes de Ki-67 e a-SMA estdo representadas nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
Foi observado que a expressdo de a-SMA mostrou-se difusa no tecido conjuntivo (Figura 2).
Por outro lado, a expressao nuclear de Ki-67 foi observada nas camadas basal e suprabasal do
epitélio cistico de CO (Figura 1A) e por todo o epitélio ameloblastico em AU (Figura 1C), bem
como nas células da periferia das ilhas tumorais de AM (Figura 2D).
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Figura 1. Fotomicrografia da expresséao de Ki-67 no epitélio caracterizada pela marcacéo nuclear de cor
marrom (seta) (LSAB, x400): (A) Ceratocisto odontogénico exibindo epitélio pavimentoso estratificado com
camada basal em palicada e paraceratina corrugada na superficie, revestindo a capsula de tecido
conjuntivo; (B) Foliculo Pericoronario com epitélio odontogénico suportado por tecido conjuntivo fibroso e
auséncia de inflamagéo; (C) Ameloblastoma unicistico com epitélio tipicamente amoloblastico revestindo a
capsula cistica; (D) Ameloblastoma com ilhas de epitélio odontogénico constituidas por células centrais
frouxamente arranjadas semelhantes ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte e uma camada periférica
de células colunares altas.
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Figura 2. Fotomicrografia da expressao de a-SMA caracterizada pela coloragdo marrom difusa do citoplasma
(LSAB, x400): (A) Ceratocisto odontogénico com capsula de tecido conjuntivo fibroso; (B) Foliculo
Pericoronario com tecido conjuntivo fibroso e auséncia de inflamagéo; (C) Ameloblastoma unicistico com
epitélio de revestimento tipicamente ameloblastico suportado por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso;
(D) Ameloblastoma com ilhas de epitélio odontogénico circundadas por tecido conjuntivo fibroso.

Ao analisar e comparar a expressdo entre os grupos, a expressdo de a-SMA e Ki-67 foi
estatisticamente maior em CO, em relagdo a expressio de ameloblastomas (AM+AU) e FP
(Tabela 2). Por outro lado, ao comparar a expressao destes marcadores entre subtipos de
ameloblastomas, nao foi observada diferenca estatistica (Tabela 2).

O teste de Spearman revelou uma correlacdo positiva (r = 0,381) entre a expressdo de Ki-67
no epitélio e a-SMA no tecido conjuntivo das amostras.

DISCUSSAO

O comportamento biolégico do CO é reconhecidamente mais agressivo do que o de outros
cistos de desenvolvimento. Por essa razao, nos ultimos anos, a discussio sobre a classificacdo do
CO como tumor ou cisto manteve-se ativa, refletindo a preocupacdo em relacdo as caracteristicas
clinicas peculiares desta lesdo, como elevada recorréncia, potencial infiltrativo e presenca de
mutacdes génicas!.2. Diante disso, o estudo da etiopatogénese desta lesdo por meio de marcadores
proteicos e moleculares é de extrema importancia para o melhor entendimento do seu
comportamento biolégico.

Neste estudo, a expressdo de Ki-67 foi maior em casos de CO, em relagdo a expressdo
observada nos ameloblastomas e FP, demonstrando o alto potencial proliferativo do epitélio
cistico desta lesdo. Estes mesmos resultados foram observados em estudos semelhantes!3.15,
A alta expressdo de Ki-67 em CO poderia estar associada ao potencial de crescimento e invasao
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observado nesta patologia, uma vez que a expressdo de Ki-67 ja foi associada com o
comportamento clinico e o potencial de recorréncia de outras lesdes®. Por outro lado, outros
fatores, além do potencial proliferativo, também poderiam estar associados ao comportamento
clinico do CO, como a remocao incompleta da lesdo!¢. Diferente de outros cistos, o0 CO possui uma
capsula e um revestimento epitelial cistico fridvel, os quais podem facilmente ser fragmentados
durante a remogao cirdrgica. Tal caracteristica, somada a presenca de cistos satélites na capsula
e o potencial proliferativo do epitélio, poderia contribuir para a alta taxa de recorréncia
observada nestas lesdes!®.

Ao analisar a expressdo de Ki-67 em AM e AU, nio foi observada diferenca estatistica entre
eles, o que esta de acordo com outros estudos!’. Em contrapartida, Meer et al.18, ao compararem
a expressao de Ki-67 entre os subtipos de ameloblastomas, encontraram uma maior expressao
em AU, concluindo que ndo ha relacdo entre a taxa de proliferacio epitelial e a diferenca no
comportamento clinico entre os subtipos de ameloblastomas. Os autores afirmaram ainda que a
morfologia complexa do subtipo AM muitas vezes dificulta sua remocao completa, o que poderia
estar associado com sua alta taxa de recorréncial8. Dessa maneira, seria possivel que a alta taxa
de recorréncia observada em AM esteja relacionada a remocdo incompleta da lesdo, em vez da
expressdo de Ki-6718, Entretanto, existem estudos que encontraram uma associa¢do do potencial
de infiltracdo e a taxa de recorréncias destas lesdes com o alto indice proliferativo e a elevada
expressdo de Ki-67 observada nas células tumorais!®. Estes achados conflitantes poderiam ser
atribuidos as diferengas nas metodologias utilizadas para avaliar a atividade proliferativa nesses
estudos, reforcando a necessidade do uso de métodos padronizados que permitam a
reprodutibilidade e a comparagdo dos dados. Frente a isso, dados publicados a respeito do
potencial proliferativo do epitélio neoplasico dos subtipos de AM ainda sdo controversos.

A ativacdo de MF no estroma das lesdes também deve ser considerada no potencial de
crescimento e desenvolvimento das mesmas?2. Neste estudo, a presenca de MF foi avaliada pela
expressdo de a-SMA e esta foi maior em casos de CO, em relacdo a AM e FP. Estes achados estio
de acordo com outros estudos semelhantes0. Por outro lado, no estudo de Syamala etal.20 e
Santos etal.2!, a expressdo deste marcador foi maior em AM em relacdao a CO, e segundo
Annegowda et al.’2, ndo houve diferenca na expressdo de a-SMA entre ameloblastomas e CO.
Emrelacio a expressio semelhante de a-SMA observada entre ameloblastomas e FP, os
resultados diferem de estudos anteriores!314. No estudo de Dutra et al.13, a expressdo de a-SMA
foi maior em AM em relacdo a expressio de FP. Por outro lado, segundo Ramos et al.14, a
expressao deste marcador foi maior em FP em relacdo a expressdo em CO. A presenca de MF em
FP, sendo esta semelhante ou ndo a das lesGes em estudo, poderia ser justificada pelo
remodelamento 6sseo que ocorre durante a erup¢io dentaria?2,

A presenga de MFs poderia estar associada ao comportamento agressivo de cistos dentigeros,
CO e ameloblastomas, conforme sugerido por estudos anteriores!l. Assim, ainda que os
resultados da literatura sejam controversos em relacdo a expressio de a-SMA em lesdes
odontogénicas, faz-se necessario ressaltar que o crescimento de neoplasias esta ligado a um
estroma que dé condig¢bes para tal?3. A interacdo entre MFs e células epiteliais poderia causar
alteracdes no estroma destas lesdes, o que favoreceria o crescimento, a progressao e, até mesmo,
o prognostico das mesmas?4. Os MFs sdo considerados células importantes no remodelamento do
tecido conjuntivo, uma vez que interagem com as células epiteliais, sintetizam enzimas capazes
de degradar a matriz extracelular e sdo capazes de controlar a progressdo, a invasdo e a
angiogénese tumoral?t. No presente estudo, uma possivel interacdo entre o potencial
proliferativo do epitélio e a presenca de MFs no tecido conjuntivo pode ser observada na
correlacdo positiva entre a expressao de Ki-67 e a-SMA.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram uma elevada expressao de Ki-67 e a-SMA em CO, e isto
poderia estar associado ao comportamento mais agressivo deste cisto em relagdo aos outros
cistos de desenvolvimento. A expressdo semelhante de Ki-67 entre AM e AU poderia sugerir que
outros fatores, além do potencial proliferativo, sdo responsaveis pela diferenca no
comportamento clinico destas lesdes. Possivelmente, a interacdo entre o indice de proliferacio
epitelial e a presenca de MFs, observada na correlagao positiva entre Ki-67 e a-SMA, poderia ser
uma das possiveis vias envolvidas na progressdo de lesdes como CO e ameloblastomas;
entretanto, esta interacao e sua relacdo com o comportamento clinico destas lesdes precisam ser
confirmadas com estudos futuros.
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