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Quantificacio de AgNORs e expressio do PCNA em

ceratocisto odontogénico

Quantification of AgNORs and expression of PCNA

in odontogenic keratocyst
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Para realizacdo deste estudo foram selecionados quinze casos de Ceratocisto Odontogénico e submetidos a técnica histoquimica de
AgNOR e A técnica imunohistoquimica do PCNA. Observou-se que o Ceratocisto Odontogénico possui uma média de 1,84 AgNORs por
nicleo ¢ que 74,98% das células sio positivas ao PCNA. Uma caracteristica constante foi que tanto para o AgNOR quanto para o PCNA a
camada suprabasal apresentou médias estatisticamente superiores a camada basal. Conclui-se, portanto, que o Ceratocisto Odontogénico é
uma lesdo benigna com proliferagdo do epitélio, principalmente na camada suprabasal.

SUMMARY

Fifteen cases of Odontogenic Keratocyst
were selected and submitted to AgNOR
technique and to PCNA immunohistochemical
technique. It was observed that the
Odontogenic Keratocyst has an average of
1,84 AgNORs per nucleus and that 74,98%
of the cells are positive for PCNA. The fact
that the suprabasal layer presented averages
statistically higher than the basal layer for
AgNOR as well as for PCNA was a constant
characteristic. We can conclude that the
Odontogenic Keratocyst is an a benign lesion
with proliferation of the epithelium, mainly
on the suprabasal layer.

KEYWORDS
Odontogenic Keratocyst, AgNOR e PCNA

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERA-
TURA

O Ceratocisto Odontogénico é uma lesdo
originada provavelmente de remanescentes
da lamina dent4ria, podendo chegar a gran-
des dimensdes antes de se manifestar clini-
camente, e que, ao contrrio de outros cis-
tos, tem uma tendéncia particular de recidivar
ap6s o tratamento cirtrgico (EBLING, 1977;
TOMMASI, 1989; SHEAR, 1989; REGEZZ1
E SCIUBBA, 1991; NEVILLE, 1998).

Histopatologicamente apresentam-se com
uma ou mais cavidades cisticas, com pare-
de fibrosa bastante fina, epitélio de revesti-
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mento composto de uma superficie geralmen-
te paracertinizada, usualmente corrugada,
ondulada ou pregueada, com poucas cama-
das de células e a interface entre epitélio € o
tecido conjuntivo é tipicamente achatada sem
a formacdo de papilas. As células da cama-
da basal apresentam-se polarizadas e dis-
postas em palicada. O tecido conjuntivo ge-
ralmente é pobre em células inflamatérias
(BRANNON, 1977; SHAFER et al, 1985;
SHEAR, 1979; TOMMASI, 1989; REGEZZI
e SCIUBBA 1991).

A atividade proliferativa do revestimento
epitelial é um dos fatores que se imagina ter
papel significante no crescimento do cisto e
na sua possivel recidiva (MAIN, 1985;
MATTHEWS et al 1988).

A técnica de impregnacdo pela Prata
(AgNOR) é especifica para deteccdo de
NORs (Regides Organizadoras Nucleolares),
as quais sdo demonstradas pela ligacdo da
Prata as proteinas 4cidas ndo histénicas as-
sociadas a estas regides. Estas proteinas sdo
chamadas de proteinas associadas as Regi-
des Organizadoras Nucleolares (NORAPs) e
incluem a RNA polimerase I, proteina C23
(nucleolina) e a fosfoproteina B23. Suas fun-
¢bes sdo ainda um pouco obscuras, mas,
provavelmente, elas atuam como regulado-
ras durante a transcricio de DNAr (DNA
ribossémico) para RNAr (RNA ribossdmico)
e mantém a conformacdo do DNA nas NORs

(PLOTON et al. 1986: CROCKER et al.

1989; GIRI et al, 1989; LANDINI , 1990;
ORREL et al, 1991).

O estudo das NORs é, portanto, uma via
para o entendimento do comportamento das
lesdes tumorais, uma vez que a contagem de
AgNORs, nas células, tem sido mostrada
como discriminadora entre certas lesdes
benignas e malignas, informadora sobre ati-
vidade proliferativa, ploidia celular e con-
teido de DNA (HERNANDEZ-VERDUN,
1983; PLOTON et al, 1986; CROCKER et
al, 1988 A; CROCKER et al, 1989; GIRI et
al, 1989; CROCKER, 1990; ORREL et al,
1991; COLEMAN et al, 1996).

SIRRI et al (1997) estudaram a quanti-
dade de proteinas AgNORs com citometria
de fluxo e descobriram que a proteina B23
e a Nucleolina sdo as que existem em maior
quantidade. Para estes autores, a quantida-
de de proteinas pode ser um marcador de
proliferacfo, porque esta quantidade é rela-
cionada com as fases do ciclo celular, baixa
para G1, e alta para G2 e S. Valores altos
indicam mais células em S e G2 e menos em
Gl e isto é uma das caracteristicas de um
ciclo celular rapido.

E certo que o niimero de NORs ativas
esté relacionado com a fase do ciclo celular
in vitro e que este niimero se altera em cer-
tas linhagens de células com um estimulo
hormonal. Também tem sido mostrado que,
em cromossomos. a quantidade de impreg-
nacio pela Prata esta relacionada com o ni-
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vel de transcricio do DNAr (CROCKER et
al,1988B).

H4 um consenso entre os pesquisadores
de que o niimero de sitios de AgNORs cres-
ce com a diminui¢do da diferenciagdo e o
aumento da malignidade. Este fendmeno tem
sido observado em Linfomas Nao-Hodgkin,
lesdes melanociticas de pele, tumores de
mama, tumores cutdneos, neoplasias 6sse-
as dos maxilares e tumores de glandulas
salivares, entre outras (CROCKER et al,
1988A; CROCKER et al, 1988B; EGAN e
CROCKER, 1988; SMITH et al, 1988;
MATSAMURA et al, 1989; LANDINI, 1990;
MAGALHAES e ARAUJO, 1996;
DERENZINI et al, 1998).

COLEMAN et al (1996) analisaram o
nimero de AgNORs/nicleo em Cistos
Odontogénicos e Ameloblastomas e encon-
traram uma média de 2,07 para o
Ceratocisto, contando somente as células da
camada basal do revestimento epitelial. Es-
tes autores acreditam que a 4rea exata es-
colhida para contagem de AgNORs pode in-
fluenciar e modificar os resultados.

ALLISON e SPENCER (1993) realiza-
ram a contagem de AgNORs em
Ameloblastoma e Cistos Odontogénicos. A
média da contagem de AgNORs para todos
os cistos odontogénicos variou entre 2,02 e
2,65, e para os Ameloblastomas foi de
2,24, indicando que este método ndo tem
valor como diagnodstico nem como prognds-
tico. Sobre os Ceratocistos Odontogénicos
eles concluiram que o potencial proliferativo,
provavelmente grande desta lesdo, ndo é re-
fletido na contagem de AgNORs e sugere
que marcadores de proliferagdo celular
como o Ki-67 e o PCNA podem ser uma
linha de investigagdo melhor para o estudo
da histogénese dessas lesdes.

O PCNA é uma proteina nuclear de
36kD associada com o ciclo celular. Esta
se distribui no ciclo celular, aumentando na
fase G atingindo seu pico na interface das
fases G /S, diminuindo na fase G e alcan-
cando 1liveis baixos na fase M e efn células
quiescentes onde é virtualmente indetectavel
pelos métodos imunohistoquimicos. Isto faz
com que o PCNA seja um marcador util de
proliferacdo celular (MC CORMICK e
HALL, 1992; TSAI e JIN, 1995).

EL MURTADI et al (1996) estudaram a
taxa de proliferagio celular em 41 casos
de Ceratocistos Odontogénicos pela expres-
sdo do PCNA e descreveram que a marca-
¢do por PCNA estava presente em todos os
casos e que a marcagdo era mais predomi-
nante na camada suprabasal do que na ca-
mada basal e superficial do epitélio.

LI et al (1994) realizaram uma anélise
quantitativa de células PCNA positivas no
epitélio de Cistos Odontogénicos, Restos
Epiteliais de Malassez em Granulomas
Periapicais e mucosa bucal normal. A mar-

cacdo por PCNA estava presente em todos
os epitélios, variando apenas em niimero e
distribui¢do de acordo com cada caso. O
Ceratocisto Odontogénico mostrou o maior
namero de células PCNA positivas. A maio-
ria delas localizadas na camada suprabasal
e, menos de 5%, na camada basal; enquan-
to que o epitélio da mucosa bucal contém
um némero significativamente alto de célu-
las positivas na camada basal.

PIATELLI et al (1998) também estuda-
ram a expressio do PCNA em
Ameloblastomas e Cistos Odontogénicos e
encontraram uma média de 23,5% de cé-
lulas PCNA positivas nos Ceratocistos
Odontogénicos com uma expressdo predo-
minantemente na camada suprabasal. Para
estes autores, a expressdo predominante na
camada suprabasal mostra que o Ceratocisto
odontogénico tem um compartimento
proliferativo suprabasal, podendo explicar
seu comportamento clinico mais agressivo e
sua tendéncia a recidivar.

A partir desses conhecimentos, o objeti-
vo deste trabalho foi de quantificar o ntime-
ro de AgNORs por nacleo e a expressio do
PCNA em Ceratocisto Odontogénico para
avaliar a proliferagio celular.

METODOLOGIA

Foram selecionados quinze casos de
Ceratocisto Odontogénico paraceratinizado,
obtidos dos arquivos do Laboratério de Pa-
tologia Bucal da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. A sele¢ao foi feita a partir da andlise ao
microscopio optico de uma ldmina de cada
caso, corada pela Hematoxilina de Harris e
Eosina (H&E).

Apés a escolha dos casos de Ceratocisto
Odontogénico, foram feitos dois cortes de
3pm de espessura de cada bloco de mate-
rial incluido em parafina. Uma ldmina sub-
metida a técnica de impregnagio pela Prata
das Regides Organizadoras Nucleolares
(AgNOR) e outra a marcagdo pelo PCNA
(clone PC10, DAKO A/S, Denmark).

A técnica de AgNOR foi desenvolvida
baseada na técnica descrita por PLOTON et
al em 1986.

A técnica imunohistoquimica do PCNA
foi desenvolvida conforme instrucdes do fa-
bricante. A dilui¢do do anticorpo utilizada

foi del:100.

Andlise das laminas:

Para anélise quantitativa de AgNORs e
células PCNA +, as laminas foram ob-
servadas em microscopio 6ptico ZEISS, mo-
delo Standard 20, com aumento de 400X.

Os campos escolhidos para analise eram
aleatoérios, seguindo o revestimento epitelial
do cisto, sendo suprimidas as 4reas que
apresentaram dobras ou auséncia de
epitélio.
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De cada éarea escolhida, a imagem, sob
um foco fixo, e com clareza de campo, era
capturada por uma cimera de video JVC,
modelo TK-C620, acoplada ao microsco-
pio e transmitida para um computador
Pentium MMX, onde a imagem era
digitalizada e analisada pelo Sistema de
processamento e andlise de imagem - IMA-
GELAB (Softium Sistemas, Sdo Paulo).

Neste programa foi usado o recurso que
permite a contagem manual, realizada atra-
vés do apontamento pela seta do “mouse”
das estruturas a serem contadas na ima-
gem exibida no monitor. Em cada camada
analisada foi feita uma contagem total do
namero de células do campo e depois a
contagem do nimero de AgNORs. Este
procedimento foi realizado tanto para as
células da camada basal quanto para as
células da camada suprabasal. As células
superficiais ndo foram contadas.

O critério utilizado para identificar as
células da camada suprabasal foi a
morfologia nuclear. As células acima da ca-
mada basal com niicleo esférico foram con-
sideradas como células suprabasais e as cé-
lulas que apresentaram forma nuclear
pavimentosa foram consideradas como su-
perficiais e ndo foram contadas.

Apbs a técnica de impregnacio pela Pra-
ta, as NORs ativas aparecem no niicleo como
pontos com coloragio de castanho escuro a
preto, arredondados e bem definidos so-
bre um fundo amarelado ou castanho. (Fi-
gura 1)

Durante a contagem das AgNORs, nas
células epiteliais dos campos selecionados,
cada ponto foi contado como uma unidade
dentro do nicleo, sempre que podiam ser
perfeitamente individualizados. Nos casos
em que os pontos apareciam unidos, eram
contados como uma tinica unidade. (ORREL
et al, 1991; CROCKER, 1995).

A marcagdo por PCNA é quase que com-
pletamente confinada ao niicleo e pode mos-
trar um padrdo difuso ou granular, ou uma
mistura dos dois (Figura 2). Raramente, foi
observada marcacgdo citoplasmatica. Neste
estudo, toda marcacdo nuclear foi conside-
rada positiva, indiferentemente de seu pa-
drio ou intensidade de cor.

Foram considerados como PCNA posi-
tivos os nucleos de células que se apresen-
taram com coloragdo castanha, ndo impor-
tando a intensidade ou o tipo de
granulagdo. Cada nticleo, com marcagao
imunohistoquimica, foi contado como uma
unidade.

Os dados de todos os campos analisa-
dos em cada 1dmina eram anotados em uma
planilha. O total de células contadas, em
cada lamina, foi de 1000 células, incluindo
as células da camada basal e suprabasal.
O nttmero médio de NORs/nlicleo para cadz
caso foi obtido pela média aritmética.
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Andlise Estatistica:

Os resultados da técnica do AgNOR e da
técnica do PCNA foram submetidos ao teste
de correlagio através do Coeficiente de Cor-
relagdo de Pearson (r).

Para comparar as médias obtidas na ca-
mada basal e suprabasal pelo AgNOR e com-
parar as médias obtidas pelo PCNA, foi utili-
zado o Teste t-student para amostras empare-
lhadas com nivel de significancia de 0,001 %.

Folha de Legendas:

RESULTADOS:
Quantificacao de AgNORs:

A média geral de AgNORs em 1000 cé-
lulas contadas foi de 1841. A camada basal
apresentoy uma média de 730,80 AgNORs
e a camada suprabasal 1110,60.

Analisando os resultados obtidos na téc-
nica do AgNOR observamos que o niimero
médio de AgNORs/niicleo na camada basal
eram menores que na camada suprabasal.
Verificamos através do teste t-student que
existe uma diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre esses dados para uma probabi-
lidade de erro de 1% (Tabela 1).

Expressao do PCNA:

A média geral de células PCNA + foi de
749,8 em 1000 células contadas. A cama-
da basal apresentou uma média de 293,73
células PCNA + e a camada suprabasal
455,46. .

Analisando a expressio do PCNA obser-
vamos que o nimero de células positivas na
camada basal era inferior ao niimero de
células positivas da camada suprabasal. Ve-
rificamos através do teste t-student que exis-
te diferenca estatisticamente significativa en-
tre esses dados (Tabela 2).

Médias de AgNORs X Médias do PCNA:

A média geral de AgNORs/nticleo foi de
1,84 e a média do niimero de células PCNA
positivas foi de 749,80 a cada 1000 célu-
las. A anilise estatistica ndo mostrou corre-

Figura 2 B
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Figura 1 - Campo microscdpico
mostrando impregnagdo das NORs
pela Prata. AgNORs aparecem como
pontos de coloragao castanho escuro
400X

Tabela 1 - Comparagao de médias de AgNORs na camada basal e suprabasal de Ceratocisto

Odontogénico.(Porto Alegre, 1999).

Camada Média Desvio-Padrio P
Basal 730.8000 74.698 0.001*
Suprabasal 1110.6000 106.735

Tabela 2 - Comparagéo de médias de células PCNA positivas na camada basal e suprabasal de

Ceratocisto Odontogénico.(Porto Alegre, 1999)

Camada Média Desvio-Padrio P
Basal 293.7333 78.868 0.001*
Suprabasal 455.4667 82.474

lag@o entre esses dados. Quando compara-
do os resultados obtidos na camada basal
entre a técnica do AgNOR e a expressio do
PCNA observamos que ndo houve correla-
¢do estatisticamente significante entre esses
dados.O mesmo aconteceu quando analisa-
mos os resultados obtidos entre as duas téc-
nicas na camada suprabasal.

DISCUSSAO
Analisando os resultados obtidos com a
técnica do AgNOR encontrou-se uma mé-

dia geral de 1,84 AgNORs por nticleo. Este
resultado concorda e se aproxima dos re-
sultados relatados por COLEMAN et al
(1996) de 2,07 AgNORs/nticleo e ALLISON

e SPENCER (1993) que encontraram uma
média de 2,65 em Ceratocisto Odontogénico.

De acordo com GIRI et al (1989), que
estudaram lesdes malignas e benignas de
mama, uma contagem superior a 3 AgNORs
por nicleo é altamente sugestiva de malig-
nidade.

A média geral de AgNORs por nicleo
encontrada no Ceratocisto Odontogénico é
compativel com uma lesdo benigna e con-
corda com GIRI et al (1989). Também esta
de acordo com ouiros estudos como PILLAI
et al (1994) sobre progressio tumoral em
mucosa bucal, CROCKER et al (1988) em
linfomas, XIE et al (1997) em lesdes
epiteliais, ORREL et al (1989) em nevus e
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melanoma e MATSAMURA et al (1989) em
tumores de glandulas salivares.

Nao se pode afirmar somente pela mé-
dia geral de AgNORs obtida neste estudo
que o Ceratocisto Odontogénico seja uma
lesdo com proliferagdo celular acentuada,
pois esse resultado se parece bastante com
os resultados obtidos em outros cistos
odontogénicos relatados por ALLISON e
SPENCER (1993) e COLEMAN et al (1996)
e também com a média de AgNORs por
nicleo da mucosa bucal normal que varia
entre 1,51 a 1,54 segundo PILLAI et al
(1994), 2,3 para XIE et al (1997) e 2,95
para CABRINI et al (1992).

O resultado geral encontrado neste es-
tudo permite classificar o Ceratocisto
Odontogénico dentro das lesdes benignas.

Para PLOTON et al (1986), CROCKER
et al (1988A) e SMITH et al (1988) a quan-
tidade de impregnacdo pela Prata esta di-
retamente relacionada ao nivel de transcri-
¢do de DNAr e um aumento na expressio
dos sitios de AgNORs serd esperado em
células em proliferacdo (CROCKER et al,
1988A).

Comparando-se os resultados da cama-
da basal, em rela¢do a suprabasal, obser-
vou-se que houve uma diferenga significati-
va entre essas duas camadas, com uma
média maior na camada suprabasal. Este
dado confirma que o Ceratocisto
Odontogénico é uma lesdo que tem um po-
tencial proliferativo, ja que as células da ca-
mada suprabasal possuem uma atividade de
sintese maior que as células da camada basal
onde estdo em proliferagdo.

Acredita-se que o numero de AgNORs
por nucleo reflete a atividade de transcri-
¢do das células e, que, no Ceratocisto
Odontogénico, uma média maior na cama-
da suprabasal demonstrou que, nesta ca-
mada, as células estdo em maior atividade
de sintese de DNA. Pode-se concluir, pois,
que o epitélio desta lesdo possui uma carac-
teristica proliferativa.

Para o PCNA, que ¢é descrito como um
marcador de proliferagdo celular, obser-
vou-se uma média de 749,8 células positi-
vas a cada 1000 células contadas, ou seja,
74,98% das células sdo positivas ao PCNA.
Este resultado mostra uma positividade alta
do Ceratocisto Odontogénico.

Constatou-se, ainda, que existe uma di-
ferenca entre a camada basal e suprabasal,
com uma expressido do PCNA sempre mai-
or na camada suprabasal. Esta diferenca
foi estatisticamente significativa.

O resultado deste estudo difere das mé-
dias encontradas por EL MURTADI et al
(1996), TAKAHASHI et al (1998) e
PIATELLI et al (1998) em estudos sobre a
expressio do PCNA em Ceratocisto
Odontogénico. Nesses estudos, as médias
gerais variaram de 15,8 a 29,9% de célu-
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las positivas. Ja LI et al (1994) encontra-
ram uma média de 94,4% de células posi-
tivas, também um resultado que difere do
estudo realizado.

Alguns autores ressaltam que células que
ndo estdo no ciclo podem aparentemente ex-
pressar o PCNA e células que recentemente
abandonaram o ciclo celular podem ainda
expressar o PCNA em virtude de sua alta
meia vida (HALL et al, 1990). Estes fato-
res poderiam contribuir para uma expres-
sdo de 74,98% de células PCNA positivas
neste estudo.

Porém, outros autores dizem que se as
células que expressaram o PCNA n#o estio
proliferando. Pode-se, assim, interpretar que
estas células possuem um potencial
proliferativo, especialmente aquelas que se
localizam nas camadas suprabasal ou supe-
riores onde esta divisdo celular ndo deve-
ria estar ocorrendo em condi¢des normais
(HUANG et al, 1995; MIGHELL, 1995).

Acredita-se que, no estudo realizado, as
células que expressaram o PCNA refletem
a caracteristica proliferativa do Ceratocisto
Odontogénico, principalmente pela marca-
¢do predominante da camada suprabasal do
epitélio.

Essa expressdo maior do PCNA na ca-
mada suprabasal quando comparado com
a camada basal do epitélio concordam com
os trabalhos de LI et al (1994), EL
MURTADI et al (1996), TAKAHASHI et al
(1998) e PIATELLI et al (1998) em
Ceratocisto Odontogénico. Em todos estes
estudos os autores relataram esta caracte-
ristica.

Tanto pela quantificagdo de AgNORs,
quanto pela expressdo do PCNA, observou-
se que a camada suprabasal é um compar-
timento proliferativo no Ceratocisto
Odontogénico o que poderia justificar seu
comportamento clinico agressivo e tendén-
cia a recidivar. Normalmente, em tecidos
epiteliais, o compartimento de células
proliferativas é a camada basal.

Isto pode explicar os achados no estudo
e também de LI et al (1994) e SLOOTWEG
(1995) quanto a expressdo do PCNA ser
sempre maior na camada suprabasal do
Ceratocisto Odontogénico.

A partir dos resultados obtidos neste es-
tudo parece claro que as duas técnicas fo-
ram capazes de avaliar a proliferacgio celu-
lar, em Ceratocisto Odontogénico, quando
analisados os resultados nas diferentes ca-
madas. Observando os dados podemos ver
que no Ceratocisto Odontogénico a expres-
sdo geral do PCNA nos reflete uma lesdo
proliferativa ji no resultado geral enquanto
que a quantificagdo de AgNORs precisa de
uma cuidadosa anélise e interpretac¢do dos
dados.

Nesta lesdo estudada, uma contagem ge-
ral, sem anélise detalhada da localizac¢io
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das células, poderia induzir a pensar que a
quantificacdo de AgNORs nfo reflete seu
potencial proliferativo, enquanto que a ana-
lise imunohistoquimica pelo PCNA é uma li-
nha de investiga¢do mais confidvel, confor-
me sugeriram ALLISON e SPENCER
(1993).

Através da técnica do AgNOR e do
PCNA aplicadas no Ceratocisto
Odontogénico conclui-se que o epitélio des-
ta lesdo possui uma caracteristica
proliferativa e é possivel afirmar que ape-
sar da caracteristica cistica predominante
esta lesdo possui um potencial de cresci-
mento tumoral.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste estudo
permitem concluir que:

- A média de AgNORs por niicleo no
Ceratocisto Odontogénico foi de 1,84; o que
classifica a lesdo como benigna.

- Ceratocisto Odontogénico apresentou
74,98% das células analisadas positivas ao
PCNA; o que classifica a lesdo como
proliferativa.

- A camada suprabasal mostrou uma
média de AgNORs/nticleo e um niimero de
células PCNA + maior que a camada
basal. Esta diferenga foi estatisticamente
significante.

- As duas técnicas marcaram prolifera-
¢do celular. Estatisticamente, porém, nfo
houve correlagio entre os resultados.
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