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ameloblastoma e tumor odontogénico adenomatoide QAR =121

Immunohistochemical analysis of cytokeratins in ameloblastoma and adenomatoid odontogenic tumor
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Silveira'; Hébel Cavalcanti Galvao? Lélia Batista de Souza? Roseana de Almeida Freitas?

TR resumo

Ameloblastoma Objetivo: O presente trabalho teve por objetivo tracar o perfil das citoqueratinas (CKs) 7, 8, 10, 13,
14, 18 e 19 em ameloblastomas e tumor odontogénico adenomatédide (TOA) visando contribuir para
o entendimento da histogénese desses tumores e somar com os resultados ja relatados na literatura.
Material e método: do arquivo do Laboratério de Anatomia Patolégica do Departamento de Odontologia
Citoqueratina da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) foi selecionada uma amostra com dez casos de
ameloblastomas e oito de TOA para o estudo imuno-histoquimico, utilizando-se anticorpos anti-CKs pelo
método da estreptoavidina-biotina. Resultados: Observou-se que nos ameloblastomas a CK 14 esteve
presente em todos os casos, enquanto a CK 19 foi observada nas células periféricas (oito casos) e nas
centrais (cinco casos). Para os TOA, observou-se imunopositividade para a CK 14 em todos os casos,
enquanto a CK 19 esteve marcada predominantemente nas células ductais (seis casos). Concluséo: As
citoqueratinas sdo expressas de forma variada nos ameloblastomas e nos TOA, os quais preservam CK
tipicas do germe dental em estagios avancados do desenvolvimento, confirmando sua origem exclusiva
a partir do epitélio odontogénico e néo se evidenciando CK caracteristicas do epitélio escamoso.

Tumor odontogénico adeno-

matdide

Imuno-histoquimica

abstract I
Objectives: The aim of the present study was to describe the immunohistochemical expression of cytokeratins | Ameloblastomas
(CKs) 7, 8, 10,13, 14, 18 and 19 in the epithelial components of ameloblastomas and adenomatoid odonto-
genic tumor (AOT). The results were compared and histogenesis discussed. Material end method: Specimens
of ten ameloblastomas and eight adenomatoid odontogenic tumors were examined by immunohistochemistry | tmor
using streptavidin-biotin-peroxidase complex method and anti-CKs antibody. The sample was obtained from | (ytokeratin
Department of Oral Pathology, Federal University of Rio Grande do Norte. Results: Immunohistochemical reac-
tivity for CK14 was detected in all cases of ameloblastomas, and the expression of CK19 was diffusely present
in peripheral cells (eight cases) and in central cells of five ameloblastomas. In AOTs, immunopositivity for CK14
was detected in all cases, whereas CK 19 was predominantly expressed in ductal cells (six cases). Conclusion:
The CKs was expressed by several forms in ameloblastomas and AOTs, that have shown typical CKs of dental
germ suggesting that these tumors have odontogenic epitheilial differentiation, whereas it has not evinced
proper CKs of squamous epithelial.

Adenomatoid odontogenic

Immunohistochemistry
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Introducgéo

Os tumores odontogénicos representam um grupo de
lesdes de comportamento bioldgico e tipos histoldgicos
diversos. O ameloblastoma e o tumor odontogénico
adenomatoéide (TOA) sdo classificados pela Organizacdo
Mundial da Satde (OMS) como tumor de epitélio odon-
togénico e tumor de epitélio odontogénico com ecto-
mesénquima e formacdo ou ndo de material calcificado,
respectivamente®.

O ameloblastoma é o tumor odontogénico mais
comum, o qual exibe comportamento freqlientemente
agressivo, com variados tipos histolégicos. O TOA é rela-
tivamente incomum, compreendendo cerca de 3% dos
tumores odontogénicos e ndo possuindo comportamento
agressivo®.

Alguns autores acreditam que os ameloblastomas se
originam a partir do epitélio odontogénico em fase de
desenvolvimento®, enquanto que o TOA pode surgir do
6rgdo do esmalte pelo fato de suas células colunares das
estruturas duct-like se assemelharem ao epitélio interno do
6rgéo do esmalte('®. Outros autores sugerem a origem deste
dltimo a partir de remanescentes do epitélio reduzido do
6rgéo do esmalte®.

Tanto nos ameloblastomas como nos TOAs, o com-
ponente epitelial é responsavel pela formagéo de diversos
arranjos morfolégicos, e, especificamente nos ameloblasto-
mas, o arranjo estrutural dos componentes epiteliais junto
a morfologia das células tumorais resulta numa grande
diversidade histolégica, a qual constitui variados padrdes
morfoldgicos desse tumor, como folicular, plexiforme,
acantomatoso, de células granulares, células basais e des-
moplasico.

As células epiteliais sdo caracterizadas pela presenca de
grupos especificos de filamentos intermediarios denomina-
dos citoqueratinas (CKs), que constituem uma complexa

familia com no minimo 20 diferentes tipos de polipeptidios
expressos em varios tipos de epitélio, com sua localizacdo
intercelular variando de acordo com o estagio de desen-
volvimento, tipo celular, diferenciacdo tecidual e alteragbes
patolégicas®.

Diante das controvérsias na literatura acerca da origem
desses tumores, constitui objetivo desta pesquisa tracar o
perfil das CKs 7, 8,10, 13, 14, 18 € 19, em ameloblastomas
e TOAs, visando contribuir para um melhor entendimento
da histogénese desses tumores, além de discutir os resul-
tados relatados na literatura.

Material e métodos

Para constituir a amostra desta pesquisa foram seleciona-
dos dez casos de ameloblastomas e oito de TOAs constantes
no arquivo do Laboratério de Anatomia Patoldgica da
disciplina de Patologia Oral do Departamento de Odon-
tologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), provenientes tanto a partir de bi6psias incisionais
para os ameloblastomas como por bidpsias excisionais nos
casos dos TOAs. Para o estudo imuno-histoquimico foram
obtidos cortes de 3um de espessura do material emblocado
em parafina. Tais cortes foram corados pelo método da
estreptoavidina-biotina, conforme descrito a sequir: despa-
rafinizacdo; hidratagdo em sequiéncia decrescente de etanol;
remocao do pigmento formélico com hidréxido de amonio
a 10% em etanol 95% tratamento prévio para incubacéo
dos anticorpos primarios; bloqueio da peroxidase endégena
através de solucdo de metanol peréxido de hidrogénio
seguido da incubacdo dos anticorpos anticitoqueratinas
(Tabela 1). Entre as etapas da reacdo, o material foi imer-
so em solucdo tampao TRIS, pH 7,4. Posteriormente foi
incubado com anticorpo secundario e com o complexo
estreptovidina-biotina durante 30 minutos a temperatura
ambiente e revelacdo da reacdo com diaminobenzidina,

Tabela 1 Especificacao dos anticorpos utilizados, dilui¢ao, tempo de incubacao e fabricante
Citoqueratinas Clone Recuperacdo antigénica  Diluicdo  Tempo de incubacao Fabricante
CK7 OV-TL 12/30 Tripsina 0,1% 1:50 60’ Novocastra, UK
(K 8 TS1 Steam - citrato pH 6 1:50 60’ Novocastra, UK
CK 10 LHP1 Tripsina 0,1 1:25 60’ Novocastra, UK
CK 13 Ks-1A3 Steam citrato - pH 6 1:150 60’ Novocastra, UK
CK 14 LL002 Steam citrato - pH 6 1:20 60’ Novocastra, UK
CK 18 DC-10 Steam citrato - pH 6 1:20 60’ Novocastra, UK
CK 19 B170 Tripsina 0,1% 1:100 60’ Novocastra, UK
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seguido de contracoloracao com hematoxilina de Mayer e
montagem da laminula em Permount.

Para verificacdo da efetividade da técnica utilizou-se
como controle positivo para as CKs 10, 13 e 14 espécimes
com diagnostico de hiperplasia fibrosa inflamatoéria, e para
as CKs 7, 8, 18 e 19, fragmentos de glandula salivar menor
adjacentes a fendmenos de retencdo de muco. Como con-
trole negativo omitiu-se o anticorpo primario, ndo sendo
verificada entdo nenhuma marcacdo nos casos avaliados.

Para anélise das células imunopositivas foi verificada a
presenca (+) e a auséncia (-) de imunomarcagdo por tipos
celulares nos tumores, sendo os resultados obtidos subme-
tidos a analise descritiva.

Resultados

Resultados morfologicos

Os ameloblastomas constantes desta pesquisa foram
classificados nos tipos plexiforme e folicular. No tipo folicular
verificou-se a presenca de ilhas de epitélio odontogénico
semelhante ao 6rgao do esmalte, sendo estes ninhos cons-
tituidos por area central de células arranjadas frouxamente,
lembrando o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte, cir-
cundados por uma Unica camada de células colunares com
nlcleos exibindo polarizacéo invertida, evidenciando-se,
ainda, focos de formagdes pseudocisticas. O estroma era
de tecido conjuntivo fibroso denso.

Nos ameloblastomas do tipo plexiforme foram observa-
dos corddes e ninhos de epitélio odontogénico anastomosa-
dos, sendo esses corddes formados por células colunares ou
clbicas semelhantes a ameloblastos e ninhos, envolvendo

por vezes areas centrais celulares arranjadas frouxamente.
O estroma tumoral era constituido de tecido conjuntivo
frouxo com numerosos vasos sangtiineos.

Nos TOAs foram observadas células epiteliais fusiformes
organizadas em ninhos e, por vezes, rosetas com éreas cen-
trais exibindo, em algumas ocasiGes, material eosinofilico em
seu interior. Além disso, foi verificada a presenca de estrutu-
ras ductiformes delimitadas por células colunares ou clbicas,
com nlcleos exibindo por vezes polarizacéo invertida. Focos
de calcificacdo foram ocasionalmente evidenciados.

Resultados imuno-histoquimicos

A imunopositividade para as citoqueratinas estudadas
nos ameloblastomas e TOAs pode ser evidenciada nas Ta-
belas 2 e 3, respectivamente, e nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Nos ameloblastomas, a CK 14 esteve presente em to-
dos os casos, predominantemente nas células da periferia
dos ninhos tumorais, enquanto que a CK 19 foi observada
tanto nas células periféricas (oito casos) como nas centrais
(cinco casos).

Nos TOAs, observou-se imunopositividade para a CK
14 em todos os casos, tanto em células ductais como nas
fusiformes, enquanto que a CK 19 esteve marcada predo-
minantemente nas células ductais (seis casos).

O epitélio odontogénico é responsavel pelo desenvolvi-
mento dos dentes, mas 0 mesmo, durante a odontogénese
ou como remanescentes, pode originar, em algumas ocasi-
Oes, vérios cistos e tumores odontogénicos?.

Tabela 2 Imunomarcacao das citoqueratinas nos casos de ameloblastoma
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Tabela 3 Imunomarcacao das citoqueratinas nos T0As

Caso CK7 CK 8 CK 10
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Figura 1 - Ameloblastoma: imunomarcagdo para CK 14 nas células da periferia dos
ninhos tumorais (SABC, 200x)

Figura 2 - Ameloblastoma: positividade para CK 19 nas células periféricas e
centrais do tumor

"

Y WA I \}

Figura 3 - Tumor odontogénico adenomatéide: positividade para CK 14 nas células
ductais e fusiformes (SABC, 200x)

Os tumores que surgem do epitélio odontogénico ou
derivados de seus remanescentes exibem comportamento
biolégico variado, podendo ser benignos e malignos e ainda
exibir grande diversidade morfolégica®.

Figura 4 - Tumor odontogénico adenomatdide: marcagdo para CK 19 nas células
ductais

Na presente pesquisa, estudamos o perfil das CKs 7,
8,10, 13,14, 18 e 19 em dois tumores odontogénicos de
comportamentos bioldgicos diferentes e de histogénese
ainda controversa, ja que os diferentes polipeptidios de
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CKs por vezes sdo preservados durante a transformacao
neoplasica e o estabelecimento de sua especificidade em
certos tumores possivelmente traria esclarecimentos acer-
ca da natureza e da patogénese das lesdes. Dessa forma,
para melhor entendimento dos resultados deste estudo,
torna-se de suma importancia o conhecimento do perfil
de expressdo desses filamentos intermediérios durante a
odontogénese.

Em germes dentais, as CKs 7, 8, 13, 14, 17 e 19 sdo
encontradas no 6rgdo do esmalte* 9, enquanto que a
CK 18 o é em estagios mais precoces da odontogénese.
No epitélio externo do érgdo do esmalte, encontra-se a
CK 7 até a 132 semana de desenvolvimento, e o reticulo
estrelado sintetiza as CKs 5, 8, 18 e 19. O epitélio interno
do érgéo do esmalte responde positivamente as CKs 5 e 19,
havendo o desaparecimento da CK 8 durante o processo
de desenvolvimento.

De acordo com Chu e Weiss®, na mucosa oral os
filamentos intermediarios de CKs encontram-se de forma
variada, e as CKs 7 e 19 mostram-se presentes em epitélios
simples e ocasionalmente em células basais e suprabasais de
epitélios estratificados, enquanto que a CK 14 é encontrada
somente em células da camada basal e as CKs 10 e 13 séo
caracteristicas de camadas suprabasais de epitélios estratifi-
cados ceratinizados e ndo-ceratinizados, respectivamente.

No tocante aos ameloblastomas, estudos anteriores
reportaram que suas células eram semelhantes as do érgao
do esmalte, sendo as periféricas correspondentes ao epitélio
interno, externo ou mesmo a ameloblastos secretores do
6rgédo do esmalte. Similarmente aos estudos de Crivelini et
al.®@ e Ong'uti et al.™, n6s detectamos imunopositividade
para as CKs 14 e 19 nos casos de ameloblastomas anali-
sados. A CK 14 foi encontrada nas células da periferia dos
ninhos tumorais, enquanto a CK 19 foi verificada tanto
nas células colunares como nas centrais frouxamente
organizadas. Levando-se em consideracdo a negatividade
para as CKs 7, 8, 10, 13 e 18 nesses tumores, verifica-se
que as células epiteliais dos ameloblastomas exibem perfil
diferente do reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte, as-
semelhando-se mais a lamina dentéria, a qual expressou
CK 14, com excecdo de ameloblastos secretores e por¢des
do reticulo estrelado, e CK 19, em pré-ameloblastos e
ameloblastos secretérios, além de parte do epitélio externo
do esmalte/lamina dental, segundo observado na pesquisa
de Crivelini et al.®.

Diferentemente de Fukumashi et al.®), os quais detec-
taram positividade para as CKs 8 e 13 em ameloblastomas
foliculares e plexiformes, ndo evidenciamos positividade

para esses filamentos intermediarios, bem como para as
CKs 7,10 e 18, o que nédo nos permite sustentar a hipétese
sugerida por esses autores de que somente o tipo plexiforme
é original do ameloblastoma, demonstrando os outros tipos
caracteristicas de epitélio escamoso oral.

Ong'uti et al.™ associaram a imunomarcacéo para a CK
14 e 19 em sua amostra de ameloblastomas a manutencdo
do fenétipo basal dessa neoplasia e talvez ao seu potencial
de proliferacao.

Varias pesquisas desenvolvidas com os TOAs sdo con-
troversas em afirmar se eles seriam verdadeiros tumores
ou possivelmente lesdes hamartomatosas®@. A natureza
hamartomatosa e a histogénese a partir do epitélio reduzido
do 6rgdo do esmalte foram sugeridas por Crivelini et al.®
em virtude da presenca da CK 14 nas estruturas dos TOAs
estudados. Segundo esses autores, a atividade secretéria
de matriz de esmalte seria caracterizada por auséncia da
CK 14 e substituicdo pela CK 19, como visto nos germes
dentais.

Essa hipdtese ndo pdde ser confirmada no presente
estudo, ja que, além da CK 14, verificamos também a pre-
senca da CK 19 em seis casos dos TOAs estudados, tanto
nas células ductais como nas fusiformes. Os resultados aqui
encontrados para esses tumores justificam a classificacdo
da OMS para essa entidade como constituida por epitélio
e ectomesénquima odontogénico com formagdo ou nao
de material calcificado, ja que a presenca da CK 19 seria
indicativa da atividade secretdria dos ameloblastos para a
formacdo de matriz de esmalte. Tal afirmativa encontra-se
presente nos relatos de Leon et al.®, que ndo encontraram
positividade para a CK 19 nas células fusiformes dos TOAs
por eles analisados, contrariamente aos nossos relatos, os
quais concordam com a origem desses tumores a partir
do epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, justificando sua
frequiente associacdo com a coroa de um dente incluso.

Segundo Tatemoto et al.!'®, uma outra hipétese que
justificaria a presenca da CK 19 nos TOAs seria a de que as
células imunopositivas para essa proteina poderiam corres-
ponder a ameloblastos jovens ou imaturos que ndo tiveram
uma completa diferenciacdo, enquanto que as células fusi-
formes se originariam a partir do estrato intermedidrio.

As CKs 7, 8 e 13 estiveram imunomarcadas em alguns
casos de TOAs estudados por Leon et al.® em células cuboi-
dais da periferia das estruturas duct-like (CK 13) e células
de camadas suprabasais (CKs 7 e 8), o que ndo pdde ser
verificado na presente pesquisa. Esses autores reportaram
que tal achado lhes permitiu sugerir que o TOA exibe va-
riados graus de diferenciacdo.
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Os resultados evidenciados no presente estudo permite-
nos sugerir que a auséncia das CKs 8 e 18 nas entidades
aqui analisadas reforca a tese de que os ameloblastomas e
os TOAs surgem a partir de estruturas encontradas em fases
mais tardias da odontogénese em virtude de essas CKs serem
evidenciadas somente em estagios iniciais da odontogénese.

Ressalta-se, também, que as citoqueratinas sao expressas de
forma variada nos ameloblastomas e TOAs, os quais preser-
vam CKs tipicas do germe dental em estagios avancados do
desenvolvimento, confirmando sua diferenciacao exclusiva
no sentido do epitélio odontogénico, uma vez que néo se
evidenciaram CKs caracteristicas de epitélio escamoso.
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