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RESUMO

Ameloblastomas sao tumores odontogénicos (TOs) de origem epitelial e etiologia
desconhecida. Porém, estudos recentes identificaram alteragbes moleculares
associadas ao desenvolvimento e progressao dos TOs, dentre elas as moleculas de
adesao celular E-caderina e beta catenina. Objetivos: realizar um levantamento
epidemiologico dos casos de ameloblastomas pertencentes ao arquivo do Servigo
de Anatomia Patologica da Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES),
analisar suas caracteristicas histopatolégicas e a expressdo de beta catenina nas
diferentes variantes de ameloblastomas. Método: estudo retrospectivo dos casos de
ameloblastomas registrados no SAPB-UFES, no periodo compreendido entre margo
de 2004 e dezembro de 2010. Foram coletados dados sociodemograficos,
clinicorradiograficos, dados sobre acesso, diagndstico, tratamento e seguimento
desses pacientes. As andlises histopatologicas foram baseadas nos critérios de
Vickers e Gorlin, Waldron e EI-Mofty e da Organizacdo Mundial da Saude. Para
analise imuno-histoquimica foi utilizada a técnica indireta de imuno-peroxidase, com
anticorpo primario anti beta catenina monoclonal de camundongo. Foram avaliados
a intensidade e a localizacdo da marcacao. Para andalise semiquantitativa foram
adotados o0s escores: negativo, postividade focal, positividade varidvel e
uniformidade positiva. Resultados: foram encontrados 13 ameloblastomas,
classificados histopatologicamente como sélidos (06), unicisticos (03) e
desmoplésicos (03). Todos foram imunomarcados. A intensidade de marcacao
variou de fraca a forte (1 a 3). A média de marcacao variou de 10,82% a 13,38% no
ndcleo; de 39,93% a 47,61% na membrana; e de 90,01% a 98,53% no citoplasma.
Entretanto ndo foi encontrada diferenca significante de expressédo de beta catenina
entre os trés diferentes tipos de ameloblastomas. Concluséo: os resultados
epidemiologicos foram semelhantes a outros estudos. A expresséo citoplasmatica de
beta catenina evidencia o acumulo da mesma no citoplasma e sugere alteracdo na
via de sinalizacdo de Wnt. Por outro lado, a reducdo da expressdo na membrana

sugere alteracdo na adeséo celular.

Palavras-chave: Ameloblastoma, Continuidade de Assisténcia ao Paciente, Perda
de Seguimento, Histologia, Organizacdo Mundial da Saude, Beta catenina, Imuno-

histoquimica.



ABSTRACT

Ameloblastomas are odontogenic tumors (OTs) derived from epithelium which
etiology remains unknown. However, recent studies have identified molecular
changes associated with the development and progression of OTs, including cell
adhesion molecules like E-cadherin and beta-catenin. Objectives: to conduct an
epidemiological investigation of ameloblastomas cases from files of the Anatomical
Pathology Service at Federal University of Espirito Santo (SAPB-UFES), analyze
their histopathological features and the expression of beta-catenin in different
variants of ameloblastomas. Methods: a retrospective study of ameloblastomas
registered at SAPB-UFES between March 2004 and December 2010.
Sociodemographic, clinical and imaginological data were collected, as well as data
about access, diagnosis, treatment and follow up of these patients. The
histopathological analyzes were based on Vickers and Gorlin, Waldron and El-Mofty
and the World Health Organization criteria. Primary antibody anti beta-catenin mouse
monoclonal and indirect immuno-peroxidase technigue was employed for
immunohistochemical analysis. Intensity and location of the immunostaining were
analysed. For semiquantitative analysis the scores were: negative, focal, variable
and uniformity positivity. Results: there were 13 ameloblastomas, histopathologically
classified as solid (06), unicystic (03) and desmoplastic (03). All of them were
immunostained. The intensity of immunostaining ranged from weak to strong (1-3).
The mean of immunostaining ranged from 10.82% to 13.38% in the nucleus; from
39.93% to 47.61% in the membrane; and from 90.01% to 98.53% in the cytoplasm.
However, there was no significant difference in expression of beta-catenin between
three different types of ameloblastomas. Conclusion: The results were similar to
other epidemiological studies. The cytoplasmic expression of beta-catenin shows
accumulation in the cytoplasm and suggests changes in the Wnt signaling pathway.

Moreover, the reduction of membrane expression suggests changes in cell adhesion.

Key words: Ameloblastoma; Continuity of Patient Care; Lost to Follow Up; Histology;

World Health Organization; Beta-catenin; Immunohistochemical



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A-D: Ameloblastoma Desmoplasico

A-E/P: Ameloblastoma Extradsseo/Periférico

AFEC: Associagao Feminina de Educacgéo e Combate ao Cancer
AlIH: Autorizacdo de Internacdo Hospitalar

APC: Proteina da Polipose Adenomatosa do Colo

A-S/M: Ameloblastoma Solido/Multicistico

A-U: Ameloblastoma Unicistico

BTRCP1: Beta-transducina repeticdo contendo proteina 1
BTRCP2: Beta-transducina repeticao contendo proteina 2

Ca’: Célcio

CACON: Centros de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia
CEO: Centro de Especialidades Odontoldgicas

CGSB: Coordenacao Geral de Saude Bucal

CKI: Caseina Quinase |

CNES: Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Saude
CONASS: Conselho Nacional de Secretarios de Saude

CRD: Dominio Rico em Cisteina

DAB: Diaminobenzidina

DAB-MS: Departamento de Atencdo Basica-Ministério da Saude
dkk-1: Dickkopf-1

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético



ESF: Estratégia de Saude da Familia

FZD: Receptores Frizzled

GSK3p: Quinase glicogénio sintase 3f3

HE: hematoxilina/eosina

IACR: Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

JA: Juncao Aderente

LRP5/6: Lipoproteina de baixa densidade relacionada a proteina 5/6
um:Micrémetro

NASTS: Nucleo Especial de Desenvolvimento, Anélise de Situacdo e Tendéncia em

Saude

OIDP: Impacto das condi¢des de saude bucal sobre a vida diaria
OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PTFE: Politetrafluoretileno

RMGV: Regido Metropolitana da Grande Vitoria

SAPB-UFES: Servico de Anatomia Patologica da Universidade Federal do Espirito
Santo

SB Brasil: Saude Bucal Brasil

Ser/Thr: Serina/treonina

SESA: Secretaria de Estado da Saude do Espirito Santo
sFRPs: proteinas secretadas semelhantes a Frizzled
SUS: Sistema Unico de Satde

TCF/LEF: Fator de Transcricdo/ Fator Facilitador Linféide



TOs: Tumores Odontogénicos

TOC: Tumor Odontogénico Ceratocistico
UFES: Universidade Federal do Espirito Santo
WHO: World Health Organization

Whnt: Proteinas Wnt



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1
Tabela 1 - Distribuicéo e tipos de CEO no Espirito Santo ...........cccceeeevvvvvvieieviiinnnnnns 32
Tabela 2 — Distribuicdo de casos de ameloblastomas por municipio de origem..... 37
CAPITULO 2
Tabela 1 — Critérios de Vickers € GOorlin ... 76
Tabela 2 — Casos de Ameloblastomas Solidos/ mUutiCiStiCOS ..........ccevvveeeeiiiiiieennn. 80
Tabela 3 — Casos de Ameloblastomas UNICIStICOS ...........coooiiiiiiiieniiiiiiiiieeee e 81
Tabela 4 — Casos de Ameloblastomas DesmOpIASICOS .......cccueeveeeeiiiiiiieeeeniiiieee 82
CAPITULO 3
Tabela 1 — Resultados da Estatistica DeSCHtIVa ..........cceeveeeeieeiiiiiiiiiee e 122
123

Tabela 2 — Resultados do Teste de Kruskal WalliS .......coouveniiiiiee e,



LISTA DE GRAFICOS

CAPITULO 1

Grafico 1 — Dados sobre residéncia e procedéncia dos pacientes ...............cuuee... 39
Grafico 2 — Dados sobre faixa etaria, género e raga dos pacientes ...................... 40
Gréfico 3 — Qualidade, natureza e localizac8o do tumor.............cccevvvvevviiiiiiiieeeennn. 41
Gréafico 4 — Dados imaginoldgicos das [€SOES............uuvveiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeceeee e 43
Gréafico 5 — Dados sobre sinais e sintomas dos pacientes...........cccccvvviiiiieeeeeeenn, 44
Grafico 6 — Dados sobre tratamento € reCOIMENCIA ........ccevviiiiieeiiieieeeeiieie e 45
Gréafico 7 — Dados sobre seguimento € controle ..., 47

CAPITULO 2

Grafico 1 — DistribuiG80 de Cas0S POr VANANTE ..........ccouiuiiiieeeeiiiiiieeee e e e eniieeeee e 78

Gréfico 2 — Distribuicdo de casos por subtipo histologiCo.............cceevvvvviiiiiiiceeeennnn. 79

CAPITULO 3

Grafico 1 — Imunomarcacao €M A-S/M.........uuuuiiiiiiiiiiiiiee e 114
Grafico 2 — ImunomMarcagao €M A-U........ooiiiiiiiiiiiiee et 115
Grafico 3 — ImunomMarcacao €M A-D........cooiiiiiiii i 116

Grafico 4 — Média de marcacédo nos trés tipos de ameloblastomas....................... 118



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2

Figura 1 — Critérios de VICKers € GOrlN ..........ooovuiuviiiiiiiiiiiiie e 64
Figura 2 — Variantes de ameloblastomas............coooviviiiiiiiiiiiiiii e 69
Figura 3 — Exemplo de ameloblastoma com mais de um padréo histologico .......... 70

CAPITULO 3

Figura 1 — Esquema da Via de Sinalizacdo de Wnt...............cooeviiiiiiiiii e 100
Figura 2 — Controles negativo € POSItIVO...........uuiiiiiiiiieeeeeeeeceeeeecees e, 106
Figura 3 — Marcagédo dos pontos para fotografar Campo............cccccccevvereeeeeeeeeeenn. 108
Figura 4 — Gradicula para contagem de Células ............ccccooouiiiiiiiiiiiiniiiiiiieee e 109
Figura 5 — Perfil da marcacao de beta catenina em A-S/M........ccccoeeeeieiiieeeeeennnnn. 111
Figura 6 — Perfil da marcacao de beta cateninaem A-D e A-U.............coeeevveennnne 112
Figura 7 - Exemplo de Marcag&o NUCIEAr.............oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 119
Figura 8 - Expemplo de Marcagao CitoplasSmatiCa.............cceeeviiiiviireenneiiiiiieeeeenn, 120

Figura 9 — Exemplo de Marcacdo na Membrana ...........ccccceeveeeeeeeeeeeeiiieeecieeniiinnn, 121



SUMARIO

1 INTRODUGAQO GERAL ...oooviiteieeeteeeee ettt ave ettt aesve e saene e e 20
2 OBJETIVOS ..ottt ettt e e e e et e e e e e sttt e e e e e e s e e nanaeaae e 22
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e e et e e e e e e e e e e eees 22
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt en e 22
2.2.1 Objetivos dO Capitulo 1 .....ouuueiiiiiiii e e 22
2.2.2 Objetivos dO CAPItUIO 2 ....uueiiieiieee e 23
2.2.3 Objetivos dO Capitulo 3 .......eiiiiiiiiiieie e 23
3 CAPITULO 1 — Diagnostico e continuidade da assisténcia ao paciente com
ameloblastoma: estudo retrospectivo de 6 anosS .........cccccceeeeeiieeeeiiiieeeeeeeeeeiiiinns 25
S.LRESUMO . 25
G T N = 3 [ o AN S 27
3.3 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt e te e ste st ne e ans 28
3.4 MATERIAL E METODO .....ooiveieeeeeeee ettt ate st enn e 34
S5 RESULTADOS ..ot e e e e e e e e e et eeae e eeann s 35
3.6 DISCUSSAD ..ottt e e 48
3.7 CONCLUSAOD ..ottt ettt 50
B.8 REFERENCIAS ...ttt ettt ettt nneteste e enens 51
ANEXO A — Carta de Aprovacdo do Comité de EtiCa.........c.cceeeeveevereeeeeeecveeeeenees 54
APENDICE 1 — Mapa das Microrregiées do Espirito Santo e municipios de origem

(0 [0SR o F= Tod [T o] (= P PPPPPRRRN 55
APENDICE 2 — Modelo da Ficha de Coleta de Dados ..........c..cccovevvveeeveveeeeeeeenenn, 56
4 CAPITULO 2 — Analise de critérios histopatolégicos na reclassificacéo de
ameloblastomas: estudo retroSPECTIVO .....covvvviiiiiiiiiiiiic e 60
AL RESUMO ...ttt e et e e e e e e e e e e a e e e e e s 60
O N = 1S I 2 ¥ 2\ G L EEPR PP 62
A3 INTRODUGAO ..ottt e ea e e 63
4.4 MATERIAL E METODO ..ot 72
4.5 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e e e s et sree e e e e e s s nnnnnenaaeeas 74
4.6 DISCUSSAD ....coouiiiiiiiieieieteieiee ettt s et es e se s st et seses e s e e s s eeenas 83

.7 CONCLUSAOD .o ettt e e e et e et e e e et e e e e e e e e rie e e e e, 85



4.8 REFERENCIAS ..ottt ettt 86
APENDICE A — Critérios diagnOStiCOS..........coveveueereeeereeeieeeeeeeeeeeteeeeeeeeieeeeneaenns 89

5 CAPITULO 3 — Expresséo de beta-catenina em diferentes padrdes

histologicos de ameloblastomas: estudo imuno-histoquimico ....................... 93
5. LRESUMO ..ot e 93
5.2 AB ST R A T e e 95
5.3 INTRODUGAOD .....oooviieieeee ettt ettt ettt s ete et eas e te e st na e e 97
5.4 MATERIAL E METODO .....ooiviiieeeeeeteeeeeee ettt et eneaaesae s 103
5.5 RESULTADOS ..o e e e e e e e e e e e e e eaa e s 110
5.6 DISCUSSAD ....coovitiiiiiiiisieieieie ettt sttt 124
5.7 CONCLUSAOD ....oeitieeeeeee ettt ettt eae e sae e en e aae s e 126
5.8 REFERENCIAS .....ooeiieieeeeeee ettt sttt ee et ste st neare e 127
APENDICE A- Ficha para Contagem de CEIUIaS.............cccoeevveeeeeeeereeeeeeeen e, 130
6 CONSIDERAC}@ES FINALS e e 132
7 CONCLUSAD ...ttt 134
8 ANEXOS

8.1 REFERENCIAS DA INTRODUGCAO GERAL.......c.cvevieieeeee e, 135



20

1 INTRODUCAO GERAL

Os ameloblastomas sédo tumores odontogénicos (TOs) de origem epitelial, benignos,
que representam um desafio diagnostico por desenvolverem-se lenta e
assintomaticamente (FREGNANI et al., 2010; ANGADI, 2010), e um desafio
terapéutico, por apresentarem capacidade infiltrativa e alto indice de recidivas
(PEREIRA et al., 2010; KUMAMOTO; OOYA, 2008; COSTA et al., 2008 LEDESMA-
MONTES et al., 2007).

Sao tumores pouco frequentes e ha poucos estudos epidemiolégicos sobre a
prevaléncia no Brasil (LAWALL, 2009), o que dificulta o estabelecimento de
estratégias que estimulem o diagndstico precoce. Para definicdo de estratégias em
saude é necessario compreender a situagcdo regional, o0s aspectos
sociodemograficos e 0s agravos que acometem a populacdo (BRASIL, 2004).
Portanto, cada Estado deve elaborar seu diagndstico situacional, baseado em
estudos epidemioldgicos (SZPILMAN, 2011).

Os ameloblastomas também oferecem desafios quanto ao tratamento, pois
requerem procedimentos de média complexidade para o diagndstico, e de média e
alta complexidade para remocdo do tumor e reabilitacdo do individuo
(BRASIL,2007). Por conseguinte, os pacientes devem ser referenciados para o0s
Centros de Odontologia Especializada (CEOs), que oferecem alguns dos
procedimentos dessa natureza, como por exemplo biopsias, procedimentos de
radiodiagndstico e anatomopatologia, além de cirurgias ambulatoriais. Assim, torna-
se necessario que os profissionais que atuam na atencéo basica referenciem esses
pacientes. Por sua vez, os profissionais dos CEOs devem encaminhar tais pacientes
para internacdo hospitalar nos casos onde estejam indicadas ressecc¢des cirurgicas
de maior complexidade (BRASIL, 2006).

O aprofundamento dos conhecimentos em biologia molecular e dos mecanismos de
regulacdo génica, bem como o0 avanco nas técnicas imuno-histoquimicas,
possibilitaram grandes avancos diagnosticos e terapéuticos aplicaveis a diferentes
tipos de tumores. Esses avancos permitiram um entendimento mais abrangente do

comportamento tumoral, o que levou os patologistas da Organizacdo Mundial da
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Saude a reformularem a classificacdo dos Tumores da Cabeca e do Pescoco, que
foi publicada em 2005 (PHILIPSEN; REICHART, 2006). Essa edicdo contempla os
TOs, e trouxe alteracbes na classificacdo dos ameloblastomas. Assim, segundo
Gardner et al. (2005), o ameloblastoma passou a ter quatro variantes reconhecidas:
ameloblastomas solidos/multicisticos (A-S/M); ameloblastomas unicisticos (A-U);
ameloblastomas desmoplasicos (A-D); e ameloblastomas extra-6sseos/periféricos
(A-E/P). O correto diagnostico histopatolégico e a determinacdo do tipo de
ameloblastoma € importante para definicdo da técnica cirargica a ser empregada
(radical ou conservadora), e para 0 seguimento e progndstico do paciente, pois 0
risco de recidiva varia de acordo com o tipo de ameloblastoma, sendo os sélidos
considerados mais agressivos, com indicacdo de resseccdo com margem de
seguranca (SILVA et al., 2004; ELIIS III, 2009).

A etiologia e a patogénese dos ameloblastomas permanece desconhecida, mas
estudos recentes identificaram varias alteracbes moleculares possivelmente
relacionadas a seu desenvolvimento e progressao (KUMAMOTO, 2006; RUHIN et
al., 2009; GOMES et al., 2010), abrindo novas linhas de pesquisa na tentativa de se
desenvolver terapias medicamentosas que possam reduzir o grau de complexidade
das intervencgdes cirtrgicas (SAUK, 2010; KUMAMOTO, 2010).

Os estudos imuno-histoquimicos sobre os ameloblastomas estdo voltados para
identificac&o, principalmente, dos fatores relacionados ao comportamento invasivo, a
possibilidade de recidivas e de malignizacdo (RUHIN et al., 2009). Além disso, o
desenvolvimento de marcadores tumorais podera ser Util para definicdo de
diagnéstico e progndstico (MACDONALD; KEIKO; Xl, 2009). Dentre as possiveis
moléculas associadas a tumorigénese e diferenciacdo celular estdo os reguladores
do desenvolvimento embrionario, incluindo a via de sinalizagcdo de Wnt (wingless-
integrated). Estuda-se também a correlagdo entre as moléculas envolvidas na
adesdao celular com a progressao dos tumores odontogénicos (KUMAMOTO, 2010).
Dentre essas, podemos destacar as E-caderinas, proteinas transmembrana,
dependentes de cacio, que se ligam as cateninas nas juncdes aderentes. A beta
catenina participa tanto da via canonica de sinalizacdo de Wnt quanto na adesé&o
celular (NANCI, 2009). Portanto, a expressao, regulacdo e localizacdo da proteina
beta catenina sdo importantes marcadores para predizer a motilidade e invasividade
de tumores epiteliais (SCHLOSSHAUER et al., 2002). Como os ameloblastomas sdo



22

tumores de origem epitelial, estuda-se a possibilidade de a beta catenina estar

envolvida na tumorigénese dos mesmos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento epidemiolégico dos casos de ameloblastomas
pertencentes ao arquivo do Servico de Anatomia Patologica da Universidade Federal
do Espirito Santo (SAPB-UFES), analisar as caracteristicas histopatolégicas dos
mesmos e analisar a expressdo de beta catenina nas diferentes variantes de

ameloblastomas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram agrupados de acordo com cada um dos trés capitulos
que compdem essa dissertacdo. Cada capitulo sera adaptado para a formatacédo de
artigos cientificos, e serdo submetidos a publicacdo em revistas nacionais e

internacionais.

2.2.1 Objetivos do capitulo 1:

Realizar um levantamento epidemiologico dos casos de ameloblastomas
registrados nos arquivos do SAPB-UFES desde sua implantagdo em marco
de 2004 a dezembro de 2010
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Verificar a origem dos pacientes, e como se deu o diagnéstico e a

continuidade de assisténcia aos pacientes portadores de ameloblastoma.

2.2.2 Objetivos do capitulo 2:

Analisar 0s aspectos histolégicos das lesdes diagnosticadas como
ameloblastoma pelo SAPB-UFES, e reclassifica-las com base nos critérios da
ultima classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (2005).

2.2.3 Objetivos do capitulo 3:

Avaliar a expressao de beta catenina nos espécimes de ameloblastomas
selecionados, por meio de um estudo imuno-histoquimico.

Analisar se ha diferenca na expresséo de beta catenina nas diferentes variantes
de ameloblastomas.
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CAPITULO 1
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3 CAPITULO 1
Diagnostico e continuidade da assisténcia ao paciente com

ameloblastoma: estudo retrospectivo de seis anos.

3.1RESUMO

Ameloblastomas sédo tumores de origem epitelial, que apesar de benignos e pouco
frequentes apresentam capacidade invasiva e alto indice de recidivas. Por
apresentarem progressao lenta e indolor, muitas vezes sdo diagnosticados apos
atingirem grandes propor¢cdes, comprometendo elementos dentais e 0ssos
envolvidos na regido tumoral. O diagnostico precoce podera reduzir mutilagdes,
permitindo que a reabilitacdo dos pacientes acometidos seja de menor
complexidade. Como o risco de recidiva € alto, podendo apresentar longos periodos
de remissédo e ressurgindo apdés muitos anos, a proservacao por longos periodos é
mandatoria e preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude. Objetivo: avaliar a
procedéncia dos pacientes, o diagnéstico e a continuidade de assisténcia aos
portadores de ameloblastoma, referenciados ao Servico de Anatomia Patolégica da
Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES) no periodo de marco de 2004
a dezembro de 2010. Método: estudo retrospectivo, descritivo, com base em banco
de dados. Dados sociodemograficos, clinicorradiograficos e macroscopicos das
lesGes, além de dados sobre diagndstico, tratamento e seguimento dos pacientes
foram compilados dos prontuarios das disciplinas de Estomatologia e Cirurgia
Bucomaxilofacial Il da UFES, e tabulados em planilha Excel, para posterior obtengao
da estatistica descritiva. Resultados: foram diagnosticados treze casos de
ameloblastomas (06 solidos, 04 unicisticos e 03 desmoplasicos). Todos os pacientes
residiam no estado do Espirito Santo, e nenhum foi diagnosticado em Centros
Especializados de Odontologia do Sistema Unico de Saulde, sendo que o
diagnostico inicial foi feito pelo SAPB-UFES em 53,84% dos casos. A média de
idade foi de 33 anos e o0 sexo feminino foi mais afetado, ndo houve predilecdo por

raca. A mandibula foi afetada em 92,3% dos casos e a média de dentes perdidos
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devido ao tumor foi de 3,22%. O tempo médio entre diagnostico e acesso ao Servigo
foi de 2,5 anos. Os intervalos de revisao foram irregulares na maioria dos casos
(69,23%) e apenas seis dos 13 pacientes compareceram a consulta de seguimento
no ano de 2011. Conclus&do: Com relacdo ao diagndstico a continuidade da
assisténcia, a maioria dos pacientes recebeu diagnostico e tratamento cirdrgico no
ambulatério na UFES, tendo um intervalo de tempo entre diagnostico e inicio do
tratamento menor, se comparado aos pacientes diagnosticados inicialmente em
outros locais. Os pacientes ndo tiveram seguimento de acordo com intervalos

recomendados e mais de 50% nao receberam tratamento reabilitador.

*Palavras-chave: Ameloblastoma; Epidemiologia; Diagnostico; Continuidade da

assisténcia ao paciente; Perda de seguimento; Tumores odontogénicos

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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3.2 ABSTRACT

Ameloblastomas are benign and rare epithelial tumors, that shows invasiveness, and
high rate of recurrence. Because they develop slowly and asymptomatically, in
general they are diagnosed after reach a large proportions and commit dental
elements present in the region affected by the tumor. Early diagnosis can reduce
multilation as well as tooth and bone loss, and could turn the rehabilitation of affected
patients easier. Long term follow-up is mandatory and recommended by the World
Health Organization, since recurrences have been noted several years after the initial
treatment. Objective: To evaluate the origin of the patients, the diagnosis and
continuity of care to patients with ameloblastoma, attended by Anatomical and
Pathologic Service at Federal University of Espirito Santo (APBS-UFES) from March
2004 to December 2010. Method : retrospective, descriptive study , based on the
database. Sociodemographic, clinical, imaginological and macroscopic data, and
data on diagnosis, treatment and patient follow-up of the records were retrieved from
the files of Oral Pathology and Maxillofacial Surgery Il (UFES) and tabulated in an
Excel spreadsheet for further descriptive statistics. Results: Thirteen cases of
ameloblastomas were diagnosed (06 solid, 04 unicystic and 03 desmoplastic). All
patients were from Espirito Santo and the initial diagnosis was made by the APBS-
UFES in 53.84% of cases. The average age was 33 years and females was most
affected, there was no race predilection. The mandible was affected in 92.3%. The
average time between diagnosis and access to the Service was 2.5 years. Only six of
13 patients attended the follow-up visit in 2011. Conclusion: The results of
epidemiological survey were similar to other studies. Regarding diagnosis and
continuity of care, most patients were diagnosed and received surgical treatment at
UFES, those had a smaller interval between diagnosis and initiation of treatment, if
compared to patients initially diagnosed elsewhere. The patients had no follow-up in
accordance with recommended ranges and no more than 50% received

reconstructive treatment.

Key words: Ameloblastoma; Epidemiology; Diagnosis; Continuity of patient care;

Lost to follow-up; Odontogenic tumors.
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3.3 INTRODUCAO

Ameloblastomas sédo tumores de origem epitelial (COSTA et al., 2008; KUMAMOTO;
OOQYA, 2008) formados por epitélio odontogénico, rico em estroma fibroso maduro,
sem ectomesénquima odontogénico. Baseados em aspectos clinicos,
imaginoldgicos, histopatologicos e comportamentais os ameloblastomas foram
classificados em: ameloblastoma soélido/multicistico (A-S/M); ameloblastoma
unicistico (A-U); ameloblastoma extra-0sseo/periférico (A-E/P) e ameloblastoma
desmoplasico (A-D) por Gardner et al., (2005) O bioperfil destes ameloblastomas
varia com relacao a idade, distribuicéo, localizacdo, caracteristicas imaginolégicas, e
em particular, quanto ao prognéstico (REICHART; PHILIPSEN; SCIUBA, 2006).

Apesar de pertencerem a categoria de tumores benignos, apresentam
comportamento invasivo, com grande capacidade infiltrativa. Apresentam ainda alto
indice de recidivas (PEREIRA et al., 2010; KUMAMOTO; OOYA, 2008; COSTA et
al., 2008 LEDESMA-MONTES et al., 2007) e podem sofrer malignizacao (SILVA et
al., 2004). Sado tumores raros, mas representam 1% de todos os tumores que
acometem a cabeca e 0 pescoco, correspondendo a 11% de todos os Tumores
Odontogénicos (TOs). Em alguns levantamentos epidemiologicos foi o mais
frequente (13 a 58%) dentre os tumores de origem odontogénica (FREGNANI et al.,
2010), e de acordo com Gardner et al. (2005) o tipo sélido/multicistico é considerado

0 segundo mais comum dentre os TOs .

Geralmente acometem individuos entre 20-40 anos com incidéncia aumentada aos
33 anos, sendo raros em criangcas (8,7-15%). Ledesma-Montes et al. (2007)
realizaram um estudo no qual ndo encontraram ameloblastomas sélidos em
pacientes com menos de 20 anos de idade. Silva et al.(2004) afirmaram que
ameloblastomas unicisticos podem ocorrer em individuos jovens, principalmente na
faixa de 16 aos 20 anos. Os ameloblastomas extra-6sseos e maxilares ocorrem em
uma faixa etéria ligeiramente mais alta que os ameloblastomas unicisticos, ao passo
gue os ameloblastomas de células granulares afetam individuos mais jovens. N&o
ha predilecado por sexo (LEDESMA-MONTES et al., 2007; SILVA et al., 2004), nem
raca, embora alguns estudos tenham encontrado maior incidéncia em negros e

outros em asiaticos (ANGADI, 2010). Estudos epidemiologicos demonstram
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diferencas na incidéncia de TOs, particularmente quando s&o comparados estudos
africanos e asiaticos com estudos norte-americanos. Estas varia¢gdes na incidéncia
sdo justificadas por fatores socioecondmicos, étnicos e geograficos, ou pela
instituicdo onde os dados foram coletados (FREGNANI et al., 2010). Existem poucos
estudos na literatura sobre as caracteristicas clinicopatolégicas de ameloblastomas
na América Latina (LEDESMA-MONTES et al., 2007; FREGNANI et al., 2010).

Os ameloblastomas podem ocorrer em todas as areas das arcadas, mas acometem
predominantemente a mandibula (80 a 85% dos casos), na regido de corpo e ramo,
e a maxila (SILVA et al., 2004; FENG et al., 2009). Na maxila, apesar de menos
comum, geralmente acomete a area de molares, mas pode ser visto ocasionalmente

na regiao anterior, no seio maxilar e na cavidade nasal (ANGADI, 2010).

Radiograficamente os ameloblastomas apresentam-se como areas radioltcidas bem
definidas, multi ou uniloculares, com bordas festonadas e tipicamente descritas
como bolhas de sabdo ou favo de mel. Porém, o ameloblastoma unicistico
apresenta-se como area radioltcida unilocular, geralmente contendo um dente
impactado. Expansdo das corticais, deslocamento dental e reabsor¢do radicular
também podem ser visualizados. Quanto ao aspecto histolégico observam-se
células tipo ameloblastos, dispostas em palicada, formando cordfes que se
anastomosam ou ilhas de epitélio odontogénico. O citoplasma é vacuolizado e o

nucleo hipercroméatico e com polaridade reversa (VICKERS e GORLIN, 1970).

Ainda ndo foi encontrada uma alteracdo genética especifica relacionada ao aumento
do risco de desenvolvimento de ameloblastomas. Eles ocorrem esporadicamente,
sem qualquer predisposicdo genética aparente. Entretanto, alguns poucos casos
foram relatados em associagdo com a sindrome de Gorlin Goltz. (GARDNER et al.,
2005).

Quanto ao diagndstico, pequenos tumores podem ser identificados por radiografias
de rotina. Porém, por apresentarem crescimento lento e assintomatico, muitas vezes
s6 sdo diagnosticados depois de atingirem grandes propor¢cdes. A maioria dos
pacientes queixa-se de assimetria facial e aumento de volume. O crescimento lento
promove a neoformacgdo 0ssea reativa, aumentando e distorcendo o arco dental.
Caso o tumor seja negligenciado, podera promover a perfuracdo da cortical 0ssea e

a invasao dos tecidos moles circunjacentes, tornando extremamente dificil a excisdo



30

cirurgica. Dor tem sido ocasionalmente referida e pode ser atribuida a infec¢cdes
secundérias. Outros sintomas sdo: mobilidade e deslocamento dental, reabsorcéo
radicular, parestesia se o canal mandibular for envolvido, falhas na erupcao dentaria,
e raramente, ulceracdes através da mucosa (GARDNER et al., 2005; ANGADI,
2010).

Simon et al.(2005), em um estudo prospectivo observaram a ocorréncia de alguns
problemas que podem interferir no diagndéstico de TOs: 1) alguns pacientes podem
nao ser encaminhados para os centros de tratamento de referéncia; 2) pacientes
referidos podem recusar-se a realizar exames e por isso ndo serem submetidos a
tratamento, 3) alguns podem n&o ter recursos para custear o tratamento, 4) o

diagnéstico pode néo ter sido feito por falhas técnicas no processamento.

O diagnostico completo e preciso, com determinacdo do padrdo histoldgico, é
importante, pois acredita-se que o variante histologico do ameloblastoma determine
nao apenas seu comportamento clinico, mas seja ainda determinante para a escolha
da melhor abordagem terapéutica, que frequentemente € radical, com excisao
cirtrgica (SILVA et al., 2004; SUKARAWAN et al., 2010). As ressecc¢des cirurgicas
marginais, parciais ou complexas preveem a remoc¢ao de blocos de tecido 6sseo e
dos dentes envolvidos na area tumoral, muitas vezes em ambiente hospitalar, com o
paciente sob anestesia geral. Portanto, a reabilitacdo dos pacientes submetidos a
tais procedimentos torna-se demorada e de alto custo, sendo muitas vezes
necessarios enxertos 6sseos, além da reposicdo dos elementos dentais perdidos.
Ha que se considerar que, mesmo apos esses procedimentos é possivel que se
estabeleca uma nova recidiva. Procedimentos conservadores como descompressao
e enucleagdo podem reduzir o numero de dentes a serem extraidos, mas né&o
eliminam totalmente as perdas. As ressecc¢des cirargicas podem representar um
grande impacto para o paciente, ndo apenas do ponto de vista funcional, mas

também estético e psicoldgico (SAUK et al., 2010).

Os resultados do Saude Bucal Brasil 2010 apontam que ha atualmente 853 Centros
de Especialidades Odontoldgicas (CEOS) no Brasil, estando 10 deles localizados no
Espirito Santo (BRASIL, 2011). Todo CEO deve realizar, dentre o elenco minimo de
atividades estabelecido, atendimento em Estomatologia, com énfase no diagnostico

de cancer bucal (BRASIL, 2006). Podera ainda ser realizado no CEO, por meio dos
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novos procedimentos da tabela do Sistema Unico de Saude (SUS): aparelho
ortodéntico/ortopédico e implante dentario osteointegrado, incluindo a prétese sobre
o implante (Portaria Ministerial N° 718/SAS de 20/12/2010). Desde 2005 o Ministério
da Saude possibilitou a emissdo pelo cirurgido-dentista da Autorizacdo de
Internacdo Hospitalar — AlH. Estabeleceu ainda nesse mesmo ano, diretrizes para a
atencdo aos doentes com afecgbes das vias aéreas e digestivas superiores da face
e do pescoco em alta complexidade, mediante a implantacdo de Rede
Estadual/Regional de Atencdo através de unidades de assisténcia e centros de
referéncia. Outra acdo foi o reconhecimento da necessidade da atengéo
odontoldgica no credenciamento dos Centros de Assisténcia de Alta Complexidade
em Oncologia —CACON (BRASIL, 2012).

Dados Estaduais

O estado do Espirito Santo possui 78 municipios divididos em 10 Microrregides de
Planejamento (APENDICE 1), 3.514.952 habitantes, sendo que 46,8% da populacéo
reside na Regido Metropolitana da Grande Vitéria-RMGV. A populagdo indigena,
composta por 9.160 habitantes estd concentrada na microrregiao Rio Doce.
Segundo o Censo 2010, 21.965 dos habitantes declararam-se de cor amarela e
293.334 de cor preta. A maioria da populacdo é parda e branca com 1.708.769 e
1.481.678 habitantes, respectivamente (IBGE, 2010).

Segundo a Coordenacao Geral de Saude Bucal (CGSB), o estado do Espirito Santo
possui dez CEOS, distribuidos em nove municipios, sendo que apenas um CEO
estd localizado na capital, Vitéria, que possui a maior densidade populacional
(TABELA 1). Apesar de possuir dez microrregioes e dez CEOs, cinco microrregides
nao possuem CEO. Portanto, os nove municipios que possuem CEO estdo

concentrados em cinco microrregioes.
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TABELA 1 — Distribuicdo e Tipos de CEO no Espirito Santo

MICRORREGIAO CEO N CEOs TIPO
Metropolitana Sim 3 lell
Central Serrana Nao

Sudoeste Serrana Nao

Litoral Sul Nao

Central Sul Sim 3 lell
Caparad Sim 2 I
Rio Doce Nao

Centro-oeste Sim 1 1
Nordeste Nao

Noroeste Sim 1

Fonte: Coordenacao Geral de Saude Bucal

De acordo com Nucleo Especial de Desenvolvimento, Andlise de Situacdo e
Tendéncia em Saude (NASTS) da Secretaria de Estado da Saude do Espirito Santo
(SESA), no ano de 2010 ocorreram 11.408 internagcdes por causa de neoplasias,
que corresponderam a 5,73% das internacdes (SESA, 2010).

A identificagcdo precoce das lesbes da mucosa bucal deve ser priorizada para
garantir na rede assistencial atendimento integral, em todos os pontos de atencéo a
salude, para acompanhamento e encaminhamento para tratamento nos niveis de
maior complexidade (BRASIL, 2004).

De acordo com o Conselho Nacional de Secretarios de Saude (CONASS), as
cirurgias da face e do sistema estomatognatico estdo elencadas no rol dos
procedimentos de alta complexidade; enquanto os itens radiodiagndstico,
anatomopatologia e citologia, agbes especializadas em odontologia e cirurgias
ambulatoriais especializadas sédo listados como média complexidade (BRASIL,
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2007). Portanto, o diagnostico e o tratamento de ameloblastomas requer
procedimentos de alta e média complexidade Por conseguinte, os pacientes

precisam ser referenciados pelas unidades basicas de saude para os CEOs.

Um dos desafios institucionais da Estratégia de Saude da Familia (ESF) é a
elaboracdo de protocolos assistenciais integrados (promocédo, prevencao,
recuperacdo e reabilitacdo) dirigidos aos problemas mais frequentes do estado de
saude da populacdo, com indicacdo da continuidade da atencdo, sob a légica da
regionalizacéo, flexiveis em funcdo dos contextos estaduais, municipais e locais
(BRASIL, 2012). As equipes de ESF, quando ampliadas, contam com: um dentista,
um auxiliar de consultério dentario e um técnico em higiene dental, além dos

integrantes usuais da equipe de ESF.

Dos 78 municipios do Espirito Santo, existem 31 com cobertura de 100% pela ESF.
Dentre eles, nenhum se situa na RMGV. Os municipios que compdem a RMGV -
Vitéria, Fundao, Viana, Vila Velha, Cariacica, Guarapari e Serra apresentaram uma
cobertura de ESF, respectivamente, de 63%, 68%, 51%, 27%, 12%, 29% e 20%.
Nota-se que, apesar de a implantacdo da ESF ter se iniciado em 1994 no Brasil, e
em 1998 no Espirito Santo, a cobertura ainda € pequena e insuficiente no Estado
como um todo, mas, particularmente, nos municipios da RMGV (SZPILMAN et al.,
2011).

Uma alternativa para atendimento aos pacientes em nosso estado é o Programa de
Prevencdo e Diagnostico Precoce de Cancer de Boca e LesbBes Bucais. Os
pacientes atendidos nesse programa tem o diagndstico microscopico emitido pelo
Servigo de Anatomia Patologica do Curso de Odontologia da Universidade Federal
do Espirito Santo (SAPB-UFES), que foi instituido no ano de 2004. Esse servi¢co ndo
esta credenciado pelo SUS e recebe verbas apenas do Ministério da Educacéo.
Possui em seu quadro trés cirurgias-dentistas com doutorado em Patologia Bucal,
diferentemente de outros servicos que contam com patologistas médicos. Para esse
servico sdo encaminhados pacientes de todo o estado do Espirito Santo, tanto da
rede publica de satude quanto de instituicdes particulares. O referido Servico guarda
em seus arquivos, espécimes de ameloblastomas removidos dos pacientes
atendidos no Programa de Prevencédo e nas disciplinas de Estomatologia e Cirurgia

Bucomaxilofacial 1. O levantamento desses casos e a organizagdo de um banco de
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dados com as informagBes clinicas, radiogréficas e histopatolégicas destes
pacientes € de extrema importancia para tracar o perfil epidemioldgico dos casos de
ameloblastomas na populacdo atendida por esse servi¢co, podendo contribuir para a

definicdo de politicas de saude voltadas para a saude bucal da populacéo capixaba.

Os objetivos desse estudo foram realizar um levantamento dos casos de
ameloblastomas registrados nos arquivos do SAPB-UFES, além de analisar como o
paciente foi referenciado para o Servico, e como se deu a continuidade de

assisténcia e o seguimento do paciente.

3.4 MATERIAL E METODO

Estudo descritivo, longitudinal, retrospectivo. Os dados foram compilados dos
arquivos do SAPB-UFES e das disciplinas de Estomatologia e Cirurgia
Bucomaxilofacial 1l da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Esse estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da
UFES sob nimero 235/10. (ANEXO 1).

Os espécimes obtidos a partir de bidpsias incisionais ou excisionais de lesbes de
ameloblastomas, sédo arquivados no SAPB-UFES juntamente com os Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido assinados pelos pacientes. Além de laminas
histologicas, a partir das quais foi emitido o laudo, o arquivo disp6e de pegas em

blocos de parafina, devidamente identificados conforme o registro no SAPB-UFES.

Os critérios de inclusdo foram: acesso ao termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado pelo paciente ou responsavel; acesso ao prontuario do
paciente; prontuario corretamente preenchido e material suficiente nos blocos de

parafina para confec¢ao de novas laminas.

As fontes para coleta de dados foram os prontuarios dos pacientes, resgatados dos
arquivos do SAPB-UFES e das disciplinas de Estomatologia e Clinica de Cirurgia

Bucomaxilofacial 1l da UFES. Dados complementares foram coletados de arquivos
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particulares de cirurgibes bucomaxilofaciais que atuam na cidade de Vitéria. O
instrumento foi uma ficha com subdivisbes, elaborada para coleta de dados sobre
identificacdo e dados sécio demograficos dos pacientes; dados clinicos da leséo
(sintomatologia, caracteristicas macroscopicas e imaginoldgicas); dados histolégicos
(caracteristicas microscépicas), dados do tratamento e do seguimento desses
pacientes (APENDICE 2).

3.5 RESULTADOS

Levantamento dos Laudos Emitidos pelo Servigo da Anatomia Patoldgica: com
o0 intuito de compreender a significancia do numero de casos de ameloblastomas e
comparar com dados epidemioldgicos descritos na literatura, foi feito um
levantamento de todos os tumores odontogénicos diagnosticados no SAPB-UFES, a
partir do ano de sua implantacdo. A analise dos 782 laudos anatomopatoldgicos
emitidos pelo Servigco entre os anos de 2004 e 2010 permitiu apurar que 7,03% eram
de tumores odontogénicos diagnosticados em 31 pacientes. O tumor odontogénico
com o maior numero de casos foi o Tumor Odontogénico Ceratocistico (TOC), com
24 casos, seguido pelos ameloblastomas. Foram vinte e dois os laudos relacionados
a ameloblastomas diagnosticados em 13 pacientes o0 que corresponde a 23,63% dos
TOs diagnosticados no periodo do estudo. Dos treze casos, seis eram
ameloblastomas sélidos (46,15%), quatro unicisticos (30,76%) e trés desmoplasicos
(23,07%). Nenhum caso de ameloblastoma periférico foi diagnosticado e a média

encontrada foi de dois novos casos de ameloblastoma por ano.

Dados sobre Diagnostico Inicial, Residéncia e Procedéncia dos Pacientes: O
diagnéstico inicial do paciente portador de ameloblastoma foi emitido pelo SAPB-
UFES em sete casos (53,84%), e quatro foram diagnosticados primeiramente por
solicitacdo de dentistas a outros servigcos de patologia (30,76%). Nao foi possivel
obter essa informac&o em dois casos (15,38%) e nenhum paciente foi diagnosticado
em CEO. A idade média em que o paciente teve o primeiro tumor diagnosticado foi

de 29,38 anos, variando entre 10 e 68 anos de idade. Dentre os pacientes que foram
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diagnosticados pelo Servico, todos iniciaram o tratamento antes de se completar um
ano do diagndstico. Entretanto, entre os pacientes diagnosticados em consultorios
particulares e outras instituicdes, o tempo médio decorrido entre o diagndstico inicial
e 0 acesso ao Servico foi de 8,25 anos, sendo que um deles foi tratado de forma
inadequada por sete anos, até ser encaminhado ao SAPB-UFES. Foram realizadas
biopsias incisionais em 92,30% dos casos. Os exames imaginoloégicos mais
solicitados tanto para diagnéstico como para acompanhamento, foram radiografias
panoramicas, tomografias computadorizadas de feixe conico e radiografias oclusais,
nessa ordem, realizados em clinicas particulares e pelo Instituto de Odontologia da
UFES.

Todos os treze pacientes portadores de ameloblastomas residiam no estado do
Espirito Santo em 10 municipios distintos. Foram atendidos pacientes provenientes
de seis diferentes microrregides: Metropolitana, Centro-Oeste, Sudoeste Serrana,
Rio Doce, Caparad e Noroeste. Oito pacientes eram moradores da RMGV (61,53%),
onde h& trés CEOs. Os outros cinco (38,46%) eram provenientes de municipios do
interior do estado, quais sejam: Colatina, Domingos Martins, lbiracu, lina e

Pinheiros, e dentre esses, apenas Colatina possui um CEO (TABELA 2).
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Tabela 2 — Distribuicdo dos casos de ameloblastomas por municipio de origem

MICRORREGIAO MUNICIPIO CEO TIPO N CASOS
Caparad luna N&o possui 1
Centro-oeste Colatina I 1
Metropolitana Cariacica Nao possui 1
Metropolitana Guarapari Nao possui 2
Metropolitana Serra I 1
Metropolitana Vila Velha (Municipal) I 2
Metropolitana Vitoria Il 2
Nordeste Pinheiros Nao possui 1
Rio Doce Ibiragu Nao possui 1
Sudoeste Serrana Domingos Martins N&o possui 1

Oito pacientes (69,23%) eram de procedéncia interna, ou seja, procuraram
diretamente a disciplina de Estomatologia. Dentre os cinco que eram de procedéncia
externa, trés pacientes foram encaminhados ao Servigo por dentistas particulares
(23,07%), um foi indicado pela Associacdo Feminina de Educacdo e Combate ao
Cancer AFECC (7,69%), e um foi referenciado pela disciplina de Cirurgia
Bucomaxilofacial 1l da UFES. Os dados sobre residéncia e procedéncia dos

pacientes sao apresentados no Gréafico 1.

Dados Sociodemograficos: A faixa etaria dos pacientes ao serem cadastrados
pelo SAPB-UFES variou entre 18 e 68 anos, com meédia de 33 anos. Cinco
pacientes estavam na faixa de 21 a 30 anos e cinco na faixa de 31 a 40 anos,
perfazendo 76,92% dos casos. Com relagdo a cor, foram diagnosticados
ameloblastomas em 05 pacientes de cor parda (38,46%), 04 de cor branca e 04 de
cor preta (30,76% cada). Nenhum paciente de cor amarela e indigena foi

diagnosticado. Oito pacientes eram do sexo feminino (61,53%) e 5 do sexo
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masculino (38,46%). Os dados sociodemograficos sao apresentados a seguir
(GRAFICO 2).

Dados Macroscopicos das Lesdes: Foram encontrados dez casos de primeiro
tumor (76,92%), dois casos de recidiva no mesmo sitio do tumor inicial e um novo
tumor em sitio diferente do sitio da primeira lesédo, sendo predominante espécimes
obtidos de tecido mole (61,53%). A maioria dos casos (92,30%) acometeu a
mandibula, comprometendo a por¢ao posterior do corpo, sendo que em seis casos
(46,15%), além do comprometimento da regido a regido média também foi afetada.
Em um caso (7,69%) a lesdo ultrapassou a linha média, e apenas um tumor

acometeu a maxila (7,69%), na regiéo posterior (GRAFICO 3)
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Aspectos Imaginoldgicos: radiograficamente, todas as lesGes apresentaram
bordos bem definidos, com predomino de lesGes radiolucidas (76,92%) e
multiloculares (61,53%). A expansdo das corticais 0sseas foi observada em nove
casos (69,23%), e ocorreu reabsorcdo dentaria em sete casos (53,84%), como

mostra o Gréfico 4.

Sinais e Sintomas: 0s sinais e sintomas serdo apresentados no grafico 5. Uma
paciente era desdentada total, e nove pacientes (69,23%) perderam dentes devido
ao tumor, com média de 3,22 dentes perdidos por paciente. Foi observado
deslocamento dental em cinco casos (38,46%). Quatro pacientes relataram dor
(30,76%), e doze observaram aumento de volume na face (92,30%). Né&o
encontramos informagdes sobre parestesia em 69,23% dos casos. A presenca de
secrecao foi relatada em nove casos (69,23%), tendo aspecto citrino (GRAFICO 5).

Tratamento cirdrgico e Reabilitador: dos treze pacientes registrados pelo SAPB-
UFES, sete submeteram-se a cirurgia para excisdo do ameloblastoma no
ambulatorio de Cirurgia Bucomaxilofacial 1l do Departamento de Clinica
Odontolégica da UFES (53,84%), cinco em hospitais da RMGV (38,46%) e um
paciente foi operado em clinica particular. Sete pacientes foram submetidos a
resseccdo em bloco e dentre eles trés (50%) ndo foram reabilitados, dois (15,38%)
receberam enxerto autégeno de costela e outros dois receberam placa de
reconstrucao (15,38%). Um paciente submetido a tratamento conservador recebeu
enxerto do Banco de Tecidos de Marilia (SP) (GRAFICO 6). Quatro pacientes
apresentaram recidiva (30,76%) e apenas um caso, cujo tumor inicial acometeu a

mandibula, apresentou novo tumor na maxila, em sua por¢ao posterior.
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As consultas de revisdao deram-se em intervalos irregulares em 69,23% dos casos,
sendo que apenas um paciente compareceu as consultas semestralmente. N&o foi
possivel obter essa informagcdo em trés casos. Cinco pacientes (38,46%) tiveram
acompanhamento por dois a trés anos, enquanto dois pacientes deixaram de ser
acompanhados antes de se completar um ano de tratamento. Compareceram para
consulta de revisdo no ano de 2011 apenas seis pacientes (46,15%). Dois pacientes
(15,38%) compareceram pela Gltima vez em 2010 (GRAFICO 7).



47

sopejel; ssjusloed Sop 9]0JjU0D 8 ojuswWInBas a1qos sope(] 1/ 0dlels)

$20S1n3.
eljnsuod mE_:D 0ojuaINEas ap odWa ] a2ljua ojendaju)
= v = 2
2 -+ N ™o ﬂ ° mu w~
S 2 2 > 2 2 D > D =1 3
g 8 8 8 8 8 3 8 8 O A ~ 1§ 3 8
o ™~ [y ] ™~ ~no ~no [y ] ~no o o o o — — m
§ = 2 8 8 S 8 © £/ &8 &8 g 8 2|8 2 g8
o = P Ea 1

N B R RN T

%69°2 %69°2 %69°2 %69°2 %69°2

%8E°S1 %8E°S1 %BEG1%8E°S 1 %8°G 1
%20°€2
%9%°8S
%S 1°9%

%ET"

S3jU310e4 SOp OJU3WINZ3S




48

3.6 DISCUSSAO

A consciéncia dos agravos que acometem a populacdo € um fator indispensavel na
elaboracdo de estratégias de assisténcia a saude. Tumores pouco frequentes como
os ameloblastomas podem representar desafios quanto & obtencdo de uma amostra
representativa da populacdo. Entretanto, levantamentos regionais podem fornecer
informacBes sobre ocorréncia e sobre as caracteristicas epidemiologicas da
populacdo local, mesmo que a amostra seja insuficiente para fazer inferéncias.
Nessas situagles, a publicacao de série de casos pode ajudar na compreensao das
caracteristicas do agravo em questdo. O indice alto de recidivas dos
ameloblastomas exige um acompanhamento por longos periodos, e depende da
cooperacao dos pacientes em atenderem as solicitacbes de comparecimento para
revisbes em intervalos regulares. Além disso, 0 paciente passa por etapas definidas
de diagndstico, tratamento cirargico e reabilitador, que devem de preferéncia, ser
programados por uma equipe multidisciplinar. Esse estudo teve a intencdo de
analisar todas as etapas desde o encaminhamento do paciente para o SAPB-UFES

até as consultas de revisao.

A constatacdo de que mais de 50% dos diagndsticos iniciais terem sido emitidos
pelo SAPB-UFES pode, em parte ser reflexo do fato de a pesquisa ter sido baseada
em banco de dados de uma amostra de conveniéncia de um Unico servico de
diagndstico. Nao foi feito levantamento de outros servicos de patologia do estado
(publicos ou particulares), nem dos CEOs, para que possam ser feitas comparacoes.
Do mesmo modo, do ponto de vista epidemiologico, ndo se pode fazer inferéncias
sobre a prevaléncia de ameloblastomas no estado do Espirito Santo. Todavia,
considerando as limitacbes do estudo, € possivel afirmar que os pacientes que
foram diagnosticados pelo SAPB-UFES iniciaram o tratamento em um periodo de
tempo inferior aos pacientes cujo diagndstico inicial realizado por outras fontes de
atendimento. Apesar de ser um tumor de crescimento lento, a demora no
diagnéstico e encaminhamento para tratamento pode aumentar os danos aos

tecidos do sitio da lesao.
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A ocorréncia de um numero maior de casos na RMGV pode estar relacionada ao
fato de ser a regido com maior densidade populacional, ou ao fato de o Servico ter
sua sede na cidade de Vitdria. Ressalta-se ainda que ha apenas trés CEOs na
regido. Entretanto ndo se pode determinar a razdo desse maior nimero na RMGV
pois esse estudo teve seus dados coletados em banco de dados, e os pacientes nao
foram arguidos sobre as razdes que os levaram a procurar o SAPB-UFES.

Os ameloblastomas foram o segundo tipo mais comum de tumores odontogénicos
diagnosticados pelo Servico, em concordancia com dados de Lawall (2009). Os
dados epidemiolégicos sdo concordantes com os relatos da literatura, no que se
refere a idade média de 33 anos e a predilecdo pela mandibula (OSTERNE et al.,
2011; GARDNER et al., 2005). Gardner et al. (2005), afirmam que ndo ha predilecao
por sexo, diferentemente do que foi encontrado no presente estudo, onde mais de
61,53% dos casos ocorreu em pacientes do sexo feminino. Osterne et al.(2011),
também encontraram discreta predilecdo pelo sexo feminino em seu estudo, ao
contrario de Krishnapillai e Angadi (2010) e Costa (2008), que encontraram discreta
predilecdo pelo sexo masculino com propor¢ao de 1,3:1. Apesar de o Espirito Santo
possuir indios em seu territdrio, nenhum caso foi relatado em indigenas. Entre as
racas branca, parda e preta houve uma distribuicdo equilibrada, ndo ficando

evidente predilecdo por nenhuma delas.

Quanto aos sinais e sintomas, nossos achados estdo em concordancia com a
afirmacdo de que o tumor cresce lentamente, até que o paciente perceba um
aumento de volume. Porém, tivemos quatro casos em que 0s pacientes relataram

dor, diferente da afirmacdo de que é uma lesdo assintomatica.

Com relagéo a continuidade de assisténcia aos pacientes, é interessante notar que
mais de 50% dos tumores foram submetidos a tratamento cirirgico em ambiente
ambulatorial. Por outro lado, 50% n&ao foram reabilitados, apesar de a média de
dentes perdidos ter sido superior a trés, sendo que em dois casos cada um dos
pacientes perdeu cinco dentes. Entretanto, para avaliar o impacto da falta de
reabilitacdo desses pacientes serdo necessarios outros estudos como por exemplo,

estudos de auto percepcéao de saude e qualidade de vida.

A OMS recomenda que os pacientes que desenvolveram ameloblastomas sejam

acompanhados periodicamente, por longos periodos, devido ao alto indice de
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recidivas que o tumor apresenta. Em nosso estudo, a falta de seguimento dos
pacientes fica evidente pelo fato de que apenas um paciente compareceu as
revisbes semestralmente, e pela constatacdo de que dos treze pacientes
diagnosticados, apenas seis compareceram a consulta de revisdo no ano de 2011.
Varios fatores podem ter influéncia sobre as dificuldades de seguimento desses
pacientes como: distancia da residéncia ao SAPB-UFES, condi¢cbes econdmicas
desfavoraveis, falta de compreensdo da importancia do seguimento e falhas no

sistema de controle de rechamadas.

Apesar da falta de CEOs em 5 microrregides, o estado do ES possui condi¢des de
diagnosticar, tratar, reabilitar, e referenciar os pacientes para unidades hospitalares
por meio do SUS. Como o diagndstico ndo pode ser conclusivo até o resultado
histopatologico, as biopsias incisionais e exames complementares devem ser
realizadas nos CEOs, bem como as cirurgias conservadoras. Para 0s casos que
necessitem de intervencdes maiores, a guia de internacdo podera ser emitida pelo
cirurgido-dentista. Para averiguar se na préatica isso é possivel, serdo necessarios

outros estudos com calculo amostral ao invés de amostra de conveniéncia.

3.7 CONCLUSAO

Os resultados do levantamento epidemiologico sdo semelhantes a outros estudos
realizados no Brasil. Os ameloblastomas diagnosticados tardiamente promovem
mutilacbes que requerem reabilitagbes complexas. A necessidade de procedimentos
de média e alta complexidade para diagnéstico, tratamento e reabilitacdo dos
ameloblastomas representam um desafio para a definicdo e implementacdo de
estratégias de tratamento. Essas dificuldades fazem com que o0s centros
especializados tornem-se referéncia para o0s pacientes portadores de

ameloblastomas.
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APENDICE 1 - Mapa da Microrregiées Administrativas do Espirito
Santo

Municipios de origem dos pacientes portadores de
ameloblastomas atendidos pelo SAPB
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO -

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CLiNICA ODONTOLOGICA

FICHA PARA COLETA DE DADODOS AMELOBLASTOMAS DIAGNOSTICADOS NO SERVICO DE

ANATOMIA PATOLOGICA DO CURSO DE ODONTOLOGIA DA UFES (SAPB-UFES)
As respostas 88 significam: “nao se aplica”e 99: “nao informado”

IDENTIFICAGAO e DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

1-Nome do paciente:

2-Municipio: 3-UF:
4-N2 do laudo: / 5- Data de emissdo do
laudo: / /
6-Data de nascimento: ___ / / 7- Idade em anos: ||
8-Cor/raga: 1-Amarela 2-Branca 3-Indigena | 9-Ocupacgdo:
4- Parda 5-Preta ||
10-Procedéncia: 1-Interno  2-Externo |__| | 11-Sexo: 1-Feminino 2-Masculino |__|

DADOS CLINICOS DA LESAO:
SINTOMAS/CARACTERISTICASMACROSCOPICAS/IMAGINOLOGICAS

12-Natureza do tumor: 1-Primeiro tumor 2- Recidiva 3- Novo tumor

13-Qualidade da lesao: 1-Tecido mole 2-Tecido duro  3-Tecido mole e duro

14-Localizagao:
Maxila: 1-Anterior 2-Média 3-Posterior 4-Seio maxilar 5- Envolve mais de uma
regido da maxila

Mandibula: 6- Sinfise e porg¢do anterior do corpo 7-Porgao média do corpo
8- Porgao posterior do corpo 9-Ramo 10- Porgao posterior do corpo e ramo
11- Porg¢des posterior e média do corpo 12- Por¢Oes anterior, média e posterior

docorpo 13- Porgdes posterior e média do corpo e ramo

15-Bordos/margens:  1-Bem definido 2-Indefinido

16-Locularidade:  1-Unilocular 2-Multilocular ||
17-Radiodensidade: 1-Radiolucido 2-Radiopaco 3-Misto ||
18-Reabsor¢ao dentaria: 1-Sim 2-Ndo ||
19-Deslocamento dental: 1-Sim 2-Ndo ||
20-Dor: 1-Relatada 2-N3do relatada ||
21-Secregao: 1-Presente 2-Ausente ||
22-Aumento de volume: 1-Observado 2-Nao observado ||
23-Parestesia: 1-Presente 2-Ausente ||
24-Expansao da cortical 6ssea: 1-Presente 2-Ausente ||

25-Tipo de lesdo: 1-Ameloblastoma Sélido (A-S/M) 2-Ameloblastoma Unicistico (A-U)
3-Ameloblastoma Desmoplasico (A-D) 4-Ameloblastoma Extra-6sseo/
Periférico(A-E/P)




DADOS DA LESAO- CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS ( MICROSCOPICAS)
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26-Disposicao do epitélio odontogénico: 1-llhas 2-Corddes 3-Revestimento
4-1lhas/corddes 5- llhas/corddes/revestimento ||
27-Células basais do epitélio:  1- células colunares altas 2- células cuboidais | |__|
28-Células do interior das ilhas: 1-Tipo reticulo estrelado 2-Fusiforme

3-Basal 4-Granular 5-com degeneracdo escamosa ||
29-Disposi¢cdo em palicada: 1-Presente 2-Ausente ||
30-Polaridade reversa: 1-Presente 2-Ausente ||
31-Hipercromatismo do nucleo das células basais: 1-Sim 2-Nao | |__|
32-Vacuolizagao do citoplasma das células basais:  1-Sim 2-Nao | |__|
33-Formagdes mineralizadas: 1- Presentes 2-Ausentes ||
34-Formacgado de queratina: 1-Sim 2-Nao ||
35-Estroma: 1-Fibroso 2-Frouxo 3-Colageinizado  4-Misto Fib/Fro | | _|
36-Degeneragao cistica: 1-No interior das ilhas 2-No estroma ||
37-Capsula cistica: 1- Presente 2-Ausente ||
38-Infiltragdo do epitélio ameloblastomatoso na parede cistica: 1-Sim 2-Ndo | |__|
39-Extensao do epitélio ameloblastomatoso na cavidade cistica: Sim 2-Nao | |__|

40-Padrdo: 1-Folicular 2-Plexiforme 3- Desmoplasico 4-Folicular/ Acantomatoso
5- Folicular/ células granulares 6- Folicular/Células basais 7-Folicular/fusiforme

41-Classificagdo: 1-A-S/M folicular 2-A-S/M folicular acantomatoso
3-A-S/M folicular de céls granulares 4-A-S/M folicular de céls basais
5- A-S/M folicular de céls fusiformes 6-A-S/P plexiforme 7-A-E/P  A-D
9-A-U luminal e intramural  10-A-U luminal 11-A-U luminal e intraluminal

12-A-U luminal, intraluminal e intramural

DADOS DO TRATAMENTO DA LESAO

42-Diagnéstico inicial feito por: 1-Servico Anat.Patol 2-Unidade de Saude 3-
Dentista particular

43-ldade do paciente na época do primeiro diagndstico (em anos):

44-Tempo decorrido entre primeiro diagnostico e o acesso ao servigo

45-Exames imaginoldgicos para diagnostico e planejamento : 1-Panoramica (PAN)
2-Oclusal 3-Tomografia computadorizada (TC)  4- Cone Beam (CB)  5-

Ressonancia Magnética (RM) 6- Panoramica e oclusal 7-Panordamica e periapical
8-Panoramica e Cone Beam 8-Panoramicae TC 10- PA 11- Panoramica e

PA  12-Panoramica,periapical e oclusal | |
46-Tipo de bidpsia: 1-Excisional (EXC) 2- Incisional (INC) | |
47-Realizacdo de biopsia antes da excisdo do tumor: 1-Sim 2-Nao | |
48-Tratamento: 1-Marsupializacdo/descompressdo (MARS) 2-Enucleacdo (EN)
3-Descompressao e enucleacdo (EN) 4- Curetagem (CUR) 5-Enucleacdo e

curetagem 6- Resseccdao marginal 7- Ressecgao parcial 8- Ressecgao
composta | |

49-Tempo de descompressao em meses:

50-Regressao da lesao apds descompressao: 1-Sim 2-Nao
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51-Cirurgia realizada em: 1- Ambulatério CBMF 2- Hospital 3- Consultdrio
particular

52-Ano em que o tumor foi removido:  1- 2004 2-2005 3-2006 4-
2007 5-2008 6-2009 7- 2010

53-Numero de dentes perdidos por causa do tumor:

54- Quais dentes:

55-Reconstrucdo: 1- enxerto autdgeno de costela  2- enxerto ésseo banco osso
3- placa de recostrugao 4- nenhuma

56-Exames imaginoldgicos para acompanhamento : 1-Panoramica (PAN) 2-
Oclusal

3-Tomografia computadorizada (TC)  4- Cone Beam (CB) 5- Ressonancia
Magnética (RM 6- Panoramica e oclusal 7-Panoramica e periapical
8-Panoramica e Cone Beam 9-Panoramicae TC 10- PA 11- Panoramica e PA
12-Panoramica,periapical e oclusal

57-Recidiva na regido do tumor inicial: 1-Sim 2-Nao | |
58-Aparecimento de novo tumor em outra regiao: 1-Sim 2-Nao | |
59-Periodicidade das revisées: 1-Mensal 2-Trimestral (TRI) 3-Semestral (SEM)
3-Anual (AN) 4-Intervalos n3o regulares | |
60-Tempo de acompanhamento em anos: 1-<lano 2-1ano 3->1<2anos 4-
2a3 5-3a4danos 6-4 a5 anos 7-5a 6anos | |
61- Ano da ultima consulta de revisdao: 1- 2004 2-2005 3-2006  4-2007

5- 2008 6-2009 7-2010 8-2011

DADOS IMUNOHISTOQUIMICOS DA LESAO

62-Reatividade para B-catenina na membrana celular: 1-Negativo 2-1-25% cels:

3- 25-10% cels 4->75%cels
63-Reatividade para B-catenina no citoplasma: 1-Negativo 2-1-25%cels: | |__|
3- 25-10% cels 4->75%cels
64-Reatividade para B-catenina no ntcleo 1-Negativo 2-1-25%cels: | |__|
3- 25-10% cels 4->75%cels

65-Intensidade: 0- Sem marcacdor 1-Fraca 2- Moderada 3- Forte

DADOS DO PRONTUARIO

Data Procedimento Realizado
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4 CAPITULO 2

Andlise de critérios histopatoldgicos na reclassificacdo de

ameloblastomas: estudo retrospectivo

4.1 RESUMO

O reconhecimento da existéncia das variantes do ameloblastoma e a exclusédo do
ameloblastoma desmoplasico do espectro histopatolégico do amelobalstoma solido,
para se tornar uma entidade distinta, foram alteragcbes importantes trazidas pela
nova classificagdo dos Tumores Odontogénicos, publicada em 2005 pela
Organizacdo Mundial da Saude, e tiveram reflexo em estudos epidemiolégicos com
alteracdes na prevaléncia dos mesmos. Objetivo: analisar microscopicamente 0s
casos de ameloblastomas diagnosticados pelo Servico de Anatomia Patologica do
Curso de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES),
desde a sua instituicdo, em 2004 até dezembro de 2010 e reclassificar de acordo
com a nova classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude. Método: Os 42
espécimes de ameloblastomas embebidos em parafina e fixados com formalina
10%, pertencentes ao arquivo do SAPB-UFES, foram submetidos a cortes de 3uym
de espessura e corados por hematoxilina/eosina para selecdo de 13 laminas
representativas das lesdes. Os dados histolégicos foram coletados em uma ficha
desenhada especialmente para esse fim. Foram considerados critérios de Vickers e
Gorlin e de Warldron e EI-Mofty, além de outras caracteristicas como: a disposi¢cao
do epitélio odontogénico, o tipo celular presente na camada basal e nas areas
centrais do parénquima tumoral, a formacdo de queratina e de estruturas
mineralizadas, a densidade do estroma, degeneracgéo cistica, presenca de infiltragédo
do epitélio odontogénico nas paredes e nas cavidades cisticas de cada lesao.
Resultados: foram encontrados 06 casos de ameloblastomas solido (04 do subtipo
acantomatoso e 02 casos de plexiforme); quatro unicisticos (01 luminal; 01 luminal,
intraluminal e intramural; e 02 luminal e intramural); 3 casos de desmoplasicos,

sendo 02 lesbes hibridas e nenhum caso de ameloblastoma periférico. Concluséao:
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quanto as variantes sélido, unicistico e periférico, 0os nossos achados sao
semelhantes a outros estudos publicados. Entretanto, o nimero de casos de A-D foi

elevado em comparacédo a outros estudos epidemioldgicos.

*Palavras-chave: Ameloblastoma; Tumores odontogénicos; Classificacao;

Organizac¢do Mundial da Saude; Histologia.

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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4.2 ABSTRACT

The recognition of variants of ameloblastoma and the exclusion of desmoplastic
pattern of the spectrum of solid ameloblastomas to become a separate entity, were
major changes brought by the new classification of Odontogenic Tumors (OTSs),
published in 2005 by the World Health Organization (WHO). These changes
impacted the epidemiological studies and the prevalence of the same OTs.
Objective: To analyze cases of ameloblastomas diagnosed at Anatomical and
Pathology Service of the School of Dentistry, Federal University of Espirito Santo
(AOPS-UFES), since its establishment in 2004 until December 2010 and to reclassify
them according to the new classification of the WHO. Methods: 42 specimens of
ameloblastomas formalin-fixed, paraffin-embedded were retrieved, sliced in 3-pym-
thick and stained by Hematoxilin/Eosin. Thirtenn representative slides of the lesions
were selected. Data collection of histological features was performed in a data
collection form designed especially for this purpose (Apéndice 1). Vickers and Gorlin
and Warldron and EI-Mofty criteria were applied, as well as other characteristics such
as the arrangement of the odontogenic epithelium, cell type of basal layer and central
areas, tumor parenchyma, focal keratinized areas and presence of mineralized
tissues on stroma, cystic degeneration, infiltration of odontogenic epithelium on
cavities and cystic walls, were observed and noted. Results: Six solid
ameloblastoma (04 acanthomatous and 02 plexiform subtypes), four unicystic (01
luminal; 01 luminal, intraluminal and intramural; and two luminal and intramural), 03
desmoplastic (02 hybrid lesions and e strictly desmoplastic) were found. There was
no cases of peripheral type. Conclusion: our findings are similar to other studies
concerning solid, unicystic and peripheral types. However, the number of cases of

AD was high compared to other epidemiological studies.

Key words: Ameloblastoma; Odontogenic tumors; Classification; World Health

Organization; Histology
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4.3 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude revisa periodicamente as classificacdes dos
tumores que afetam o ser humano. No ano de 2005 foram publicados cinco novos
livros, sendo o quarto livro dedicado & nova classificagdo dos Tumores de Cabeca e
Pescoco. Esse por sua vez, traz em seu capitulo de numero seis, a nova
classificacdo dos Tumores Odontogénicos (TOs), cuja ultima classificacdo datava de
1992. Durante esse intervalo de tempo, varios estudos sobre biologia molecular e
genética possibilitaram um melhor entendimento do comportamento dos TOs. O fato
de alguns desses tumores apresentarem caracteristicas de invasividade e, por
conseguinte, serem tratados de forma radical, despertou o interesse de patologistas
bucais e cirurgibes bucomaxilofaciais que catalogam e estudam esses tumores ha
varias décadas, buscando sobretudo o desenvolvimento de modalidades de
tratamento mais adequadas principalmente, técnicas mais conservadoras (SAUK,
2010).

Em 1970 os pesquisadores Robert A. Vickers e Robert J. Gorlin publicaram um
estudo sobre as caracteristicas histolégicas do ameloblastoma, que se tornou
referéncia para o diagndstico desse tipo tumor odontogénico. Segundo esses
autores, os ameloblastomas apresentam: camada basal do epitélio odontogénico
formada por células colunares, dispostas em palicada, com vacuolizacdo do

citoplasma, hipercromatismo e polaridade reversa do ndcleo (FIGURA 1)

Apés a publicagéo da primeira edicdo de Tumores e Cistos Odontogénicos e Lesdes
Relacionadas, pela OMS, em 1971, houve um aumento no interesse dos cientistas
em pesquisar esses tumores e publicar seus achados (PHILIPSEN; REICHART,
2006).



Figura1 Critérios de Vickers e Gorlin:(A) Ameloblastoma folicular mostrando
disposicao do epitélio odontogénico em palicada. Barra de escala: 20um.

(B) Ameloblastoma plexiforme mostrando vacuolizacdo do citoplasma,
disposicdo do epitélio odontogénico em palicada, polaridadde reversa do
nucleo e hipercromatismo nuclear. Coloragcdo HE. Barra de escala: 10um.

64
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Devido aos conhecimentos adquiridos sobre a embriogénese oral e maxilofacial e
sobre novas entidades tumorais, uma nova classificagéo foi elaborada pela OMS em
1992 (LAWALL, 2009). Em 2005 foi publicada a mais recente classificacdo da OMS,
dividida em cinco livros. O livro sobre a classificacdo dos Tumores da Cabeca e do
Pescoco foi publicado em julho de 2005. Participaram da elaboracdo do capitulo
seis: Tumores Odontogénicos e Lesdes Osseas Relacionadas um time de
renomados patologistas gerais e bucais, que utilizaram como referéncia para
redacdo do capitulo os manuscritos resultantes da Conferéncia de Consenso Final
realizada em Lyon no ano de 2003, na qual a terminologia dos tumores foi
largamente debatida e acordada.

Um dado importante dessa nova classificacdo € que foi reconhecida a existéncia de
variantes do ameloblastoma, sendo usado agora o termo no plural: ameloblastomas.
Baseada no comportamento das lesbes, a classificacdo proposta pela OMS em
2005, dividiu as lesbes em benignas, malignas e nado neoplasicas. As lesbes
benignas foram subdivididas com base nos tipos de tecido odontogénico envolvidos:
epitélio odontogénico com estroma maduro e fibroso, sem ectomesénquima
odontogénico; epitélio odontogénico com ectomesénquima odontogénico, com ou
sem formacdo de tecidos mineralizados; mesénquima e/ou ectomesénquma

odontogénico com ou sem a presenca de epitélio odontogénico.

Os ameloblastomas foram incluidos no grupo de lesdes benignas, derivadas do
epitélio odontogénico sem ectomesénquima odontogénico, e podem originar-se de
remanescentes do epitélio reduzido do esmalte, de restos epiteliais de Mallassez, ou
da camada de células basais do epitélio de revestimento da mucosa oral (SILVA et
al., 2004). Se estes remanescentes estiverem situados externamente ao 0SS0, NOs
tecidos moles da gengiva ou mucosa alveolar, poderdo dar origem a
ameloblastomas periféricos. Cistos odontogénicos e o epitélio de revestimento da
gengiva sdo outras possiveis fontes de origem (ANGADI, 2010). Como dito
anteriormente, foram reconhecidas variantes dos ameloblastomas, que séo quatro:
ameloblastoma solido/multicistico  (A-S/M), ameloblastoma unicistico (A-U),
ameloblastoma extra-6sseos/periférico (A-E/P) e ameloblastoma desmoplasico (A-
D).

As caracteristicas histolégicas das quatro variantes, segundo Gardner et al.(2005),

responsaveis pela elaboracdo do topico ameloblastomas do capitulo 6 da nova
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classificacdo da OMS serdo transcritas a seguir, com alguns acréscimos do Atlas de
Histologia da OMS, escrito por Angadi (2010).

1.Ameloblastomas Sélidos/multicisticos: existem dois padrbes basicos, o folicular
e o plexiforme. Em ambos a atividade mitética e o pleomorfismo celular raramente
sdo observados. Misturas de diferentes padrdes histolégicos sdo comumente
encontradas, e as lesbes geralmente sdo classificadas com base no padréo

predominante na leséo.

1.1 Ameloblastoma Folicular: € o tipo mais comum e prontamente reconhecivel
histologicamente. O padréo folicular consiste em ilhas de epitélio odontogénico com
uma massa central de células poliédricas que lembram o reticulo estrelado do 6rgao
do esmalte, rodeadas por uma camada Unica de células cuboidais ou colunares
altas, hipercromaticas, bem organizadas, com nucleo posicionado do lado oposto ao
polo da membrana basal, dispostas em palicada lembrando pré-ameloblastos. Esta
camada de células periféricas tende a mostrar vacuolizacdo do citoplasma. As
células centrais podem estar folgadamente arranjadas, semelhante ao reticulo
estrelado, podendo degenerar-se formando areas cisticas. Dependendo do aspecto
morfologico dessas células - fusiformes, basaldides, granulares ou mostrando
diferenciacdo escamosa - os termos ameloblastoma de células fusiformes, de
células basais, granular ou acantomatoso, respectivamente, tem sido usados.

Podem ser observadas ainda, células fantasmas.

1.1.1 Ameloblastoma Acantomatoso: assemelha-se a um tipico ameloblastoma
folicular, exceto por apresentar uma metaplasia escamosa extensa, as vezes com

formacao de queratina dentro das ilhas de epitélio.

1.1.2 Ameloblastoma de Células Granulares: quando as células do reticulo
estrelado central apresentam extensa transformacdo em células granulares
eosinofilicas, os tumores sdo chamados de ameloblastomas de células granulares.
As vezes esta mudanca pode ser tdo extensa que as células colunares periféricas
podem ser substituidas, dificultando o diagnéstico, especialmente em bidpsias
pequenas. Ultraestruturalmente parece que o0s granulos sdo constituidos por

organelas pleomoérficas osmiofilicas, parecidas com lisossomas.
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1.1.3 Ameloblastoma de células basais: mostra um padrdo predominante de
células basaldides, dispostas em palicada, fortemente coradas, com citoplasma

minimo e lembrando aquelas encontradas em carcinomas de células basais.

1.2 Ameloblastoma Plexiforme: Nesse subtipo o epitélio tumoral esta disposto na
forma de cordbes ou trabéculas anastomosados, constituidos por uma camada de
células cuboidais ou colunares, as quais circunscrevem discretas areas centrais de
aspecto semelhante ao reticulo estrelado. Formacéo cistica ocorre, mas geralmente
originaria da degeneracdo do estroma, ao invés de alteracbes cisticas do epitélio. O

estroma consiste em um tecido conjuntivo disperso e vascularizado.

2 Ameloblastoma Desmoplasico: € caracterizado por uma colagenizacéo estromal
extensiva ou desmoplasia rodeada por ilhas pequenas de epitélio odontogénico
formando uma entidade distinta. A formacdo cistica € comum e areas tipo
ameloblastos estdo presentes apenas em pequenos sitios. Podem ser vistos
ocasionalmente calcificacbes do estroma fibroso e formacdo 6ssea. A avaliacdo
histoquimica do colageno sugere que o estroma denso ndo se comporta como tecido
cicatricial, mas apresenta sintese ativa de proteinas da matriz extracelular.
(ANGADI, 2010).

3 Ameloblastoma Unicistico (AU): Esta variante é caracterizada histologicamente
como um cisto Unico revestido por epitélio ameloblastomatoso e é subdividida em
varios subgrupos, com base no padrdo e extensdo da proliferacdo
ameloblastomatosa em relacdo a parede cistica. A classificagdo modificada por
Ackermann et al.(1988), é a seguinte:

3.1 AU Luminal: Lesdo cistica revestida por epitélio que exibe diferenciacdo colunar
e polaridade reversa das células da camada basal. O tecido conjuntivo adjacente ao

epitélio geralmente exibe uma faixa fina e uniforme, tipo area de hialinizagéo.

3.2 AU Luminal e intraluminal: é o tipo simples, mas exibe um ou mais nodulos
projetados para dentro do [imen. N&o é visualizada extenséo para dentro da parede
circunjacente de tecido conjuntivo. Ocasionalmente pode produzir um padréo
plexiforme intraluminal de epitélio odontogénico que perde a tipica diferenciacéo

ameloblatomatosa, e € chamado de ameloblastoma unicistico plexiforme.
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3.2.3 AU Luminal, intraluminal e intramural: ha ocorréncia de proliferacao

intramural do ameloblastoma com caracteristicas do subgrupo 3.2.

3.3 AU Luminal e intramural: exibe um cisto com um revestimento luminal em
combinacdo com ndédulos intramurais de tecido ameloblastomatoso. O tecido do
ameloblastoma intramural pode ser visto como uma infiltragdo do revestimento

cistico ou como ilhas soltas de ameloblastoma folicular.

4. Ameloblatoma Periférico/extra 0sseo: Apresenta-se histologicamente com
padrao folicular ou plexiforme, bem como com padréo acantomatoso. Na maioria dos
casos 0 tumor estd bem separado do epitélio de revestimento, mas muitos sdo
confluentes com a mucosa de revestimento. Pode apresentar ilhas de epitélio
odontogénico, geralmente lembrando a forma folicular do ameloblastoma
multicistico. Estas ilhas comumente exibem a variacdo acantomatosa, com areas

centrais de formacéao de queratina.

5 Outras Variantes Raras: variante de células claras, que podem conter células
claras PAS positivas localizadas nas é&reas tipo reticulo estrelado.
Ceratoameloblastomas papiliferos parecem derivar de areas de ameloblastomas
com queratinizacdo, ilhas tumorais com aparéncia papilifera junto com areas
cisticas, parecendo ceratocistos odontogénicos. Células de muco também podem
ser raramente encontradas em ameloblastomas (ANGADI, 2010).

Algumas variantes séo apresentadas na Figura 2.

Segundo a OMS, as lesGes que apresentam ambos os padrdes desmoplasico e
sélido sdo consideradas lesGes hibridas. No entanto, Melrose (1999) afirma que o
uso do termo “hibrido” ndo tem propdsito claro e pode superestimar o significado de
se observar areas de A-D em combinacdo com ilhas de um A-S/M. Por isso, foi
adotado nesse estudo a sugestéo de Fulco (2010), de se incluir critérios propostos

pelo estudo de Waldron e El-Mofty (1987) para classificagdo dos casos de A-D.



R

1

gl

~ﬁ'

A0 NG
S\ ~\‘f\'~\‘* 3

3 RIS T Ry x{
Figura 2 Variantes de ameloblastomas. (A) Desmoplasico: foliculos
irregulares em meio a um estroma colageinizado. (B) Sélido padréo plexiforme:
corddes de epitélio odontogénico e estroma frouxo. (C) Sélido padréo folicular:
ilhas de epitélio odontogénico e estroma denso. (D) Unicistico luminal e
intramural: invasdo de epitélio odontogénco na capsula fibrosa. A1, B1, C1 e

D1: mesmo corte em maior aumento. Coloracdo HE. Barra de escala: 20 um.
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Segundo esses autores sdo considerados A-S/M as lesdes constituidas pelos
padrbes: folicular, acantomatoso, plexiforme, de células basais e de células
granulares, além das lesGes constituidas por grandes massas que apresentam 0s
padrbes supracitados, associadas a areas focais de A-D. Por outro lado, séo
considerados A-D as lesBes constituidas exclusivamente pelo padrédo desmoplésico
e as lesGes com esse padrdo associado a raras ilhas com aspecto similar ao padrao
folicular dos ameloblastomas solidos. Ja as lesbGes hibridas sédo constituidas por

massas de A-D associada a grandes areas significativas de A-S/M (FIGURA 3).

A publicacdo da nova classificacdo proposta pela OMS gerou debates no meio
cientifico, por haverem pontos controversos, como por exemplo, a exclusdo dos
cistos odontogénicos e a inclusdo do ceratocisto odontogénico na categoria de
tumores benignos, bem como a inclusdo de A-D como uma variante distinta de
ameloblastomas (REICHART; PHILIPSEN E SCIUBBA, 2006). Apés o ano de 2005,
foram publicados na literatura novos estudos epidemioldgicos sobre TOs, adotando
a nova classificacdo. A redefinicdo de tumor odontogénico ceratocistico provocou
um aumento na frequéncia e prevaléncia de TOs (GAITAN-CEPEDA, et al., 2010).
Ao passo que os ameloblastomas que ocupavam o segundo lugar em grandes
levantamentos epidemiolégicos (BHASKAR, 1968; REGEZI; KERR e COURTNEY
1978; DAYLEY; WYSOCKI; PRINGLE, 1994, MOSQUEDA-TAYLOR et al., 1997),
passaram a ser precedidos na lista dos mais prevalentes pelos tumores
odontogénicos ceratocisticos (TOCs), como nos estudos de Avelar et al. (2008) e
Luo e Li (2009).

Como o0s ameloblastomas desmoplasicos foram excluidos do espectro
histopatolégico do ameloblastoma sélido, alguns estudos publicados apés 2005
apresentam reducao na prevaléncia dos A-S/M.
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Descritos pela primeira vez por Eversole, em 1984, os A-D sdo uma variante rara,
somando entre 4% a 13% dos ameloblastomas (WALDRON; EL-MOFTY, 1987,
PHILIPSEN; REICHART; TAKATA, 2001).

Afetam areas que comumente ndo sdo afetadas pelas demais variantes, além de
apresentarem diferentes caracteristicas clinicorradiograficas. Na maioria dos casos o
A-D s0 é diagnosticado apés a remogdo completa do tumor (SUN et al., 2009). Foi
proposto que a desmoplasia caracteristica dos desmoplasicos, tenha origem na
sintese de novas proteinas derivadas da matriz extracelular, onde tais componentes
desempenham um papel fundamental no suporte, na adeséo, proliferacado, migracéo
e diferenciacdo das células tumorais, interferindo no comportamento e modulacéo
das células tumorais (PHILIPSEN et al.,2001).

O objetivo dessa pesquisa foi analisar os aspectos histoldgicos de cada leséo
diagnosticada como ameloblastoma pelo Servico de Anatomia Patoldgica da UFES,

e reclassifica-las com base nos critérios diagndsticos descritos na literatura.

4.4 MATERIAL E METODO

Estudo retrospectivo de todos os casos de pacientes portadores de ameloblastomas
atendidos pelo Programa de Prevencao e Diagndstico Precoce de Cancer de Boca e
Lesdes Bucais cujos laudos forma emitidos pelo Servico de Anatomia Patologica
(SAPB) do Departamento de Clinica Odontologica da Universidade Federal do
Espirito Santo, no periodo de marco de 2004 a dezembro de 2010 (UFES). A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da UFES sob o numero 235/10.

O SAPB-UFES guarda em seus arquivos quarenta e dois espécimes de
ameloblastomas, embebidos em parafina. Esses espécimes referem-se a biopsias
incisionais e excisionais de lesdes tumorais provenientes de treze pacientes. Para a
inclusdo dos espécimes no estudo foi estabelecido que, além do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo paciente, os blocos deveriam
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conter material suficiente para confec¢do de novas laminas histologicas, bem como
o0 registro das informacgdes sobre dados sociodemogréaficos do paciente e dados da
lesdo. Alguns espécimes que continham tecido 6sseo e dentes foram submetidos ao
processo de descalcificacdo em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), antes da
inclusdo em parafina. Foram feitos cortes seriados com 3um de espessura em
microtomo manual (Leica RM 212 RT, Leica Biosystems Nussioch GmbH,
Alemanha). As navalhas utilizadas eram revestidas com politetrafluoretileno-PTFE

(Duraedge, EasyPath, Brasil);

Os cortes passaram por uma solucéo de alcool a 30% com a finalidade de estica-los
e depois imersos em banho maria a 45°C (Lupetec BH 05), e pescados com laminas
ndo silanizadas, previamente limpas com alcool e devidamente identificadas.

As laminas foram mantidas em estufa (FANEM 900Kw, modelo 310, Brasil) por 24
horas, a 40°C para secagem.

Apos a desparafinizacdo em estufa a 60°C, por 40 minutos, as laminas foram
colocadas em bercos apropriados e passaram pela sequéncia de solu¢des descritas
no protocolo da hematoxilina e eosina (HE) adotado pelo Grupo de Estudos em
Patologia Bucal da UFES, descrito a seguir:

Desparafinizagcdo em Xilol Il puro previamente aquecido a 60°C: imersao por 5
minutos, seguido por Xilol | puro em temperatura ambiente: imersao por 5 minutos e
alcool/xilol (propor¢édo 1:1): imersdo por 5 minutos. Desidratacdo em banhos com
concentracdo decrescente de alcool (alcool absoluto II; alcool absoluto I; alcool 90%
e alcool 80%): imersdo por 5 minutos cada. Lavagem em agua corrente por 5
minutos. A seguir foi feita imersdo por 8 minutos em Hematoxilina de Harris,
previamente filtrada, e logo em seguida um mergulho em alcool acido (1% de HCl e
99% de etanol). Os cortes foram lavados em agua corrente por 5 minutos, e em
seguida mergulhados em éalcool 80%. Imersdo em eosina por 3 minutos, e em alcool
80% e 90% por 1 minuto cada. Seguiu-se imersdo em alcool/xilol (proporgdo 1:1),
Xilol I puro e imersao por 3 minutos Xilol Il puro com imersao por 3 minutos cada
Para montagem das laminas foi utilizado Balsamo do Canada.

Os excessos de balsamo foram removidos e as laminas etiquetadas foram
guardadas para secagem completa.

Apos a coloracdo os cortes foram examinados em microscopio optico (Olympus

AX70, Olympus America Inc.,NY, USA) para a selecao das treze laminas que melhor
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representassem cada lesdo. As laminas selecionadas foram etiquetadas e
separadas para a reclassificacdo. As nao selecionadas foram arquivadas. Dois
examinadores foram calibrados tendo como padréo-ouro um experiente Patologista
Bucal da UFES. O indice Kappa obtido foi superior a 80. Os dados sobre as
caracteristicas histolégicas das lesGes foram coletados em uma ficha desenhada
especificamente para esse estudo. Os critérios de Vickers e Gorlin (1970) foram
verificados em cada lamina ao passo que os critérios de Waldron e El-Mofty (1987)
foram observados para os casos de A-D. Além desses critérios, foram coletados
dados sobre a disposicdo do epitélio odontogénico, o tipo celular presente na
camada basal e nas areas centrais do parénquima tumoral, a formacdo de queratina
e de estruturas mineralizadas, a densidade do estroma, degeneracdo cistica,
presenca de infiltracdo do epitélio odontogénico nas paredes e nas cavidades

cisticas.

Os dados sobre as caracteristicas histoldgicas foram tabulados em planilha Excel

versao 2010 (Microsoft Corporation) para posterior confeccao de tabelas.

Os dados epidemioldgicos, clinicos, imaginolégicos, imuno-histoquimicos, bem como
os dados sobre tratamento, reabilitacdo e seguimento dos pacientes foram descritos
e discutidos em outros capitulos. Foram elaborados dois quadros com o resumo dos
critérios diagnésticos para ameloblastomas, desenvolvidos com base nessas

caracteristicas e apresentados nos Apéndices 1 e 2.

4.5 RESULTADOS

As laminas selecionadas para reclassificacdo foram provenientes da resseccdo do
tumor em sete casos (53,85%), de espécimes que apds a resseccdo foram
submetidos a descalcificagdo em EDTA em trés casos (23,07%), e de trés bidpsias

incisionais (23,07%).



Todos os espécimes preencheram completamente os critérios de Vickers e Gorlin,
como demonstrado na Tabela 1, exceto um caso que nao apresentou vacuolizagao

citoplasmatica, nem polarizacao reversa nas células da camada basal.
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Disposicdo do epitélio odontogénico: em seis casos (46,15%) o epitélio
odontogénico apresentava-se na forma de ilhas ou foliculos. Em quatro laminas
(46,15%) observamos o epitélio disposto ora em corddes ora em ilhas, enquanto a
disposicédo unicamente em corddes foi encontrada em somente um caso (7,69%). De
igual maneira, s6é uma lamina (7,69%) apresentou o epitélio odontogénico somente

como revestimento.

Na maioria dos casos (92,30%) as células da camada basal eram do tipo colunar
alta e em um caso (7,69%) eram do tipo cuboidal. As células do parénquima tumoral
mostravam arranjo frouxo, tipo reticulo estrelado em sete laminas (53,84%), e
apresentaram degeneracao escamosa em quatro casos (30,76%). Houve formacéo
de queratina em cinco casos (38,46%) e nenhum caso apresentou formacao de

estruturas mineralizadas.

Um estroma fibroso foi encontrado em cinco casos (38,46%), ao passo que um
estroma frouxo foi observado em quatro (30.76%). O estroma desmoplasico, bem
colageinizado foi encontrado em trés laminas (23,07%). As degeneracdes do tipo
cisticas foram observadas tanto no estroma quanto no parénquima tumoral em sete

laminas (53,84%); e apenas no parénquima em cinco (38,46%) casos.

A presenca de capsula fibrosa foi observada em quatro laminas (30,76%), sendo
que a parede cistica foi infiltrada por epitélio odontogénico em trés casos (23,07%).

Classificacao: dos seis A-S/M diagnosticados, quatro eram do tipo acantomatoso e
dois eram plexiformes. Dentre os A-D, dois eram lesGes hibridas e um apenas
padrdo estritamente desmoplasico. Os A-U apresentaram o0s subtipos luminal,
luminal e intramural; e luminal intraluminal e intramural, sendo que a infiltracdo do
epitélio odontogénico na parede cistica apresentou o padréo folicular. O Grafico 1

mostra a classificacdo de acordo com as quatro variantes reconhecidas pela OMS.

Os subtipos histolégicos de cada variante sdo apresentados no Grafico 2. As
caracteristicas histologicas, bem como a reclassificacdo das lesfes estdo
apresentadas em trés tabelas diferentes, de acordo com as trés variantes de
ameloblastomas encontradas nesse estudo. A tabela 2 traz os casos de A-M/S, a

Tabela 3 mostra os A-U e a Tabela 4 refere-se aos casos de A-D.
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4.6 DISCUSSAO

Os novos critérios adotados pela OMS geraram um impacto nos estudos
epidemiologicos, especialmente no que tange aos ameloblastomas. Muito embora a
nova nomenclatura tenha sido publicada em 2005, leva-se tempo até que essa
reestruturacdo seja de fato aplicada. Esse trabalho propds-se a analisar todos os
casos de ameloblastomas biopsiados pelo SAPB-UFES no periodo de 2004 a 2010,
reclassificando-os conforme os critérios adotados em 2005. Dentre 0s espécimes
obtidos, alguns continham dentes no bloco de tecido 6sseo removido durante as
resseccdes parciais e marginais, e 0s espécimes ainda se encontram em processo
de descalcificacdo. Nesses casos usamos as laminas obtidas dos espécimes de
biopsia incisional ou de tecido mole coletados durante a biopsia excisional. Alguns
casos submetidos a descompressdo apresentaram diferencas entre a lamina da
bidpsia incisional e a lamina da resseccdo do tumor. Porém, as causas dessa

diferenca nao foram investigadas nesse estudo.

O fato de os espécimes preencherem os critérios de Vickers e Gorlin reforcam que
as lesbes foram corretamente classificadas como ameloblastomas, ao passo que a
observacdo das demais caracteristicas permitiu-nos estabelecer quais eram o0s
padrdes histologicos de cada lesdo. Nao foram encontradas formacgdes de tecidos

mineralizados.

N&o foi diagnosticado pelo servico nenhum caso de A-E/P, o que corrobora com 0s
achados de Lawall (2009).

Os A-S/M foram os mais prevalentes, o que estd de acordo com outros estudos
epidemiologicos (BUCHNER et al., 2006; LUO E LI, 2009) e em discordancia com os
achados de Ledesma-Montes et al. (2007), que encontraram mais casos de A-U em
seu estudo e salientaram que 70,9% dos casos de unicisticos haviam sido

originalmente classificados como A-S/M plexiformes.

Os casos de A-S/M encontrados em nesse estudo apresentaram-se com os padrbes
folicular e plexiforme. Em dois espécimes encontramos os dois tipos de padréo,

sendo essas lesdes classificadas de acordo com o padrdo predominante, conforme
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orientacdo da OMS (WHO, 2005). No presente estudo houve predominéncia de
casos de padréo folicular, o que esta de acordo com o estudo retrospectivo em dois
centros de estudo no Brasil e trés no México realizado por Lawall (2009). Reichart e
Philipsen (2004), bem como Barnes et al. (2005), consideram que a maior parte dos
ameloblastomas apresenta mais de um padrdo microscopico e que esse fato ndo

apresenta significancia clinica.

Waldron e ElI-Mofty (1987) foram os primeiros a caracterizar a lesdo hibrida de
ameloblastoma. A semelhanca dos ameloblastomas desmoplasicos, as lestes
hibridas sdo incomuns, constituindo entre 1,1%10 e 4,5% de todos ameloblastomas
(FULCO et al., 2010).

Foram diagnosticados nesse estudo trés A-D (23,07%), sendo duas lesbes hibridas
e um A-D, em um total de 13 casos de ameloblastomas, enquanto no estudo de
Ledesma-Montes et al.(2007), foram encontrados apenas dois A-D num total os 163
ameloblastomas. Costa et al. (2008) em estudo retrospectivo de 10 anos
identificaram 23 ameloblastomas e nenhum desmoplasico dentre eles. De igual
forma, no levantamento de Lawall (2009) ndo foram encontrados A-D. No estudo de
Sun e colaboradores (2009), a incidéncia de A-D variou de 0,9% a 12,1%.

Nas les@es hibridas, as areas de ameloblastoma sélido geralmente se apresentam
constituidas pelos padrdes histologicos plexiforme e folicular. Neste ultimo, focos de
metaplasia escamosa e ceratinizacdo também tém sido descritos. Os achados do

presente estudo concordam com estas observacoes.

Adebiyi et al. (2006) e Waldron e El-Mofty (1987), destacam que os ameloblastomas,
particularmente os de grandes dimensdes, sdo constituidos por diversos padrdes
histologicos. Para estes autores, a quantidade de tecido disponivel para analise
desempenha influéncia importante na determinacdo do padrdo histolégico
predominante nos ameloblastomas. Dessa forma, é possivel que as diferencas
identificadas entre a presente pesquisa e os estudos de Costa et al. (2008) e Lawall
2009 esteja, em parte, relacionada a quantidade de material disponivel para
avaliacdo microscépica. No presente estudo foram analisadas as laminas oriundas
da bidépsia incisional e excisional, e foram obtidas laminas apés o processo de
descalcificacdo em EDTA. Além disso, os achados histopatologicos foram

complementados com as caracteristicas imaginoldgicas e clinicas dos pacientes. As



85

radiografias mostraram areas radiopacas e radioltcidas, e em um dos casos o tumor

acometeu a regido anterior da mandibula, chegando a ultrapassar a linha média.

Com relacdo as lesbes hibridas de ameloblastoma n&o estdo completamente
esclarecidos alguns aspectos dessa variante Nao foi determinado se éareas de
ameloblastoma desmoplasico sofrem transformacdo para um ameloblastoma sdlido
ou, se as alteracdes desmoplasicas ocorrem secundariamente no estroma de um
ameloblastoma solido (PHILIPSEN et al., 2001). Para Waldron e EI-Mofty (1987), a
auséncia de alteracbes desmoplasicas apreciaveis na maioria das lesdes solidas

analisadas em seu estudo alicercaria a primeira hipétese.

Em uma das laminas do presente estudo foi possivel identificar claramente a
mudanca de padrdo do estroma e das caracteristicas das ilhas de epitélio
odontogénico, na regido de transicdo do padrao folicular para o desmoplasico.

Investigacbes biomoleculares e imuno-histoquimicas sobre o estroma dos
ameloblastomas desmoplasicos poderao elucidar as interacdes e sinalizacfes entre

parénquima e estroma tumoral.

4.7 CONCLUSAO

Os ameloblastomas sélidos foram a variante com maior nimero de casos. O subtipo
histologico acantomatoso foi o mais encontrado. Os ameloblastomas solidos
plexiformes apresentaram areas de padrao folicular. Os ameloblastomas unicisticos
com invasdo mural apresentaram os padrdes folicular e plexiforme. Foi encontrado
um alto percentual de ameloblastomas desmoplasicos nesse estudo. Investigacdes
biomoleculares e imuno-histoquimicas sobre o estroma dos ameloblastomas
desmoplasicos poderdo elucidar as interacdes e sinalizagbes entre parénquima e

estroma tumoral.
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5 CAPITULO 3
Expressao de beta catenina em diferentes padrdes histologicos de

ameloblastomas: estudo imuno-histoquimico.

5.1 RESUMO

Beta catenina é uma proteina multifuncional que participa da formacdo do
citoesqueleto, unindo-se as caderinas nas juncdes aderentes, e desempenhando
importantes funcdes na adesdo e motilidade celular. Desempenha ainda um papel
chave na via canbnica da sinalizacao Wingless type (Wnt). O acamulo citoplasmatico
e a expressdo nuclear de beta catenina esta associado a tumorigénese. O objetivo
dessa pesquisa foi avaliar a expressao de beta catenina em variantes distintas de
ameloblastomas diagnosticados na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
entre 0s anos de 2004 a 2010. Método: Doze espécimes de ameloblastomas (06
sélidos, 04 unicisticos e 03 desmoplasicos) foram submetidos a técnica imuno-
histoquimica para deteccdo de beta catenina. Os cortes foram submetidos a reagéo
imuno-histoquimica contra beta catenina (anticorpo monoclonal de camundongo,
MAB2081 Chemicon, 1:500) e contra coloragcdo com hematoxilina de Mayer. Foram
obtidas imagens com camera Axiocam e programa Axiovision. A andlise da imuno-
histoquimica incluiu a localizacéo e a intensidade da expressao de beta catenina em
cada variante de ameloblastoma. Resultados: a expressdo de beta catenina foi
detectada no nucleo, na membrana celular e no citoplasma dos tecidos tumorais. O
ameloblastoma folicular apresentou forte marcacdo nas células colunares da
camada basal e fraca imunorreatividade nas ceélulas centrais do tipo reticulo
estrelado. O ameloblastoma plexiforme mostrou forte marcacdo nas células
periféricas e fraca reatividade nas células do interior do parénquima tumoral. Uma

reacdo muito fraca foi observada no estroma em ambos os padrdes, folicular e
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plexiforme. Além disso observou-se forte marcacdo no nucleo, especialmente nas
células da camada basal do epitélio odontogénico dos foliculos. Conclus&o: Houve
alteracdo no padrdo de expressdo de beta catenina nos ameloblastomas
investigados. A uniformidade positiva de marcacao citoplasmatica em todas as trés
variantes indica que houve acumulo de beta catenina no citoplasma das células
tumorais. A marcacdo nuclear variou de negativa a positividade variavel,
demonstrando que em alguns casos houve translocacdo de beta catenina para o
ndcleo. A andlise gquantitativa ndo encontrou diferenca significante com relacdo a
imunomarcacao nuclear, citoplasmatica e na membrana, entre as variantes sdlido,
desmopléasico e unicistico. A causa da alteracdo na expressao de beta catenina em
ameloblastomas deve ser investigada, e pode estar relacionada a alteracdes na via
de sinalizacdo de Wnt ou a alteracbes no complexo responsavel pela degradacao e

manutencao de niveis baixos de beta catenina no citoplasma.

*Palavras-chave: Beta-catenina; Imuno-histoquimica; Ameloblastoma

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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5.2 ABSTRACT

Beta-catenin is a multifunctional protein envolved on the cytoskeleton bound to
cadherin family, and plays an important role in cellular movement and adhesion, as
well as a signaling factor involved in canonical Wingless type pathway. Cytosol
accumulation and nuclear expression of beta-catenin triggers Wnt signaling
activation and is known to be associated with tumorigenesis. The aim of this study
was to detect the expression of beta-catenin in different variants of ameloblastomas
diagnosed at Federal University of Espirito Santo (UFES), Brazil, between 2004-
2010 and to compare with clinical aspects and behavior of these tumors.
Methods:Twelve  formalin-fixed, paraffin-embedded samples of human
ameloblastomas were retrieved from files of UFES (6 solid/multicystic, 4 unicystic
and 3 desmoplastic). The histopathologic patterns found were follicular, plexiform,
desmoplastic and acanthomatous. Tissue sections from all specimens were obtained
and submmited to immunohistochemical reaction against beta-catenin (mouse
monoclonal, MAB2081 Chemicon, 1:500) with further counterstaining with Mayer’s
hematoxylin. Images were obtained with Axiocam and Axiovision system. The
analysis included the location and intensity of beta-catenin expression on each
ameloblastoma variant. Results: expression of beta catenin was detected in the
nuclei, cell membrane and cytoplasm of neoplastic odontogenic tissues. Follicular
ameloblastoma showed strong reactivity in peripheral columnar cells and weak
reactivity in central polyhedral cells. Plexiform ameloblastoma showed strong
reactivity in peripheral cuboidal cells and weak reactivity in central polyhedral cells.
Very weak reactivity was noted on estroma in both, follicular and plexiform, patterns.
Moreover, strong immunoreaction of B-catenin was observed in the nuclei of tumor
cells, especially in columnar cells which form the basal layer of islands of
odontogenic epithelium in follicular pattern.

Conclusion: The pattern of expression of beta-catenin has changed in all
ameloblastomas. Uniform positive cytoplasmic immunostaining in all three variants
indicates that there was accumulation of beta catenin in the cytoplasm of tumor cells.
The nuclear staining ranged from negative to positive variable, wich demonstrated

that there was translocation of beta-catenin into the nucleus in some cases. The
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quantitative analysis did not show significant difference of immunostaining in nucleus,
cytoplasm and cell membrane, between the solid, desmoplastic and unicystic
variants. The cause of the abnormal expression of beta-catenin in ameloblastomas
should be investigated, and may be related to changes in the Wnt signaling pathway

or in the complex that maintaining beta-catenin in low levels on the cytoplasm.

Key words: Beta-catenin; Immunohistochemistry; Ameloblastoma
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5.3 INTRODUCAO

Ameloblastomas sdo tumores derivados do epitélio odontogénico residual, cuja
etiologia ainda é desconhecida (GARDNER, et al., 2005; SUKARAWAN et al., 2010).
Seu comportamento invasivo e o alto indice de recidivas despertaram o interesse em
determinar as causas de tais caracteristicas, e o desenvolvimento de técnicas
terapéuticas que permitam oferecer aos pacientes um tratamento mais conservador
e menos mutilante (SAUK et al., 2010). Uma das ambicdes da pesquisa atual é
identificar a etiologia dos tumores odontogénicos, grupo ao qual pertencem os
ameloblastomas, e os diferentes mecanismos moleculares que levam a sua
formacdo. Almejam-se terapias medicamentosas que reduzam o tamanho das

lesBes para evitar as abordagens cirdrgicas muito agressivas (RUHIN et al., 2009).

A comprovacéo da participacdo da beta catenina em outros tumores que afetam o
corpo humano gerou interesse de patologistas bucais no estudo da expressao dessa
proteina em ameloblastomas, na tentativa de correlacionar a expressdo com o
comportamento do tumor (SEKINE et al., 2003; TANAHASHI et al., 2008). Cateninas
sdo um grupo de proteinas que interagem com o dominio intercelular da E-caderina,
resultando no complexo E-caderina/beta catenina/alfa catenina ou E-caderina/gama
catenina/alfa catenina (HINCK et al., 1994). As caderinas sao proteinas
transmembrana, dependentes do ion calcio, que interagem com caderinas da célula
adjacente. Por sua vez, as cateninas sao proteinas adaptadoras citoplasmaticas que
interagem com o dominio citoplasmatico da caderina, com o citoesqueleto e varias
outras proteinas, incluindo quinases e moléculas de supressdo tumoral que estao
associadas as juncdes aderentes. JungBes aderentes (JAs) sdo necessarias para
manuten¢ao das camadas epiteliais pela regulagéo do crescimento celular e adesao
entre células. Na z6nula de adesédo temos E-caderina, alfa e beta catenina e
filamentos de actina (NANCI, 2008).

Beta catenina € a proteina homologa em vertebrados da proteina Armadillo (Arm)
identificada na droséfila (THORSTENSEN, L.; LOTHE, R. A, 2003). A estrutura

primaria da beta catenina compreende um dominio amino-terminal de
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aproximadamente 130 aminoacidos, uma regido central de 12 repeticdes imperfeitas
de 42 aminoacidos conhecidos como arm repeats (porque sdo homologos as
repeticbes na proteina Armadillo), e um dominio carboxi-terminal de 110
aminoacidos. O terminal amino é importante para regular sua estabilidade, enquanto
o terminal carboxila funciona como um dominio ativador da transcricdo génica
(WILLERT e NUSSE, 1998).

Além de sua atuacdo na adeséao celular, as beta cateninas sao proteinas efetoras da
via de sinalizacdo de Wnt, cuja ativacdo € capaz de modular diversas funcdes
celulares.(CADIGAN; NUSSE, 1997). A familia Wnt é constituida por glicoproteinas
secretadas, ricas em cisteina, cujo nome advém da fusdo do nome wingless, um
gene pertencente a drosofila, com o nome do seu homélogo em vertebrados,
integrated (GILBERT, 2003; CADIGAN; NUSSE, 1997). Essas proteinas se ligam a
proteinas transmembrana de sete passagens do tipo frizzled, que contém um
dominio extracelular rico em cisteina —(CRD - do inglés Cystein Rich Domain)
(BHANOT et al.,1996). As proteinas Wnt sinalizam sobre a membrana celular por
interacdo com receptores em forma de serpentina da familia Frizzled (Fzd), podendo
ativar varias vias: Wnt/f-catenina ou via canénica; via Wnt/Ca™ envolvendo a
proteina Kinase A, via de polaridade celular planar; via envolvendo a proteina Kinase

C, que atua na miogénese muscular.

Na auséncia da via de sinalizacdo canénica a beta catenina citoplasmatica associa-
se a um complexo citoplasmatico formado pela proteina APC (do inglés
Adenomatous Polyposis Coli protein), pela quinase glicogénio sintase 3p (GSK3p),
(PEIFER, 2000; POLAKIS, 2000; WODARZ; NUSSE, 1998) e caseina quinase |
(CKI). A fosforilacdo de beta catenina na sua regidao N-terminal por essas quinases
resulta na poliubiquitinizacdo de beta catenina pelos complexos proteicos fTRCP1
(do inglés beta transducing containing-protein 1) ou BTRCP2 e na sua degradacao

intracelular mediada por proteases (LIU e MILLAR 2010).

Para que a via candnica de Wnt seja ativada, € preciso que Wnt se ligue a frizzled e
ao seu co-receptor LRP5/6 (do inglés Low Density Liporotein —LDL- receptor Related
Protein 5/6), formando um complexo na superficie celular (TAMAI et al., 2000). Isso
ativa a proteina citoplasmatica dishevelled resultando na inativacdo do complexo

protéico responsavel pela degradacdo de beta catenina livre no citoplasma. Isso



99

permite que esta proteina se estabilize no citoplasma. Assim, o aumento da
sinalizacdo de Wnt resulta em diminuicdo da fosforilagdo e promove a redugao da
degradacdo de beta catenina e consequentemente o acumulo da mesma no
citoplasma (KRISHNAN et al., 2006). Uma vez acumulada no citoplasma, ela é
translocada para o nucleo onde se associa ao fator de transcricdo TCF/LEF do
inglés transcription factor/Lymphoid enhancer factor), ativando a transcricdo de

diversos genes alvos da via de Wnt. (FIGURA 1)
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A via de sinalizagdo Wnt/beta catenina desempenha um papel critico no
desenvolvimento, na embriogénese, na regulacdo de células tronco, na
transformacao celular e em processos celulares como proliferacdo e migracao, e na
adesdo intercelular, incluindo ades&do, mobilidade e metastase de células
cancerosas. Portanto, mutagces nos componentes dessa via de sinalizacdo vem
sendo associadas com cancer, desordens hereditarias, alteracbes no

desenvolvimento e outras doencas (CLEVERS, 2006).

O desenvolvimento e crescimento dos tumores de origem odontogénica dependem
da interacdo de numerosos genes e moléculas. A maioria dos genes envolvidos no
desenvolvimento dental foi identificada nos ultimos anos (RUHIN et al.,, 2009).
Porém, com relagdo aos ameloblastomas, ainda néo foi identificada uma alteracéo
genética especifica relacionada ao aumento do risco de seu desenvolvimento.
(GARDNER et al., 2005).

A expressao de beta catenina em ameloblastomas vém sendo investigada e alguns
trabalhos tém encontrado uma expresséo aberrante dessa proteina nesses tumores,
sem que tenha sido tracado ainda um paralelo claro entre essa expressédo e a
agressividade da lesdo (PEREIRA et al., 2010). Alguns autores observaram em
determinados tipos de ameloblastomas uma moderada expressao citoplasmatica e
nuclear de beta catenina, sem que houvesse, contudo, mutacdes no gene que
codifica essa proteina (CTNNBL1), justificando assim que o0 aumento dessa
expressao estaria relacionado a outros fatores (SEKINE et al., 2003; MIYAKE et al.,
2006). Desde que se demonstrou que beta catenina esta frequentemente mutada
em diversos canceres (POLAKIS, 2000), sendo expressa de forma acentuada e
assim levando a uma hiperativagao da via, o uso de inibidores da via de Wnt passou
a ser vislumbrado como uma alternativa capaz de controlar o avanco de lesdes
tumorais num futuro ndo muito distante (MACDONALD et al., 2009).

A via de sinalizacdo Wnt esta envolvida na carcinogénese e trés genes reguladores
da via Wnt, APC (adenomatous polyposis coli), CTNNB1( beta-catenin) e AXIN
(axina) estéo frequentemente mutados em canceres humanos primarios. Em estudo
com seis ameloblastomas e oito carcinomas odontogénicos, Siriwardena et al.
(2009), encontraram acumulo de beta catenina no nucleo das células de todos os

ameloblastomas e em seis dos oito carcinomas. Entretanto a mutacdo do CNNTB1
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s6 foi encontrada em um carcinoma. Mutacdo de APC foi encontrada em 50% dos
ameloblastomas e 25% dos carcinomas.

Com o objetivo de esclarecer o papel da genética no desenvolvimento de
ameloblastomas, Tanahashi et al. (2008), analisaram beta catenina e ciclina D1 em
18 casos. Os pesquisadores procuravam por mutacées na CTNNB1, APC, AXIN1 E
AXIN2, e concluiram que mutacdes nestes genes ndo estdo relacionadas com o
acumulo de beta catenina no nucleo das células, e que a expressao da ciclina D1 é

acelerada independentemente da beta catenina em ameloblastomas.

O gene CTNNB1 codifica a proteina beta catenina. O éxon 3 desse gene é
considerado uma é&rea preferencial para ocorréncia de mutacdes em tumores
humanos, de forma que essas chegam a ocorrer a uma taxa até 100 vezes superior
ao normal. Esse éxon codifica os residuos criticos de Serina/Treonina (Ser/Thr), que
sao sitios de ligacdo para caseina quinase 1 — CK1- (Ser 45) e de fosforilacdo pela
quinase glicogénio sintase 3 beta -GSK-3[3- (Ser 33, 37 e Thr 41) sendo, portanto o
local de reconhecimento pela proteina B-TrCP, e de marcacdo para degradacao da
beta catenina. Portanto, mutacdes nesse €xon aumentam a estabilidade da proteina
beta catenina. De fato, mutacdes soméaticas no éxon 3 foram descritas em uma
grande variedade de tumores em humanos, incluindo carcinoma colorretal, tumor
desmoide, carcinoma endometrial, hepatocarcinoma celular, hepatoblastoma,
carcinoma gastrointestinal, meduloblastoma, melanoma, carcinoma de ovario,
carcinoma pancreatico, carcinoma de prostata, carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco, e carcinoma da tireoide (THORSTENSEN e LOTHE, 2003).

Um grande desafio das pesquisas biomédicas atuais esta relacionado com a
determinacao dos sinais de transducdo que modulam a localizacdo, degradacéo e
funcdo da beta catenina. Recentemente foi estabelecido que a fosforilagdo da beta
catenina pela quinase Src € necesséaria para sua dissociacdo da E-caderina com

consequente perda da adesividade celular (COLUCCIA et al., 2006).

A expressdo, regulacdo e localizacdo da proteina beta catenina sdo importantes
marcadores para predizer a motilidade e invasividade de tumores epiteliais
(SCHLOSSHAUER et al., 2002).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Taxa_de_muta%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
http://atlasgeneticsoncology.org/Tumors/endometrID5045.html
http://atlasgeneticsoncology.org/Tumors/HepatoblastID5089.html
http://atlasgeneticsoncology.org/Tumors/HeadNeckSquamID5090.html
http://atlasgeneticsoncology.org/Tumors/HeadNeckSquamID5090.html

103

Os estudos imuno-histoquimicos que avaliaram a expressdo de beta catenina em
ameloblastomas até a presente data, observaram diferentes padrdes de expressao
em diferentes tipos de ameloblastomas (SEKINE et al.;2003; KUMAMOTO e OOYA,
2005; MIYAKE et al., 2006; SATHI et al., 2007; PEREIRA et al., 2010 ), e diferencas
quanto a localizacdo da imunomarcacdo (KUMAMOTO e OOYA, 2005; MIYAKE et
al., 2006; SATHI et al., 2007; TANASHI et al., 2008; SIRIWARDENA et al., 2009;
PEREIRA et al., 2010). Todavia ndo conseguiram correlacionar o aumento da
expressdo de beta catenina com mutacdes em CTNNB1 (SEKINE et al.;2003;
MIYAKE et al., 2006). A elucidacdo do significado da alteracdo do padrdo de
expressdo de beta catenina em ameloblastomas podera abrir perspectivas para

futuras aplicacBes terapéuticas e prevencdao de recidivas.

Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo a andlise da intensidade e da
localizagdo da imunomarcagdo de beta catenina em diferentes variantes de
ameloblastomas, que apresentam graus de invasividade, de recidivas e progndsticos

diferentes.

5.4 MATERIAL E METODO

Estudo retrospectivo de 12 casos de ameloblastomas, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Foram selecionados doze casos de ameloblastomas (06
sélidos, 04 unicisticos e 03 desmoplasicos), biopsiados entre os anos de 2004 e
2010 no Programa de Prevencado e Diagnostico Precoce de Cancer de Boca e
Lesdes Bucais e na disciplina e Cirugia Bucomaxilofacial Il do Curso de Odontologia
da UFES. Os blocos estavam incluidos em parafina e arquivados no Servico de
Anatomia Patolégica Bucal do Departamento de Clinica Odontolégica da UFES

(SAPB-UFES), responséavel pela emissao dos laudos histopatolégicos.
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Coleta de dados: O instrumento para coleta de informagbes sobre a
imunomarcacéao foi uma ficha desenhada para esse estudo (APENDICE 1).

Preparacéo do tecidos: Os blocos de parafina retirados do arquivo do SAPB-UFES,
foram obtidos segundo o protocolo de preparacdo dos tecidos adotado pelo
Programa de Prevencdo e Diagnostico Precoce do Cancer de Boca e Lesdes
Bucais, que determina a fixacdo dos espécimes em uma solu¢do tamponada de
formol 10% e inclusdo em parafina. Os espécimes que possuem tecidos
mineralizados, como dentes e 0sso, sdo desmineralizados em solucdo de &cido
etilenodiamino tetra acético (EDTA), antes da inclusdo em parafina. Os blocos com
os casos de ameloblastomas selecionados foram submetidos a microtomia para
obtencédo de cortes 3 ym de espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE)
para confirmagdo dos diagnodsticos. O protocolo de HE e as caracteristicas

histopatoldgicas foram descritos no capitulo 2.

Imuno-histoquimica: Para a andlise imuno-histoquimica, os blocos de parafina
foram submetidos a microtomia manual para a obtencdo de cortes de 3 um de
espessura (Leica RM 212 RT, Leica Biosystems Nussioch GmbH, Alemanha). As
navalhas utilizadas eram revestidas com politetrafluoretiieno - PTFE (Duraedge,
EasyPath, Brasil), e a montagem foi feita em laminas silanizadas (Immunoslide,
EasyPath, Brasil). Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60°C por 40
minutos, e diafanizados em trés banhos de xilol: xilol II; xilol | e &lcool/xilol, tendo
cada banho a duracdo de 05 minutos. Em seguida foram reidratados em
concentracfes decrescentes de etanol (100%, 90% e 80%) e agua, cada banho
também com duragdo de 5 minutos. A remoc¢éo do pigmento formalico foi feita com
solucéo de hidréxido de aménio (10%) em etanol (95%) por 10 minutos. Os cortes
foram lavados com TBS-Tween (TBST) por 3 vezes, sendo 5 minutos cada banho, e
em seguida foram submetidos a recuperacdo antigénica, utilizando uma solucéo
tampdo citrato (acido citrico a 10mM e 0,05% de Tween 20 com pH 6), aquecida
entre 95 e 100°C, por 30 minutos. O sistema de deteccdo por polimeros foi o
NovoLink Novocastra (Leica Microsystems, Nussioch GmbH, Alemanha). Para
neutralizar a peroxidase endégena foi utilizado Peroxidase Block por 5 minutos
seguido de lavagem em TBST 2 vezes de 5 minutos. As sec¢bes foram incubadas
com Protein Block por 5 minutos e novamente lavadas em TBST 2 vezes de 5

minutos. O anticorpo primario utilizado foi o monoclonal anti beta catenina
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(MAB2081 clone 5H10 Chemicon/Millipore isotipo IgG1; diluicdo de 1:500) por 60
minutos, em temperatura ambiente e cAmara Umida. Os cortes foram novamente
lavados em TBST 2 vezes de 5 minutos e incubados com Post Primary Block
durante 30 minutos, seguidos de lavagem em TBST 2 vezes de 5 minutos. A seguir
os cortes foram incubados com Polymer por 30 minutos e lavados em tampao TBST
2 vezes de 5 minutos. Foi adicionado 50 pl de DAB Chromogen a 1ml de DAB
Substrate Buffer (Polymer) para desenvolver a atividade de peroxidase por 5
minutos. As laminas foram enxaguadas em agua e contrastadas com Hematoxilina.
Procedeu-se novo enxague das laminas em agua durante 5 minutos seguida de
desidratacéo, soltura e montagem das secc¢des, com meio de montagem Ervmount
(EasyPath, Brasil). O controle positivo foi feito pela aplicacdo dos mesmos passos
da técnica de imuno-histoquimica em um corte de epitélio da mucosa oral,e o

controle negativo foi feito pela omissao do anticorpo priméario (FIGURA 1).

Avaliacdo da imuno-histoquimica e analise estatistica: A reatividade imuno-
histoquimica para beta catenina foi avaliada por um Unico examinador, previamente
calibrado por um experiente morfologista. As laminas foram examinadas em
microscopio 6ptico (Olympus AX70, Olympus America Inc.,NY, USA) com objetiva
Olympus UPIlan FI 20x/0.50 (aumento de 200x) para avaliar a intensidade da
coloracdo no estroma e no parénquima tumoral, sendo atribuidos valores de 0 a 3,
onde: escore 0 corresponde a ndo marcacao; escore 1 refere-se a marcacao leve;
escore 2 marcagcdo moderada e escore 3 indica forte marcagdo Hsu et al. (1981).
Apoés analise da intensidade de marcacédo foi escolhido o melhor corte da lamina
para definicdo dos campos a serem fotografados para avaliacéo da localizacéo e do
padrdo de marcacao.
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Escolhido o corte, a lamina foi retirada do microscépio e recebeu em seu verso
marcagdo em cinco pontos aleatorios sob o corte selecionado com marcador
permanente para vidros (Pilot Pen do Brasil S.A, S.P, Brasil) (FIGURA 3)

O corte foi entdo examinado com objetiva Olympus UPlan FI 100x/1.30 oil «/0.17 e
O0leo de imersdo. Cinco imagens dos cinco campos proximos aos pontos de
marcagdo foram capturadas com a camera AxioCam ERc5s (Carl Zeiss Vision
GmbH, Alemanha) e o programa AxioVision Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH,

Alemanha) e salvas nos formatos TIF e ZIV para posterior analise.

As imagens dos cinco campos foram montadas em programa PowerPoint (Microsoft

Inc, 2010) com sobreposicédo de uma gradicula com 12 divis6es (FIGURA 4).

Foram compilados em uma tabela (APENDICE 1) o nimero total de células (N Cel),
0 numero de células sem marcacéo (Cel SM), o numero de células marcadas (Cel
M) e a localizacdo da marcagdo no citoplasma (MC), na membrana (MM) e no
nudcleo (MN), de cada uma das 12 subdivisdes do campo. A contagem das 12
subdivisGes foi somada para se obter o total do campo e os percentuais de cada
item contado. O mesmo procedimento foi repetido para os demais 4 campos, e ao
final foi feita a soma dos 5 campos mensurados, e o calculo do percentual. Assim foi
obtido o numero proporcional de células de cada lamina. Em seguida, foram
atribuidos os limiares de positividade preconizados por Hsu et al. (1981), definidos
como: negativo, positividade focal (1%-25% das células tumorais coradas);
positividade variavel (25%-75% coradas); uniformemente positiva (mais de 75%

coradas) para cada lamina.
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Os casos foram separados por variante de ameloblastoma e distribuidos em trés
grupos diferentes. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para testar
a diferenca entre os trés grupos distintos de ameloblastomas do estudo: sdlido,
unicistico e desmoplasico. Para indicar significancia estatistica, sera considerado p
<0.05.

5.5 RESULTADOS

Foi detectada expressao de beta catenina no nucleo, na membrana e no citoplasma
das células tumorais, em todos o0s espécimes avaliados nesse estudo, com

intensidade de marcacédo variando de 1 (leve) a 3 (forte), em diferentes espécimes.

Comparado ao controle positivo onde epitélio oral mostra expressdo de beta
catenina na membrana, a expressado nos ameloblastomas mudou de padrdo, sendo
mais expressa no citoplasma, com expressdo diminuida na membrana. Houve

também marcacéo nuclear.

Quanto a localizacdo da marcacdo nos diferentes tipos de ameloblastomas, foi
observada nos ameloblastomas acantomatosos forte reatividade na camada
periférica dos foliculos e marcagcdo mais fraca nas células centrais. Os
ameloblastomas plexiformes exibiram marcagcdo mais acentuada na camada basal
do que nas demais células. Em ambos os padrdes a marcacao no estroma foi fraca.
Uma marcagédo nuclear forte foi observada especialmente nas células colunares da
camada basal das ilhas de epitélio odontogénico (FIGURA 5). Os ameloblastomas
desmoplasicos e unicisticos apresentaram forte marcacdo nas ceélulas da camada

basal do epitélio odontogénico (FIGURA 6).
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Os resultados da imunomarcacdo nuclear nos seis ameloblastomas soélidos
apresentaram-se como: negativa em um caso, positividade focal em quatro casos e
positividade variavel em um caso. A reatividade na membrana mostrou-se
positivamente variavel em todos 0s seis casos, ao passo que a reatividade no
citoplasma foi uniformemente positiva em todos os A-S/M. Os resultados estdo
demonstrados no Gréfico 1.

A reatividade nuclear nos ameloblastomas unicisticos foi negativa em um caso e
teve positividade varidvel em 2 casos. A marcacdo na membrana teve positividade
variavel em dois casos e um caso apresentou positividade focal. Em dois casos
houve 100% de marcacao no citoplasma e o terceiro mostrou também uniformidade
positiva, apesar de ndo ter marcacdo citoplasméatica em 100% das células. Os
resultados estdo agrupados no Gréfico 2.

Os ameloblastomas desmoplasicos apresentaram positividade focal para marcacao
nuclear em dois casos e positividade variavel em um terceiro caso. A marcacdo na
membrana mostrou positividade focal em um caso e variavel em 2 casos, ao passo
gue a marcagao no citoplasma apresentou-se uniformemente positiva, com 100% de

marcacao em dois dos trés casos de A-D, como mostra o Gréfico 3.

A expressao de beta catenina no nucleo, no citoplasma e na membrana podem ser

exemplificadas pelas Figuras 7, 8 e 9.
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O Gréfico 4 mostra a média da marcacao nuclear e citoplasmatica de beta catenina
em todas as trés variantes de ameloblastomas da amostra desse estudo. Foi
encontrada positividade focal para marcacdo nuclear e uniformidade positiva para

marcacao citoplasmatica.

Os resultados da estatistica descritiva estdo resumidos na Tabela 1. A média de
marcacao variou de 10,82% a 13,38% no nucleo, de 39,93% a 47,61% na
membrana e de 90,01% a 98,53% no citoplasma. A mediana e o desvio padrdo
também sdo mostrados na mesma tabela. Como a amostra era pequena e nao
apresentou distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis para comparar as medidas de beta catenina nos trés diferentes tipos de
ameloblastomas. Os resultados do teste estdo agrupados na Tabela 2, onde se pode
verificar que ndo foram encontrados resultados estatisticamente significantes, ou
seja as medidas de beta catenina ndo diferem entre os grupos sélido, unicistico e
desmoplésico.



118

"gdVS ou sopeonsoubelp sewloise|qojowe ap SalUeLIeA S} Seu eoljewuse|doylo o Jea|onu ogdeoslewiounl] ¢ 0olels)

eWsejdo}l) 02)00N

olsSPIUN  0DISeldOWSaQ  OPIIOS ooNsSPIUN  0DISe)dOWSaQ  OPIIOS

y. L I — a‘*l
A — - - %2801 gel 066°11
%EG'86 5'36 010706

SeWwo0)sejqojawy ap sodl)
$3J1 SOU BIIJRWSR]dO0}1) 2 JB3]ONN OBSeIIR(Y 2P BIPIW




119

‘wrlp| ;e|eose ap elleg ‘sopedlewounul] Sos|onu wejuode selos
SY "%GZ‘/Z op lo} Jesjonuoedeolew eled opejnsaiolno L osey , einbi4

T O e A A ‘A




120

‘wrlg| ‘ejeose ap eleg “Joke|y ap euljixojewsay ejad Sopelod sos|onN

%001 op lo}eonewse|doyo oedeolew eled opeynsalolno ¢ osen g einbi

2 . | AR



121

‘wrlg] (ejeose ap eleg "epeosleulounwl eueiquiaw Wejuody Sejes sy
"%/0°L9 °p I0} BuBIqUSW eU oedeosew eled opeynsalolno 7 osen @ einbiy

.v" % ' .\\.a a3 _ . .... r \/ :l > i //M



122

elelrd €G'86 00'001 N-v

65T €S5'96 00°001 a-v ewse|do}io ou eujusied ejeg
cv'L 1006 €L'L6 W/SV

Zr'LL €6°6€ €9'8t N-v

9/'LE 88'GY 0S‘ZS a-v BUBIQWISW BU BUIUSIED Blog
0S‘0l 19 L1 8Z'sy  IN/S-VY

196 28'0l /6'EL Nn-v

zsLe ge‘cl /SL a-v 03|oNU ou euluSled By
90°'L1 66 L1 pL'ZL  W/S-V

oelped-oinsag eIp3| euelpsd|y sodnio s|lanele)n

BAI}IIOSOpP BOIISI]E}SO EBp SOpe)Nsay — | ejege]



123

€8'8 Nn-v

990°0 €8'Q a-v ewse|do}io BuluSED Blog
L'V W/S-V
19°G Nn-v

2580 ) a-v BUBIQUIBW BUIUB}ED Blag
0G'9 W/S-V
€8'G Nn-v

€€6'0 /99 ad-v 09[oNuU EUlUS}ED Elog
GL'9 N/S-V

1ojeA-d SOIP3S0)SOd sodnlg) SI9ABLIBA

'SI||eAN-|BYSNIY 8p 81S8) Op SOpE)NSaY — Z Bleqe]



124

5.6 DISCUSSAO

O comportamento biologico agressivo do ameloblastoma tem representado um
desafio terapéutico para os profissionais de saude. Seu perfil invasivo e recidivante
implica na escolha por tratamentos cirdrgicos radicais, que envolvem muitas vezes a
resseccdo de grandes porgdes dsseas contendo ou ndo elementos dentéarios. E com
o intuito de evitar situacées como essas que 0s pesquisadores tém dedicado seu
tempo a investigar novos marcadores biomoleculares possivelmente envolvidos no
crescimento e patogénese dos ameloblastomas. Esse trabalho teve como objetivo
analisar a expressdo da proteina beta-catenina em ameloblastomas registrados no
SAPB-UFES, comparando se essa expressdo mostrava-se de forma diferenciada
nos diferentes subtipos tumorais. Como todas as amostras utilizadas nesse estudo
foram fixadas em formalina e incluidas em parafina foi necessaria a utilizacdo da
técnica de recuperacdo antigénica, para permitir a ligacdo dos anticorpos aos

epitopos.

N&o havia casos de ameloblastomas granulares na amostra desse estudo, o que
impossibilita comparacbes com o estudo de Sathi et al. (2007), que restringiu-se a

andlise da expresséo de beta catenina em ameloblastomas granulares.

Sekine et al. (2003), encontraram diferencas quanto a localizacdo da
imunomarcacdo entre ameloblastomas sélidos de padrfes foliculares, que exibiram
uma marcacdo moderada no ndcleo e no citoplasma; e nos plexiformes que tiveram
expressdo predominantemente na membrana. Todavia a analise foi qualitativa e os
autores sO pesquisaram a expressdo em dez ameloblastomas solidos. No estudo
feito com amostras do SAPB-UFES encontramos trés diferentes variantes, o que

impossibilita comparacoes.

Kumamoto e Ooya (2005) ndo encontraram expressao nuclear de beta catenina em
A-D, diferente do que foi observado nesse estudo, onde um caso de desmoplasico
mostrou positividade varidvel para marcagcdo nuclear. Todavia, houve semelhanca

entre os resultados dagueles autores com essa pesquisa no que se refere a
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marcacao citoplasmética, onde ambos os estudos apresentaram casos de

uniformidade positiva para marcagéo na membrana.

Nesse estudo a marcacao citoplasmatica foi uniformemente positiva em todos os
casos, 0 que difere dos resultados de Miyake et al. (2006), que encontraram
marcacado difusa na membrana dos A-S/M foliculares e plexiformes. O presente
estudo teve dois casos de A-S/M plexiforme, onde um caso foi negativo para
marcagao nuclear e o segundo apenas positividade focal. Entretanto, a marcacéo na
membrana teve positividade varidvel e a marcagcdo do citoplasma foi uniformente

positiva em ambos 0s casos.

Também foi observada nesse estudo imunomarcacdo em todos 0s casos e em todas
as trés variantes de ameloblastomas pesquisadas, o que difere dos resultados de
Tanashi et al. (2008), que encontraram marcacao nuclear em onze casos (08 A-S/M
e 03 A-U), e marcacdo na membrana e/ou expressao citoplasmatica focal em 16 dos
18 casos. A marcacao nuclear foi observada apenas nos casos com padréo folicular,
principalmente nas células colunares periféricas, e ocasionalmente nas células

centrais poliédricas.

Com relacdo a marcacao nuclear, os resultados desse estudo sdo discordantes do
estudo de Siriwardena et al. (2009), pois esses encontraram forte marcacdo no
ndcleo em todos os ameloblastomas. No presente estudo, a marcacdo nuclear
variou de negativo a positividade variavel. Todavia, além de diferencas no anticorpo
e no sistema de deteccédo, os autores utilizaram escores diferentes do preconizado

por Hsu et al. (1981), o que torna os métodos das duas pesquisas diferentes.

Foram encontrados resultados semelhantes ao de Pereira et al. (2010), que
observaram expressdo de beta catenina tanto nas células tipo reticulo estrelado
como nas células da camada basal, tipo ameloblastos, tanto nos ameloblastoma
sélidos como nos unicisticos. Porém dentre os 21 ameloblatomas avaliados, a
reatividade nuclear foi observada somente nas células neoplasicas em quatro
ameloblastomas (03 solidos e 01 unicistico), o que difere dos resultados
encontrados nos doze casos pesquisados nesse estudo, onde foi observada

marcacao nuclear em oito casos. Todavia, os critérios de avaliacido foram diferentes,
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pois utilizamos o limiares de positividade de Hsu et al. (1981) e Pereira et al. (2010)

utilizaram os critérios de Freitas (2009).

5.7 CONCLUSAO

A uniformidade positiva para imunomarcagao de beta catenina no citoplasma dos
ameloblastomas desse estudo indica que beta catenina se acumula no citoplasma,
ao invés de seguir a via de degradacdo normal. Estudos mais abrangentes
envolvendo amostras frescas de ameloblastoma seriam Uteis para uma investigacao
mais detalhada sobre quais elementos poderiam estar alterados e levando a esse
aumento da expressao de beta catenina em locais diferentes do observado no
epitélio oral. Apesar de ainda nao ter sido demonstrado associacdo entre mutacdes
em CTNNB1 e aumento da expressao de beta catenina no nucleo, essa hipotese
devera ser testada em amostras maiores e com metodologia validada. Também

deve-se investigar alteracdes na via de Wnt e no gene APC.
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APENDICE A - Ficha para contagem de células
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Caso/Campo/

Cel

Cel
SM

Cel

McC

MM

MN

%Cel
SM

%Cel

%
MC

%MM

%MN

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

1.1.

TOTAL do CAMPO 1

Caso/Campo/

Cel

Cel
SM

Cel

McC

MM

MN

%Cel
SM

%Cel

%
MC

%MM

%MN

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

1.2,

TOTAL do CAMPO 2

Caso/Campo/

Cel

Cel
SM

Cel

McC

MM

MN

%Cel
SM

%Cel

%
MC

%MM

%MN

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

1.3.

TOTAL do CAMPO 3
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Caso/Campo/ N Cel Cel | MC | MM | MN | %Cel %Cel | % %MM | %MN
Cel SM M SM M MC

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

1.4.

TOTAL do CAMPO 4

Caso/Campo/ N Cel [Cel | MC | MM | MN | %Cel %Cel | % %MM | %MN
Cel | SM M SM M MC

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

1.5.

TOTAL do CAMPO 5

TOTAL 5 CAMPOS

Legenda:

N Cel: total de células

Cel SM: células sem marcacao
MC: marcacéo citoplasmatica
MM: marcagdo na membrana
MN: marcacé&o nuclear

MARCACAO NO ESTROMA: ( )SIM ( YNAO

MARCACAO NO PARENQUIMA: ( )SIM ( NAO
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O levantamento da casuistica de seis anos do SAPB-UFES permitiu a identificacédo
de treze casos de ameloblastomas, com resultados similares a outros levantamentos
epidemiologicos, exceto pelo numero proporcionalmente alto de ameloblastomas
desmoplésicos. Como o pesquisador teve acesso a todos os blocos de parafina e as
informacdes dos prontuéarios e inclusive aos exames complementares, foi possivel a
coleta de um elevado numero de dados e a confirmagdo dos diagnosticos dos
desmoplésicos, com andlise dos aspectos imaginoldgicos e clinicos. Além disso, 0s
levantamentos epidemioldgicos anteriores a 2005, consideravam os ameloblastomas
desmoplasicos como pertencentes ao grupo dos amelolastomas soélidos, o que pode

substimar o nimero de casos de ameloblastomas desmoplasicos.

Foi observado também que o acompanhamento do paciente por longo periodo de
tempo apos a remocédo da lesédo, e os procedimentos de reabilitacdo podem ser de
dificil aplicacdo, sendo necessario analisar quais as principais dificuldades
enfrentadas, para assim planejar estratégias de continuidadde de assisténcia aos

pacientes portadores de ameloblastomas.

A OMS preconiza acompanhamento por longos periodos para todos os casos de
ameloblastomas. Todavia, deve-se ressaltar a importancia de um diagndéstico
detalhado para o planejamento cirirgico e o esquema de seguimento do paciente,
visto que, tumores mais agressivos requerem tratamento mais radical e
acompanhamento regular e rigoroso. A andlise histopatolégica com critérios bem
estabelecidos pela comunidade cientifica, descritos na classificagdo dos Tumores
Odontogénicos publicada pela OMS em 2005, permitiu uma reclassificacdo bem
fundamentada desses ameloblastomas. Pode-se confirmar ainda a assertiva de que
um mesmo tumor pode apresentar mais de um padrdo, 0 que comprova a
necessidade de analises detalhadas das laminas, e se possivel das laminas

referentes as biodpsias excisionais.

Ainda ndo existe um biomarcador especifico para ameloblastomas que possa

determinar o prognostico ou o0 grau de agressividade do tumor. Entretanto, os
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resultados da analise imuno-histoquimica das amostras desse estudo permitiram a
constatacdo de uma alteracdo na expressdo de beta catenina nas células tumorais.
O acumulo citoplasmatico de beta catenina ficou evidenciado pela uniformidade de
marcacdo em todas as trés variantes estudadas. As causas desse acumulo no
citoplasma nédo foram investigadas nesse estudo, mas podem sugerir uma ativagéo
da via canbnica de Wnt. Alguns pesquisadores ja investigaram a possibilidade de o
aumento da expressdo de beta catenina no nucleo estar associado a mutacées em
CTNNB1, sem obterem comprovacdo dessa hipdtese. Contudo, o aumento da
expressdo nuclear de beta catenina em ameloblastomas deve continuar a ser
investigado, pois a ligacdo de beta catenina & TCF/LEF promove a transcricdo de
proteinas como Myc e ciclina D1, que estdo envolvidas na formacédo de tumores.
Estudos multicéntricos com protocolos padronizados e investigadores calibrados
podem ser uma alternativa para a investigacdo das particularidades dos
ameloblastomas, especialmente nos quesitos invasividade e recorréncia. A
comprovacao da participacdo de beta catenina na tumorigénese de ameloblastomas
podera ser Util para a criagdo de biomarcadores que possibilitem o progndstico, o
acompanhamento dos pacientes afetados, ou mesmo no desenvolvimento de

terapias medicamentosas.

Por fim, as possibilidades de estudo poderiam ser ampliadas se existissem para
comercializacéo, linhagens imortais de células formadoras do epitélio odontogénico,

para investigacao dos fatores responsaveis pela iniciacdo e progressao do tumor.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo ndo foi possivel estabelecer correlagbes diretas entre a
expressdo de beta catenina e comportamento dos trés tipos de ameloblastomas
investigados, Porém, as investigacfes sobre as possiveis causas de diferentes
graus de invasividade dos ameloblastomas podem possibilitar a descoberta de
novas modalidades de tratamento. Estudos prospectivos com acompanhamento dos
casos diagnosticados e tratados, associando dados clinicos, histopatologicos e
imuno-histoquimicos poderdo contribuir para uma melhor compreensdo da

etiopatogenia e comportamento dos ameloblastomas.
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