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RESUMO

MutacBes no gene supressor tumoral p53 podem produzir proteinas mais estaveis, porém com alterac6es
funcionais de fundamental importancia relacionadas a inducdo da apoptose ou a inibicdo mitotica. A maior
estabilidade da p53 mutada possibilita sua detec¢ao imunohistoquimica, tendo essa técnica sido utilizada para
avaliacdo do comportamento bioldgico de lesGes neoplasicas e cisticas. O presente trabalho teve por objetivo
estudar a expressao da proteina p53 através da técnica de imunohistoquimica em 15 Queratocistos, 10 Cistos
Dentigeros e 5 Ameloblastomas Unicisticos. Trinta e trés por cento dos casos de Queratocistos apresentaram
positividade para a p53. Apenas um caso de Cisto Dentigero foi positivo, e ndo houve deteccdo em nenhum
caso de Ameloblastoma Unicistico. A marcagao da p53, principalmente nos Queratocistos Odontogénicos, foi
expressiva, demonstrando um forte indicativo de ocorréncia de mutagdo no gene p53.

Descritores: Cistos odontogénicos. Ameloblastoma. Imunohistoquimica.

ABSTRACT

Mutations in the p53 tumor suppressor gene can produce more stable proteins, but with fundamentally important
functional changes related to the induction of apoptosis or mitotic inhibition. The greater stability of the mutated
p53 permits its immunohistochemical detection, and this technique has been used in the assessment of the
biological behavior of neoplastic and cystic lesions. The aim of the present study was to investigate the expression
of the p53 protein by means of the immunohistochemical technique in 15 keratocysts, 10 dentigenous cysts and
5 unicystic ameloblastomas. Thirty-three per cent of the cases of keratocysts presented positivity for the p53.
It proved positive in one case of dentigenous cyst and in none of the cases of unicystic ameloblastomas. The
staining of the p53, particularly in the odontogenic keratocysts, was substantial, strongly indicating the occurrence
of a mutation in the gene of the p53 protein.

Descriptors: Odontogenic cysts; ameloblastoma; immunochemistry.

INTRODUCAO na formacdo do dente. Estas, segundo a Organiza-
O Cisto Dentigero (CD), Ceratocisto ¢&o Mundial de Saude, pertencem a 2 grupos de le-
Odontogénico (CO) e o Ameloblastoma Unicistico sdes odontogénicas, sendo o AU classificado como

(AU) sdo lesdes benignas originarias de distlrbios um tumor benigno, e as outras duas, como cistos de
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desenvolvimento (NEVILLE et al., 1995, REICHART;
PHILIPSEN, 2000, SAPP et al., 1997).

Além da origem, estas lesdes possuem aspec-
tos clinicos e radiogréaficos comuns. Geralmente ma-
nifestam-se como lesdes nodulares, assintomaticas,
que podem atingir grandes dimensdes, provocando
assimetria facial. Radiograficamente podem ser ob-
servados, na maioria dos casos, areas radiollcidas
uniloculares associadas a um dente incluso (AHLFORDS
etal., 1984, PHILIPSEN; REICHART, 1998, SANTOS et
al., 2001, TSUKAMOTO et al., 2001).

Apesar das semelhancas, estas lesGes possu-
em um comportamento clinico distinto, sendo o CO e
0 AU as lesdes mais agressivas, que podem recidivar
guando submetidos a tratamento conservador (MYOUNG
etal., 2001, REGEZI; SUCUMBA, 1999, SHEAR, 2002,
WANG et al., 1998, ZACHARIADES et al., 1985). Os CDs
sdo lesdes menos agressivas, mas também tém gran-
de importancia por ser 0 mais comum cisto de desen-
volvimento e muitos autores defendem a possibilidade
de transformacéo destas lesbes em ameloblastomas
(PIATTELLI et al., 2001, SILVEIRA et al., 1993).

O gene p53, situado no braco curto do
cromossomo 17 (17p13), foi identificado como
oncogene em 1979 e s6 em 1989, constatou-se ser
0 seu produto genético um regulador negativo do
ciclo celular. O gene codifica uma fosfoproteina no-
meada por seu peso molecular de 53kDa. A protei-
na p53 desempenha um importante papel, ao proteger
as células da transformag&o maligna. E considerada
um “regulador chave” do ciclo celular preservando a
integridade do genoma celular. Quando ocorre um
dano ao DNA, a proteina p53 se acumula na célula
parando o ciclo celular, em G1, antes de entrar na
fase S, para que seja feito o reparo do DNA alterado.
Se a via de reparo falhar, a proteina p53 pode ativar a
via apoptotica. Esse controle é exercido na fase G1 do
ciclo celular, impedindo que danos ao DNA sejam re-
passados a outras geragfes celulares (BALINT,;
VOUSDEN, 2001, BATASAKIS; EL-NAGGAR, 1995;
DELFINO et al., 1997; DARNTN 1998; NOGUEIRA et al.

1998).

Mutacdes do gene p53 sdo as mais freqiientes
anomalias genéticas encontradas em canceres huma-
nos, com envolvimento em mais de 50% dos tumores
(CARSON; LOIS, 1995, COTRAN et al., 1999, DARNTN,
1998).

Além de se utilizar a p53 para auxiliar o diag-
néstico, estabelecer prognasticos e indicar tratamen-
tos mais eficazes para as neoplasias malignas, a
deteccao da p53 também esta presente em muitas
pesquisas em les@es cancerisaveis e para avaliar o
comportamento biolégico de lesdes benighas com
maior potencial de agressividade (IBRAHIM et al.,
1999, JIN et al., 1998, PARTRIDGE et al., 1999, SAITO
etal., 1999, SARANATH et al., 1999).

Na literatura, tem-se observado crescente ex-
pectativa quanto a correlagao da expressao da pro-
teina p53 em lesbes odontogénicas (LI et al., 1996,
LO MUZIO et al., 1999, LOMBARDI et al., 1995,
OGDEN et al., 1992, SANDRA et al., 2002,
SLOOTWEG, 1995). Neste sentido, propomo-nos,
neste estudo, verificar o grau de expresséo da pro-
teina p53 em COs, CDs e AUs, procurando avaliar
uma possivel associacao existente com o compor-

tamento clinico dessas lesoes.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 10 casos de CDs, 15 ca-
sos de COs (9 casos esporadicos e 6 associados a
Sindrome Nevdide dos Carcinomas Basocelulares) e
5 casos de AUs diagnosticados no Laboratério de
Patologia da Faculdade de Medicina da UFC, Labora-
torio de Patologia do Instituto de Prevencéo e Com-
bate ao Cancer (CE), Laborat6rio de Patologia Bucal
da Universidade de Fortaleza e Laboratério de Pato-
logia Bucal do Centro Integrado de Diagndéstico Oral.
A partir do material emblocado em parafina, foram
preparados cortes de 5 micrdbmetros, para coloracéo
com Hematoxilina-Eosina (HE) visando a confirma-
¢ao dos diagndsticos histopatoldgicos e para os estu-

dos imunohistoquimicos.
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A técnica imunohistoquimica utilizada foi a da
estreptoavidina-biotina peroxidase descrita por Hsu
et al., (1981) com algumas modificacfes, cujos pas-
sos principais serdo descritos a seguir. Os cortes fo-
ram desparafinizados, hidratados e lavados com agua
corrente seguidos de recuperacao antigénica em for-
no de microondas convencional por 15-20 minutos,
poténcia maxima, em solucdo tampao de citrato
10mM (pH 6,0). A peroxidase endégena foi bloquea-
da com perdxido de hidrogénio 3% por 10 minutos,
seguida da incubac&o com os anticorpos monoclonais
anti-p53 (DAKO A/S, Denmark — Clone DO-7 — dilui-
¢cdo 1:80) por 16 horas a temperatura de 4°C. Em
seguida, as laminas foram incubadas por 60 minutos
com anticorpo secundario (DAKO A/S, Denmark —
Clone N° EO354 — diluicdo 1:200). A deteccéo foi re-
alizada, utilizando-se o complexo streptoavidina-
biotina (DAKO) incubado por 45 minutos. A cada
incubacdo os cortes foram lavados em PBS. A
visualizacdo da reacdo as laminas foi feita com solu-
¢éo 3,3'diaminobenzidina (DAKO) a 1 mg/mL em Tris-
HCI (pH 7.0) e H,0, 0.06%. Os cortes foram
contracorados com solugdo de hematoxilina de Harrys
durante 30 segundos, desidratados e recobertos com

laminula de vidro.

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A leitura das laminas das reacdes de
imunohistoquimica para p53, foi feita em microsco-
pico 6tico (Olimpus) com aumento de 400x. Os cam-
pos escolhidos para analise foram aleat6rios, seguindo
o revestimento epitelial cistico, sendo suprimidas as
areas que apresentaram dobras ou auséncia de
epitélio.

O critério histopatoldgico para identificar as
células da camada basal nos COs foi 0 mesmo ado-
tado por Oliveira et al. (2001), o qual considera a
morfologia nuclear. Por esse critério, as células aci-
ma da camada basal com nucleo esférico foram con-
sideradas como suprabasais, e as células que

apresentavam forma nuclear pavimentosa foram con-

sideradas como superficiais sem terem sido foram con-
tadas. Foram considerados como positivos casos cujas
laminas apresentavam os nicleos com coloracéo cas-
tanha e representavam mais de 5% das células
marcadas da amostra. Laminas com coloracgado leve
foram consideradas negativas.

A contagem de todos os campos analisada em
cada lamina foi anotada em uma planilha. Cada nu-
cleo com marcacdo imunohistoquimica foi contado
como uma unidade. A média do total de células con-
tadas, em cada lamina, foi de 800 células, incluindo

as células da membrana basal e suprabasal.

RESULTADOS

Dentre as lesdes odontogénicos avaliadas
nesta pesquisa, 33,3% (5/15) dos COs apresenta-
ram positividade para a p53, sendo a marcagéao
limitada as camadas basais e suprabasais (Figura
1). A média de células positivas na camada
suprabasal (17,15%) foi levemente superior a ob-
servada na camada basal (13,7%). Com relacéo
aos CDs, apenas 1 dos 10 casos apresentou
positividade para a p53, com intensidade variavel
de marcacao nuclear. Nao foi detectada positividade

para a p53 em nenhum caso de AU.(Tabela I)

o

Figura 1 (1000x) - QO apresentando marcacao
positiva para a p53.

P53 P53
Ne (positivo) | (negativo)
Queratocisto 15 5 9
Cisto Dentigero 10 1 9
Ameloblastoma Unicistico 5 0 0

Tabela | - Expressédo da p53 nos QOs, CDs e AUs.
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DISCUSSAO

A proteina p53 atua como fator de transicédo de
genes envolvidos no controle da proliferacéo celular
(CARSON & LOIS, 1995, COTRAN et al., 1999,
DARNTN, 1998). Devido a sua funcéo chave no ciclo
celular, aimunomarcacéo da p53 tem sido usada nos
estudos das neoplasias associada a prognéstico ne-
gativo das doencas malignas (ALISSON & BEST, 1998,
LOYOLA, et al. 1995, SARANATH et al., 1999). A
imunohistoquimica detecta a forma mutada da prote-
ina p53, partindo-se do principio de que esta forma
possui meia-vida longa, contrastando com a forma
selvagem que possui meia-vida inferior a 20 minutos
(DARNTN, 1998, NOGUEIRA et al., 1998).

Os dados encontrados nesta pesquisa, em que
33,3% (5/15) dos COs apresentaram positividade
para a p53, corroboram os resultados obtidos por
Ogden et al. (1992) e Lombardi et al. (1995), que
documentaram positividade para o p53 em 41% (5/
12) e 50% (15/30) de seus CO, respectivamente.
Do mesmo modo, as células marcadas localizavam-
se nas camadas basais e suprabasais. Um maior
percentual de células p53 positivas foi documentado
por Slootweg (1995) que apresentou em seu traba-
Iho 84,6% (11/13) de positividade para a proteina
p53 e, segundo o autor, foi observada uma concor-
dancia significativa entre a intensidade de marcagéo
da p53 e o0 numero de células Ki-67 positivas, relaci-
onando a hiperexpressdo da proteina p53 com a
capacidade proliferativa dos COs.

Dentre os COs estudados, 5 casos foram po-
sitivos, 2 eram de pacientes sindrébmicos, e 3, de
pacientes esporadicos, ndo sendo encontrada dife-
renca significativa entre estas variantes e a marca-
¢do com a proteina p53. Os resultados desse estudo
confirmam os dados de Lombardi et al. (1995) que
relataram uma nao associacédo da positividade para
a p53 e com a SCNB. Segundo os autores, néo foi
encontrada, também, relagdo com a recorréncia, in-
flamagdo ou com caracteristicas histopatoldgicas,

como proliferacdes epiteliais, cistos satélites ou epitélio

odontogénico na cépsula cistica. O oposto foi relatado
por Lo Muzio et al. (1999), em que, dos 32 casos de
COs avaliados em sua pesquisa 15 foram positivos
para o p53, sendo todas les6es sindrémicas, sem ne-
nhum caso esporadico ter apresentado marcacéo.

A deteccdo de apenas 1 dos 10 casos dos CDs
concorda com Ogden et al. (1992) e Li et al. (1996)
relatam a auséncia de positividade para os CDs, sal-
vo a marcacao pelo clone BP53-12 descrita por Li et
al. (1996) relatada posteriormente.

Apesar da alta capacidade proliferativa docu-
mentada na literatura (PIATTELLI et al., 2001, PIATTELLI
etal., 2002, SANDRA et al., 2001), a perda do controle
da proliferacéo celular dos AUs parece ndo estar rela-
cionada com mutacéo do p53, pois nenhum dos casos
de AUs avaliados nesta pesquisa apresentou
positividade para a p53. Esta hipétese pode ser corro-
borada pelos trabalhos de Sandra et al. (2001) e
Sandra et al. 2002 que usando marcadores de prolife-
racéo celular, PCNA e Ki 67, reportaram que cada tipo
da Ameloblastoma tinha diferente atividade proliferativa
e encontraram relacéo significativa com a positividade
da MDM2, detectada na regido periférica, similar a en-
contrada pela PCNA, Ki-67 e proteinas antiapoptéticas.
N&o foi documentada diferenca significativa entre a mar-
cacdo da p53 e os tipo de ameloblastoma (Sandra et
al. 2002).

A deteccdo da p53, em lesBes benignas, pode
ser considerada um importante marcador prognosti-
co para a evolucdo destas a malignidade como afir-
mam Saito et al. (1999) e Lo Muzio et al. (1999). No
entanto, Tsuji et al. (1995) e Nogueira et al. (1998),
chamam a atencéo a respeito da cautela que se deve
ter quanto a deteccdo imunohistoquimica da p53 em
relagdo ao progndstico destas. Os autores afirmam
que a positividade da p53 em tecido normal e lesGes
benignas, coradas fracamente e coradas na camada
basal ou suprabasal, ndo deve ser considerada como
uma mutacéo do p53 e, sim, como a atividade nor-
mal da p53 na camada germinativa do epitélio.

Outro relato importante, que concorda com a

50

Rev. Cir. Traumatol. Buco-Maxilo-Fac., Camaragibe
V.6, n.1, p. 47 - 54, janeiro/marco 2006



LIMA et al.

opinido desses dois autores, foi descrito por Li et al.
(1996), os quais, por imunchistoquimica, encontra-
ram positividade para a p53, variando de 38 a 71%,
todas localizadas na camada basal e suprabasal, em-
bora, através das analises de SSCP (single strand
conformational polymorphism) e seqiienciamento di-
reto, ndo encontraram mutacdo do gene p53 em
nenhum caso da amostra estudada. Assim Li et al.
(1996) reforgam os argumentos dos autores citados
acima, que sugerem ser essa uma atividade normal
da p53 na camada germinativa do epitélio.

E importante relatar que a marcacdo da p53
pode sofrer influéncia de alguns fatores, como o
anticorpo utilizado e o aumento da sensibilidade da
reacado de imunomarcacdo com a utilizacdo de mé-
todos de recuperacdo antigénica mais eficazes. Um
exemplo de variacdo quanto ao uso de anticorpos
distintos foi documentado no trabalho realizado por
Li et al. (1996) que avaliou 22 COs, 5 CDs e 5 Cistos
Radiculares, utilizando trés tipos de anticorpos para
a p53 (clone BP53-12, clone 1801 e o policlonal CM1).
Com o clone BP53-12, as células positivas foram
detectadas em todos os espécimes de cistos
odontogénicos, mas com o clone 1801 e com o
policlonal CM1 a marcacdo ocorreu somente em 3/8
(38%) e 5/7 (71%) dos COs, respectivamente, ndo
tendo sido documentada positividade nos CDs e nos
Cistos Radiculares. O anticorpo para a proteina p53
utilizado neste trabalho foi o clone DO-7, 0 mais uti-
lizado nas pesquisas referendadas em nossa revisao
literaria (ALISSON et al., 1998; JIN et al., 1998, LOYOLA
et al., 1995, SAITO et al., 1999, SOUZA et al., 1999,
SOUZA et al., 2000), sendo considerado um anticorpo

de boa sensibilidade para a deteccéo da proteina p53.

CONCLUSAO

Apesar de alguns autores relacionarem a
deteccdo da p53 com a atividade proliferativa nor-
mal das camadas germinativas epiteliais, considera-
mos que a detec¢do desta proteina, principalmente

nos casos de COs, foi expressiva sendo um forte

indicativo de mutacao do gene p53 nessas lesdes. Mais
estudos devem ser realizados, associando a marcagao
imunoistoguimica com técnicas baseadas no DNA, para
obter um consenso sobre o significado real da

positividade por imunohistoquimica para a p53.
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