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Avaliacdo da agressividade da lesdo de células
gigantes periférica da cavidade bucal através de
estudo histoquimico-imunohistoquimico

Evaluation of the aggressiveness of peripheral giant cell lesion of the
oral cavity by means of a hystochemical-immunohystochemical study

Resumo

Obijetivo: Estudar a agressividade da leséo de células gigantes periférica (LCGP) através
de um estudo histoquimico e imunohistoquimico.

Metodologia: Foram revisados os arquivos da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(FOA-UNESP) e da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo (FOUPF),
tendo sido obtidos 181 casos de LCGP, dos quais 61 preencheram os critérios de
elegibilidade. Primeiramente, graduou-se a agressividade das LCGPs, que foram distribuidas
em trés grupos de estudo com base em achados clinicos e radiogrdficos. Em seguida, os
cortes histolégicos das 61 LCGPs, corados por H.E., foram analisados para confirmagéo
diagnéstica. Posteriormente, investigou-se a proliferacéo celular de 15 casos de LCGPs
através de contagem e afericdo da drea de AgNORs (regides de organizagdo nucleolar) e
avaliocdo da imunoexpress@o dos marcadores PCNA, Ki-67 e p53.

Resultados: Néo se constatou diferenca na drea das AQNORs e na expressGo do PCNA
entre as LCGPs dos trés grupos estudados, e o p53 néo foi efetivo na imunomarcagéo das
lesdes analisadas. Notou-se diferenca estatisticamente significativa no nimero de AGQNORs
e na expressdo do Ki-67 entre os grupos estudados.

Conclusé@o: Os resultados de AgNOR e Ki-67 sugerem que a agressividade clinico-
radiogréfica das LCGPs pode ser relacionada com sua atividade proliferativa celular.
Palavras-chave: Lesdo periférica de células gigantes; diagnéstico; impregnacéo pela prata;
imunohistoquimica

Abstract

Purpose: To study the aggressiveness of peripheral giant cell lesion (PGCL) using
hystochemical-immunohystochemical analysis.

Methods: The archives of the Dental School of Aracatuba (FOA-UNESP) and the University
of Passo Fundo Dental School (FOUPF) were searched. A total of 181 PGCL cases were
retrieved, and 61 met the study eligibility criteria. Firstly, the PGCL aggressiveness was
graded, and the lesions were distributed into three groups based on clinical and radiographic
findings. The 61 LCGPs hystopathological samples were colored by H.E. and analyzed for
diagnostic confirmation. Afterwards, the cellular proliferation of 15 PGCLs cases was
investigated by means of counting and calibrating of AQNORs (nucleolar organizer regions)
area and evaluation of the immunoexpression of PCNA, Ki-67, and p53 markers.

Results: No difference was found for AGQNOR area and PCNA expression among PGClLs of
the three studied groups, and p53 was not an effective immunomarker of the analyzed
lesions. There was a statistically significant difference of AQNORs number and Ki-67
expression among the three groups.

Conclusion: The AgNOR and Ki-67 results suggest that the PGCL clinical-radiographic
aggressiveness can be related to its cellular proliferative activity.
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Agressividade de lesdo de células gigantes periférica

Introducéo

A lesdo de células gigantes periférica da cavidade bu-
cal (LCGP) é definida como uma enfermidade benigna,
proliferativa e reacional do tecido conjuntivo fibroso ou do
peridsteo, que acomete consideravel parcela da populacéo
em geral, quando comparada as outras |esdes proliferativas
n&do-neopl &sicas da mucosa bucal (1-3).

AsNORs (regides de organizagdo nucleolar) sdo segmentos
de DNA agregados nos nucléolos que codificam RNA
ribossdmico e sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
nucléolo, estando envolvidas na sintese de ribossomos e
de proteinas (4). As AQNORs representam regides de va-
rias NORs agrupadas, ndo discerniveis individualmente
em microscopia de luz. No caso da proliferagdo celular
aumentada, observam-se aumento do nimero de AgQNORs
por nicleo celular e diminuicéo de sua &rea (4).

O PCNA (proliferating cell nuclear antigen — antigeno
de proliferacéo nuclear celular) é uma proteina auxiliar da
DNA polimerase-delta, que se mostra aumentada tar-
diamente nas fases G, e S do ciclo celular, diminuindo na
fase G,, e alcancando niveis baixos nafase M e em células
inativas (G,) (5). O PCNA tem sido utilizado na tentativa
deavaliar o perfil deproliferacéo celular delesbesde células
gigantes, mostrando resultados conflitantes(6,7).

OKi-67 (Kiel-67) é um antigeno nuclear expresso em todas
as fases ativas do ciclo celular, mormente expressado
duranteasfases G,, S, G,e M do ciclo celular, mas ausente
em células quiescentes (G,) (8).

O gene supressor de tumor p53 codifica uma proteina que
esta envolvida na sintese e no reparo do DNA, na morte
celular programada e naregulacdo negativado ciclo celular;
desempenha um importante papel na regulagdo normal da
divisdo celular (9) e sua inativagdo tem sido descrita em
muitos tumores, resultando num produto que pode, por
vezes, ser demonstrado imunohistoquimicamente.

Apesar de aL CGP ser considerada pelamaioriados autores
como uma lesdo pouco agressiva, existem estudos que
reportam casos com potencial clinico-radiogréfico agressi-
vo (10-15). Entretanto, néo harelatos de experimentos que
relacionam a atividade proliferativa celular com diferentes
graus de agressividade clinico-radiogréfica em LCGPs, utili-
zando-se técnicas histoquimicas e ou imunohistoquimicas.
Assim, é propdsito deste trabalho, por meio de um estudo
retrospectivo laboratorial, pesquisar a agressividade da
LCGP por meio de aspectos histoquimicos e imunohisto-
quimicos.

Metodologia

O projeto de pesquisa foi aprovado pelos comités de ética
em pesquisa da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
(FOA-UNESP) e da Faculdade de Odontologia da Univer-
sidade de Passo Fundo (FOUPF).

Selecd@o dos casos e coleta dos dados

De um total de 181 casos de LCGP registrados na FOA-
UNESP e na FOUPF, foram elegiveis para o presente es-
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tudo 61. Foram utilizados apenas 0s casos com com-
provacdo histolégica de LCGP, casos com blocos de
parafina com espessura suficiente para microtomia e con-
feccdo de novas |aminas microscdpicas, e casos com requi-
si¢bes de exames histopatol 6gicos com dados clinicos e
radiogréficos disponiveis. Para a certificag8o de que as le-
sbes eram mesmo periféricas, foram analisados os dados cli-
nicos, bem como o aspecto das radiografias, que ndo apre-
sentavam reabsorgdo Gssea ou mostravam erosdo 0ssea em
“formade taga’, caracteristica marcante das L CGPs (16).

Graduacéo da agressividade clinico-radiogréfica

das LCGPs

Fez-se a graduac8o da agressividade dos 61 casos sele-
cionados utilizando-se critérios adaptados de Chuong et
a. (17) e Whitaker et al. (18) para dosar a agressividade
clinico-radiogréfica das lesdes de células gigantes centrais
(LCGCs). Valorizaram-se como achados mais importantes
na determinacdo da agressividade das lesdes:

Achados clinicos: presenca de sintomador naleséo; tempo
de evolucéo da lesdo menor que dois meses; dimensdo da
lesdo maior que 2cm no seu maior didmetro; ocorréncia de
pelo menos um episodio de recidiva.

Achados radiogréficos. presenca de reabsorcdo Ossea
subjacente a lesdo; reabsorcdo radicular dos dentes
proximos alesdo; afastamento dos dentes préximos alesdo.
A cada achado clinico ou radiogréfico presente na LCGP
examinada somou-se 1 ponto ao grau de agressividade dessa
lesdo, sendo que lesBes com grau 7 foram consideradas
extremamente agressivas, lesdes com grau minimo 0 (zero)
foram consideradas ndo-agressivas, lesdes com graus 1 e 2
foram consideradas de agressividade leve, |esdes com graus
3 e 4 possuiam agressividade moderada e |esdes com graus
5 e 6, agressividade severa.

Para o estudo histoquimico e imunohistoquimico foram
utilizados apenas 15 casos de LCGP, devido ao alto custo
destas técnicas laboratoriais. Estes casos foram divididos
em 3 grupos. 5 LCGPs com grau de agressividade clinico-
radiograficazero (0)/nula; 5 com grau de agressividade cli-
nico-radiograficatrés (3)/moderada e 5 com graus de agres-
sividade clinico-radiogréfica cinco (5) e seis (6)/severa.

Estudo histoquimico com AgNORs

Para os 15 casos de LCGPs, a AgNOR seguiu a téc-
nica descrita por Ploton et al. (19) e otimizada por Nunes
et a. (20), realizada em cortes de 6um feitosem blocos de
parafina contendo material de bidpsia das lesdes.

Asandlises da quantidade de AgNORs e da érea das mesmas
foram realizadas com objetiva de imersdo (1000X), com
auxilio do programa computacional Leica QWin®, em
microscopio Leica DMLB® (Wetzlar, Alemanha) e cAmera
fotogréfica digital JVC-TK-C® (S&o Paulo, SP, Brasil).
Obteve-se uma contagem e aferiu-se a &rea individual das
AgNORs de cem ntcleos celulares por espécime (50 nu-
cleos de células gigantes multinucleadas e 50 nicleos de
células ovoéides). Para a contagem, utilizava-se da ferra-
menta “contar” do sistema computacional anteriormente
referido, sendo que a cada clique com 0 mouse, 0 compu-



tador registrava uma AgNOR no campo microscopico com
0s nicleos previamente contados. Apds a contagem dos
nicleos e das AgNORs, 0 mesmo campo era utilizado para
medir a &rea de cada AgNOR, o que era feito circundan-
do-se cada estrutura com 0 mouse. As células nas quais 0s
procedimentos anteriormente descritos foram realizados se
localizavam na regido central das LCGPs e foram aeato-
riamente escolhidas. A média do nimero de AgNORSs por
nucleo celular de células gigantes e de células ovéides (N),
bem como a&reamédiadas AgNORs (em um?) dos nuicleos
de células gigantes e de células ovdides (A), foram cal-
culadas para as 5 LCGPs de cada um dos trés grupos
estudados, utilizando as seguintes equagdes:

N = 2(NOde AgNORs

2 (4rea das AgNORs)
p A=
N° de nicleos

N° de AgNORs

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por
ANOVA e teste de Tukey (21), ao nivel de significancia
de 5%.

Estudo Imunohistoquimico com PCNA, p53 e Ki-67

Para 0s 15 casos de L CGPs sel ecionados realizou-se aimu-
nohistoquimica pelatécnicada streptavidina-biotinaampli-
ficada por imunoperoxidase (6-7), em cortes de 3um feitos
em blocos de parafina contendo material de bidpsia das
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lesdes. A andlise da quantidade de células marcadas pelo
PCNA, p53 e Ki-67 foi realizada com abjetiva de imersao
(1000X) e com auxilio do programa computacional Leica
QWin®, em microscopio Leica DMLB® e camera fotogré-
fica digital JVC-TK-C®. Obteve-se uma contagem dos
nicleos de células ovdides mononucleadas positivos
imunorreativos e ndo-imunorreativos de 5 campos per-
tencentes a cada lesdo, al eatoriamente escol hidos naregido
central de cada espécime tecidual. Os dados referentes a
cadaum dos marcadores (PCNA, p53 eKi-67), paraostrés
grupos analisados, foram analisados estatisticamente por
ANOVA e teste de Tukey (21), ao nivel de significancia
de 5%.

Resultados

Estudo Histoquimico — AgNOR

Em todos os cortes examinados as AgNORs foram eviden-
ciadas como pontos acastanhados escuros dentro do niicleo
celular, exibindo principalmente formaovalada e variagtes
de nimero e didmetro (Fig. 1). O nimero médio de AQNORs
por nucleo celular mostrou diferenca significativa entre os
trés grupos de agressividade clinico-radiografica, tanto para
as células ovoides quanto paraas células gigantes; por outro
lado, a é&rea média das AQNORs néo foi diferente entre os
trés grupos estudados (Tabela 1).

Fig. 1. Fotomicrografia evidenciando
aspecto padrdo de marcacéo das NORs
pela prata: AQNORs de nicleos de células
ovéides (esquerda — CO), e de uma célula
gigante multinucleada (direita — CGM)
(AgNOR, 1000X).

Tabela 1. Comparacéo entre as médias* (desvio-padrdo: DP) do nimero de AgNORs por nicleo celular e drea das AgNORs,
separadamente nas células ovéides e nas células gigantes multinucleadas dos casos analisados.

Nomero de AgNORs por nicleo Area das AgNORs (um?)
Células ovéides Células gigantes Células ovéides Células gigantes
Média DP Média DP Média DP Média DP
Grau 0 (n=5) 1,36° 0,12 1,26° 0,05 12,29 1,81 24,84 4,84
Grau 3 (n=5) 1,64° 0,14 1,44 0,06 12,68° 2,18 29,16° 3,78
Graus 5/6 (n=5) 2,06¢ 0,21 1,60P 0,21 11,637 1,80 26,45° 6,15
P valor (ANOVA) 0,0001 0,0052 0,6979 0,4160

* Letras diferentes acompanhando os valores das médias indicam a existéncia de diferenca estatisticamente significativa.
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Estudo Imunohistoquimico (PCNA, p53 e Ki-67)

Houve uma uniformidade de expressdo do PCNA nas
células ovoides. Estas, quando positivas, mostravam nuicleo
de colorag@o acastanhada de intensidade variavel. As células
gigantes multinucleadas (CGM) n&o se mostraram imunor-
reativas ao PCNA (Fig. 2). Comparando-se a imunoex-
pressividade do PCNA nas células ovoides dos trés grupos
analisados, ndo se observou diferenca estatisticamente
significativa entre os mesmos (Tabela 2).

Para o Ki-67, notou-se umaimunoexpressdo menor do que
no PCNA. No entanto, houve também uma uniformidade
de expressdo nas células ovoéides da lesdo. Estas, quando
positivas, mostravam nucleo de coloracdo acastanhada de
intensidade varidvel. As CGM nado se mostraram reativas
ao Ki-67, a exemplo do que ocorreu com o0 PCNA. Com-
parando-se a imunoexpressividade do Ki-67 nas células
ovoides dos trés grupos analisados, observou-se diferenca
estatisticamente significativa do grupo 111 (graus 5 e 6) em
relacdo ao grupo | (grau 0) e grupo Il (grau 3) (Tabela 2).

Os 15 casos avaliados mostraram células ovéides e CGM

ndo-imunorreativas ao p53.

PT i

Fig. 2. Técnica da imunohistoquimica. Fotomicrografia evi-
denciando que a célula gigante multinucleada (CGM) e
algumas células ovéides (CO) ndo s@o imunorreativas ao
PCNA. Nucleos em castanho representam positividade na
marcacdo (PCNA, 1000X).

Tabela 2. Comparagéo entre as N - N -

médias* (desvio-padrdo: DP) de Grupo de agressividade Porcentagem (%) de células Porcentage.m (%) de células
células ovéides imunorreativas ao clinico-radiogréfica PCNA+ Ki-67+
PCNA e de células ovéides Média DP Média DP
imunorreativas ao Ki-67 dos

trés grupos com diferentes Grav 0 (n=5) 49,45 6,51 4,95 2,08

agressividades clinico-radiogréficas. Grau 3 (n=5) 50,75¢ 3,99 5,66° 1,72

Graus 5/6 (n=5) 57,440 4,40 10,300 2,46

Discusséao

Para melhor compreender os relatos da literatura relativos
a agressividade clinico-radiogréfica das LCGPs(12,14,15), o
presente trabal ho investigou a proliferagdo celular dessalesio
atraveés de estudo histoquimico e imunohistogquimico.
Através da metodol ogia utilizada, foram encontradas dife-
rencas significativas no nimero médio de AgNORs por
nicleo celular entre ostrés grupos estudados, tanto nascélulas
ovoides quanto nas CGM, obtendo-se um nimero médio de
AgNORSs por niicleo celular diretamente proporcional ao grau
de agressividade clinico-radiografica das LCGPs. Dessa
forma, com base nas afirmagdes de Ruschoff et al. (4), os
achados do presente estudo sugerem a existéncia de
associacgdo entre o grau de agressividade clinico-radiogra-
fica e a proliferacdo celular tecidual. Whitaker et a. (22)
também verificaram um nimero de AgNORs maior em
LCGCs com agressividade clinico-radiogréfica mais alta.
Por outro lado, estes resultados diferem daqueles de Souza
et al. (6) que, ao compararem casos de L CGP com casos de
L CGC, ndo encontraram diferenca significativa no nimero
médio de AQNORs por nucleo celular.

Para a area média das AgNORs, ndo houve diferenca
significativaao se comparar 0strés grupos estudados, tanto
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paraasAgNORsde células ovdides quanto paraas de CGM;
isto indica que a &rea das AQNORs ndo seria relevante no
estudo da atividade proliferativa celular das LCGPs com
diferentes graus de agressividade clinico-radiogréfica.
Assim, os achados deste trabalho diferem das afirmacfes
de Ruschoff et al. (4), os quais afirmam que quanto maior o
nimero de AgNORs, menor € a drea média das mesmas.
Os resultados da presente investigagdo mostram que o
padréo de expressdo do PCNA foi consistente, marcando
uniformemente células ovGides das L CGPs, corroborando
achados anteriores (6,7). Quanto a média da porcentagem
de células ovGides PCNA positivas no total de LCGPs
analisadas, obteve-se 52,5%, a semelhanca do estudo de
Souzaet al. (6), que obtiveram 50,5%.

Por outro lado, as CGM ndo mostraram expresséo do
PCNA. Este fato também foi observado por Souzaet a. (6),
segundo os quais isto indicaria que as células gigantes
multinucleadas ndo fazem parte do compartimento proli-
ferativo das LCGPs, sugerindo que estas células tém sua
origem associada a uma linhagem osteocl astica, formada a
partir de células mononucleares diferenciadas. Portanto, os
resultados com PCNA no presente estudo sugerem aorigem
periosteal paraas LCGPs.



Comparando os trés grupos de agressividade clinico-
radiogréficade L CGPs analisadas no presente estudo quanto
a imunoexpressividade do PCNA nas células ovoides,
observou-se que quanto maior o grau de agressividade
clinico-radiogréfica das lesbes, maior a tendéncia das
células serem imunorreativas ao PCNA, o que poderiain-
dicar que as LCGPs mais agressivas clinico-radiografica-
mente apresentariam maior atividade proliferativa celular.
No entanto, a diferencaobtidaentre ostrés grupos estudados
nado foi estatisticamente significativa. Os resultados obtidos
s8o diferentes dos relatados por Souza et a. (7), os quais
encontraram maior nimero de células mononucleadas
positivas ao PCNA no grupo composto por LCGCs do que
naquel e composto por tumores de célul as gigantes dos 0ssos
longos (TCGs — lesBes neoplésicas, por vezes malignas,
diferentes das |esdes de célul as gigantes dos maxilares). Por
outro lado, os resultados do presente estudo corroboram os
achados de Souzaet al. (6), que ndo encontraram diferenca
significativa de imunoexpressdo do PCNA entre LCGPs e
LCGCs. E importante salientar que ndo foram encontrados
naliteraturaestudos com o PCNA que avaliassem asLCGPs
em funcdo de diferentes graus de agressividade clinico-
radiogréfica. Assim, novos estudos a respeito do assunto
devem ser realizados.

Os resultados da presente pesguisa mostram que o padréo
de expressdo do Ki-67 foi consistente, marcando uni-
formemente células ovoides das LCGPs, sendo que foram
encontradas 6,97% de células ovoides positivas ao Ki-67,
em média. Estes resultados sdo concordes aos reportados
por Souzaet al. (6), que afirmam ter encontrado 4,31% das
células ovdides positivas ao Ki-67 nas LCGPs. Quanto as
CGM, estas ndo mostraram imunoexpresséo ao Ki-67,
corroborando estudos anteriores (6-7), que afirmam que
estas células ndo fazem parte do compartimento prolife-
rativo daslesdes de células gigantes (LCGC, LCGPeTCG);
formam-se a partir da unido de células mononucleadas
diferenciadas e pertencem, provavel mente, aumalinhagem
celular osteocléstica, indicando, tal como o PCNA, que a
etiopatogenia das L CGPs esté relacionada ao peridsteo.
Em relagéo ao estudo daimunoexpressividade do Ki-67 nas
L CGPs analisadas, observou-se uma relagéo positiva entre
0 maior grau de agressividade clinico-radiogréfica das
lesbes e maior nimero de células ovides imunorreativas
ao Ki-67. Estatisticamente, foram as LCGPs de agressi-
vidade severa (graus 5 e 6) que mostraram nimero maior
de células ovoides imunorreativas ao Ki-67. Isso indica
umatendéncia de as LCGPs mais agressivas clinico-radio-
graficamente apresentarem maior atividade proliferativa
celular. Souza et al. (6) também encontraram maior imu-
norreatividade das células ovoides de LCGPs ao Ki-67,
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guando comparada com ade LCGCs. Por outro lado, Kruse-
Losler et al. (23) ndo encontraram diferencas entre LCGCs
clinico-radiograficamente agressivas e ndo-agressivas, e
Kauzman et al. (24) afirmaram néo existir diferencaentre a
imunomarcagdo do Ki-67 em LCGCs e TCGs.

Utilizou-se 0 p53 neste trabalho porque esse marcador
biol6gico também tem sido usado em lesBes ndo-neo-
pléasicas e em associagdo com inflamagdo (25). Todos os
casos de LCGPs avaliados mostraram células ovdides e
CGM néo-imunorreativas ao p53, independentemente do
grau de agressividade clinico-radiografica das lesfes.
Considerando-se que a LCGP tem natureza benigna e que
alteragbes do p53 ocorrem caracteristicamente em |esdes
malignas, os resultados deste trabalho ndo séo surpre-
endentes e coincidem com os reportados por outros autores
gue utilizaram o p53 paraavaliar lesdes de células gigantes
(6,7,23). Segundo Souzaet al. (7), ando-imunorreatividade
do p53 em lesdes de células gigantes provavel mente ocorre
porgue o produto protéico do gene MDM2 (murine double
minute) liga-se com a proteina p53 formando um complexo
que pode extinguir afuncéo inibidora do crescimento que a
p53 possui. Sendo assim, quando houver forte expresséo
do MDM2, fatalmente ndo se notar4 expressdo do p53.
Exemplo disto é que, além de ndo observarem imuno-
expressividade do p53, Souza et al. (6,7) obtiveram uma
forte expressdo daM DM 2 em estudos com |esBes de células
gigantes. Sendo assim, sugere-se que 0 p53 ndo € um
marcador de proliferacéo celular efetivo para LCGPs.

Concluséo

Apesar da &rea média das AgNORs e da imunoexpres-
sividade do PCNA ndo terem sido estatisticamente dife-
rentes nos trés grupos estudados, comprovou-se que o0
nimero médio de AgNORSs por nuicleo celular e a imuno-
expressividade do Ki-67 sGo maiores quanto maior for o
grau de agressividade clinico-radiografica das LCGPs.
Sendo assim, ao analisar 0 conjunto de resultados desta
pesquisa, parece valido sugerir que a agressividade cli-
nico-radiografica das LCGPs esta relacionada com fato-
res intrinsecos, mais especificamente com o potencial
proliferativo celular da lesdo. Esta constatagdo poderia
nortear o adequado tratamento, menos ou mais conservador,
desta doenca.
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