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ARTIGO DE REVISAO

Imuno-Histoquimica: aplicacées em patologia oral

Joao Carlos Bacarelli!

RESUMO

O presente artigo de revisio, destina-se a profissionais da dvea de sadde, particulavmente odontologos.
Visa fornecer um panorama do emprego de metodos imuno-histoquimicos em patologia oval, que cada
dia mais estio sendo utilizados na pesquisa e no diagndstico oncoldgico.

Unitermos: Imunohistoquimica, patologia bucal, antigenos.

INTRODUCAO
Imunologia: origem

A imunologia iniciou-se como parte da
microbiologia, desenvolvendo-se a partir de doengas
infecciosas e das respostas do organismo as mesmas.
Ao longo dos tempos, apresentou diversas fases com
énfase na sorologia, na imunologia celular, na
imunologia molecular e na imunogenética.

A imunologia sempre dependeu e estimulou a
aplicagao de tecnologia como o uso da microscopia,
eletroforese, marcagao por meio de rddio-isétopos e
enzimas, imunofluorescéncia, recombinagao de DNA
e camundongos transgénicos. Engloba ainda, vdrios
campos, tais como a alergia, imunologia clinica,
imunopatologia, imunofarmacologia, imuno-
histoquimica, imunologia tumoral e transplantes'®.

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica ¢ um método que pode
ser aplicado em cortes histolégicos e em preparados

(1) Mestre, Professor Adjunto da Clinica de Propedéutica Odontoldgica do
Departamento de Medicina Bucal da Faculdade de Odontologia e do Departamento
de Patologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da PUCCAMP.

citolégicos. Baseia-se no reconhecimento de
determinados antigenos por anticorpos marcados.

O principio de todos os métodos imuno-
histoquimicos ¢ a identificagao de antigenos (Ag)
celulares ou teciduais, por uma reagao antigeno
anticorpo (Ag - Ac) “in situ”.

Essa reagao ¢ visualizada por moléculas
reveladoras, tais como fluorocromos, enzimas e
particulas de ouro coloidal ou pelos vérios sistemas de
detecgao que abordaremos a seguir.

Imunofluorescéncia

Entre as formas de detecgao dos antigenos
teciduais temos a imunofluorescéncia.

A microscopia de imunoflorescéncia foi
introduzida, em 1941, por A. H. COONS et al.® e
basecia-se em anticorpos marcados com corantes
fluorescentes, ou seja flurocromos.

Existem varias técnicas de imunofluorescéncia,
e a dirveta fol a primeira a ser utilizada, aparecem
ainda, a técnica indiveta ou de dupla camada e técnica
do sanduiche utilizando imuno-soro anticomplemento;
cada uma apresentando aplicagbes e vantagens
proprias®.
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A imunofluorescéncia apresenta alguns
inconvenientes como necessidade de microscépio
especializado, de material fresco e congelado, € pobre
em resolugao morfoldgica e os cortes preparados nao
sao permanentes nao podendo ser arquivados para
estudos posteriores'* 7.

Técnicas Imunoenzimaticas

Na tentativa de superar as desvantagens
inerentes a imunofluorescéncia, surgiram para a
detecgao de antigenos, as técnicas imunoenzimaticas,
utilizando enzimas como marcadores®!®,

Virias técnicas foram testadas sendo que as de
imunoperoxidase se mostraram as mais adequadas.
As técnicas de peroxidase-anti-peroxidase (PAP) e
Avidina-Biotina-Peroxidase (ABP) sao os métodos
mais largamente empregados na rotina dos
laboratdrios de patologia cirirgica e experimental®®
13,15, 17-

Nestas técnicas, a peroxidase ¢ usada como
enzima marcador de anticorpos. Proporcionam cortes
histolégicos marcados de forma permanente e que
podem ser analisados ao microscépio 6tico comum.
Outra vantagem desta reagao Ag-Ac ¢ que pode ser
efetuada com cortes histolégicos incluidos em
parafina, além dos cortes em congelagao'’.

Com a recente utilizagio de fornos de
microondas, um dos inconvenientes da técnica, ou
seja, o da utilizagao de cortes fixados em formol e
incluidos em parafina estd sendo largamente superada
podendo ser utilizada nao sé para cortes congelados
(material fresco) mas também em material de arquivo.

Os métodos imunoenzimdticos apresentam
graus diferentes de sensibilidade. A sensibilidade de
um método pode ser definida como a técnica que
detecta a menor quantidade de Ag tecidual com a
minima quantidade de Ac primdrio. Depende ainda
da quantidade de Ac, da estrutura quimica do
determinante antigénico a ser detectado, bem como
da metodologia empregada.

Tanto no método PAP quanto ABP, a
visualizagiao da reagio antigeno-anticorpo no tecido
pode ser feita utilizando-se o 3.3 tetra-hidrocloreto
de diaminobenzidina (DAB) que forma um
precipitado insolivel de cor marrom que pode ser
visto ao microscépio otico comum. Através da
contracoloragao dos nicleos com hematoxilina pode-
se também visualizar os detalhes citolégicos®!”.

Principais aplicagoes dos métodos imuno-
histoquimicos

Basicamente, os métodos imuno-histoquimicos
tém sido utilizados em trabalhos de pesquisa sobre a
origem de determinado processo patolégico e no
diagnéstico oncoldgico.

Assim, uma das principais aplicagoes ¢ no
diagndstico dos tumores indiferenciados como os
linfomas nao Hodgkin, sarcoma de Ewing,
neuroblastoma, rabdomiossarcoma embriondrio,
tumores neuroectodérmicos, carcinomas
fusocelulares, melanomas, sarcomas como fibro, leio
e rabdomiossarcoma e tumores anapldsicos em geral.

Sao aplicados ainda no estudo da origem de
tumores metastdticos, na detecgao de receptores
hormonais no carcinoma de mama, etc. Também ¢
possivel a detecgao em tecidos de antigenos virais,
bacterianos, etc.

Anticorpos
utilizados

mais freqiientemente

Existem indmeros anticorpos’ utilizados em
imuno-histoquimica, dos quais podemos citar:

* marcadores epiteliais, sendo os mais comuns
os anticorpos anti-citoqueratinas (CK),
antigeno carcino-embriénico (CEA), antigeno
epitelial de membrana (EMA), involucrina;

* marcadores estromais; vimentina, proteina
§$-100, desmina, actinas, etc;

* marcadores hemo-linfopoiéticos, a maioria
designados por CD (CD4, CD15, CD20,
CD45, etc.);

* marcadores enddcrinos e de melanomas como
a proteina S-100 e o HMB-45 (anticorpo
especifico anti-melanomas);

* marcadores para avaliagdo de proliferagao
celular como p53, o Ki67 e PCNA (Antigeno
de proliferagao celular nuclear) que sao mais
utilizados em pesquisa, e

* marcadores de membrana basal, inclusive de
vasos, como o coldgeno IV e laminina.

Além desses, podemos citar marcadores para
identificagao da origem de tumores, para receptores
de estrégeno e progesterona, etc.
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Aplicagoes comuns dos métodos imuno-
histoquimicos em patologia oral

Em patologia oral, a aplicagio dos métodos
imuno-histoquimicos pouco difere do restante do
organismo.

Dessa forma, tém sido aplicados de maneira
mais diversa possivel, entre outras podemos citar:

1. No diagnéstico do cancer oral:

* diagnédstico diferencial de tumores
indiferenciados;

* oncogénese das células tumorais;

* origem dos carcinomas metastaticos;

* diagnoéstico diferencial de lesoes
melanociticas e malignas;

* identificagao dos virios tecidos que
compoem as neoplasias de glindulas
salivares;

* relagao entre lesdes cancerizdveis
(leucoplasicas) e neopldsicas e

* estudo dos linfomas nao Hodgkin.

2. Identificagao de antigenos virais do EBV (Virus
Epstein Barr) e HPV (papilomavirus humano)
com énfase as associagoes com leucoplasia pilosa
causada pelo HIV.

3. Expressao do cito-megalovirus associado ao virus
herpes simples e infecgao pelo HIV.

4. Patologia de lesdes radiculares dos dentes:
granulomas e cistos periapicais; no estudo da
origem do epitélio e presenga de imunoglobulinas
nas células inflamatdrias.

5. Lesoes gengivais e periodontais: estudo imuno-
histoquimico das células inflamatdrias presentes
e expressao dos viérios tipos de coldgeno.

6. Tumores odontogénicos como cisto e
ameloblastomas: diagndstico diferencial e
oncogénese.

7. Estudo dos oncogenes virais no papiloma oral.

A titulo de ilustragido enumeramos alguns
trabalhos atuais que procuram reportar as vdrias
aplica¢oes da imuno-histoquimica em patologia oral.

No diagnéstico do cincer oral, OGDEN et
al.'2) utilizaram a oncoproteina p53 como marcador,
aqual estd fortemente associada a processos malignos.

Foram investigados cortes de tecidos normais € lesdes
malignas da mucosa oral pela presenga de p53 usando
anticorpos policlonais CM1 contra a proteina p53.

A proteina p53 foi identificada em 8 cortes de
12 biopsias positivas de cincer oral. Nao foi encontrada
em 8 casos negativos e 40 cortes de tecidos normais
da mucosa oral. Segundo o autor, isso sugere que a
expressao de p53 e lesoes suspeitas clinicamente de
malignidade pode ter grande valor no diagnéstico do
carcinoma oral.

NISHIOKA et al.'!, detectaram a presenga de
p53 em carcinoma de células escamosas ¢ leucoplasia
da mucosa oral. De 40 pacientes com carcinoma de
célula escamosa foi encontrada positividade em 52%,
e de 20 pacientes com leucoplasias, 10% expressaram
p53, o que poderia sugerir que estes casos teriam um
potencial maior de malignizagao.

Como citamos anteriormente, a imuno-
histoquimica € utilizada para estabelecer as diferengas
entre lesdbes melanociticas (pigmentadas) orais
benignas e malignas.

GAZIT et al.’® usaram como marcadores
antigenos HMB-45 ¢ S-100 em lesoes pigmentadas
benigmas e malignas de células redondas e fusiformes.

Nos melanomas compostos de células redondas,
a intensidade e distribuigao do HMB-45 ¢ o maior
que a do §-100. O oposto ocorre com melanomas de
células fusiformes.

O nevo intra mucoso de células redondas
expressa S-100 mais intensamente que HMB-45. O
nevo azul de células fusiformes expressa fortemente
tanto S-100 quanto HMB-45.

WANG!?® em 1990, estudou 27 casos de
melanoplasiada cavidade oral clinico-patologicamente
e imuno-histoquimicamente. A relagao entre
melanoplasia e melanoma foi discutida. O termo
melanopldsico, segundo o autor, deve ser usado
somente para as lesdes em que o aspecto clinico ¢
considerado com caracteristicas histolégicas normais.
Entre os 27 casos examinados, 74,07% ocorreram no
ldbio especialmente inferior. Em geral, a lesao do
libio ¢ benigna. Porém, quando a melanoplasia
ocorreu no pdlato e gengiva com aumento de células
claras no epitélio e positividade para proteina S-100,
com grande numero de melanéfagos na porgao
profunda da lamina prépria hd um risco grande de
transformagao maligna, segundo o autor.

No que concerne a patologia da glandulas
salivares, a multiplicidade dos aspectos histolégicos
exibidos pelas neoplasias das mesmas tem feito com
que as técnicas imuno-histoquimicas sejam largamente
utilizadas.
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Avariedade dos aspectos histolégicos tem sido
atribuida a presenga da célula mioeptelial nestas
glindulas, pois as neoplasias de pdncreas nao
apresentam esta c€lula e nao exibem tal variagao
morfolégica.

Entre os tumores de glandulas salivares, especial
interesse tem sido dispensado ao adenoma
pleomorfico, pois além de ser o tumor mais freqiiente
de glandulas salivares, apresenta aspecto histolégico
peculiar e permanece incerta sua histogénese.

SOUZA & ARAUJO, estudaram 51 casos de
adenomas pleomorficos de glindulas salivares menores
usando para reagao imuno-histoquimica trés
anticorpos: a antiqueratina, vimentina e proteina S-
100.

Os resultados obtidos mostraram que a
vimentina, com excegao da célula luminal dos espagos
tubulares esteve presente em todos os tipos celulares
observados no adenoma pleomoérfico, nao sendo
encontrada na célula mioepitelial normal.

A proteina S-100, embora nao apresentando
marcagao consistente, mostrou-se util na diferenciagao
entre a célula mioepitelial e o estroma colagénico ou
fibroso do fibroblasto. A queratina utilizada (PM 45-
55 kd) é também um bom marcador de célula mio-
epitelial modificada e da célula luminal.

Segundo os autores, embora a vimentina nao
seja indicada como marcador de tumores de origem
mesenquimal sua presenga na célula miopetelial nao
invalida a histogénese epitelial do tumor, mas sim
indica metaplasia mesenquimal, como também
proposto por YAMADA et al. .

Em outra andlise de oitenta € nove tumores
benignos de glandulas salivares, ARAUJO et al. ?
demonstraram que a queratina ¢ um bom marcador
de célula luminal, a vimentina ¢ muito importante
para a identificagao da célula mioepitelial tumoral
enquanto a marcagao pela proteina S-100 ¢ varidvel.

Estudos também realizados por ARAUJO et
al.!; em 67 tumores malignos de glindulas salivares
utilizando-se anticorpo para queratina, vimentina e
proteina S-100 mostraram que a queratina estava
presente em todos os tumores estudados, enquanto a
vimentina no carcinoma adendide cistico, no adeno-
carcinoma polimorfo de baixa malignidade, no
carcinoma epitelial-mio-epitelial e carcinoma em
adenoma pleomorfico.

CARVALHO et al* analisaram 6 casos de
adenocarcinoma de glandulas salivares menores de
baixo grau de malignidade usando a vimentina,
queratina e proteina S-100 concluindo que essas
neoplasias exibem dois tipos de células neopldsicas:
mioepitelial e luminal. Células com aspectos
intermedidrios entre esses dois tipos estavam presentes,
indicando uma possivel conversao de células luminais
em mioepiteliais.

MURASE et al.'%; estudaram a presenga de
proteina S-100 em células de Langerhans de tumores
odontogénicos e cistos. A imuno-histoquimica
demonstrou que de 71 casos de tumor odontogénico
epitelial, foram positivos 11 casos, de 40 casos de
cistos radiculares, 22 foram positivos e de 28 cistos
foliculares, 3 casos.

O autor estabeleceu forte correlagao entre a
presenga de proteina S-100 com alto grau de infiltragao
inflamatéria nas lesoes.

CONCLUSAO

O exame da literatura sobre o emprego da
imuno-histoquimica em patologia oral comprova a
sua diversificagao e utilizagao nos mais variados
campos.

Espera-se que no futuro, além de permitir um
aprimoramento das classificagoes dos vdrios processos
patolégicos, a imuno-histoquimica contribua cada
vez mais para o aparecimento de métodos preventivos,
para o diagndstico preciso com prognoéstico mais
favordvel, para o tratamento e a terapéutica das doengas
que afetam a cavidade oral.

SUMMARY

Immunohistochemistry: apllications in oval pathology

The present veview article, is destined to professional from
health avea, in parvticular odontologists. It affords a view
of application of immunohistochemical methods in oral
pathologywhich have been used more and more in vesearch
and oncologic diagnosis.

Keywords: Immunohistochemistry, oval pathology,
antigens.
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